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Resumen

En la actuadlidad, las dispersiones coloidales de nanoparticulas
poliméricas constituyen una excelente herramienta para la
encapsulacion de moléculas de gran interés, como medicamentos,
pesticidas, especies contaminantes, proteinas o dcidos nucleicos. Entre
estas particulas, se define como micro- o nanogel a la particula
polimérica cuya red se encuentra entrecruzada.

Entre sus principales ventajas se encuentra su biocompatibilidad, la cual
se debe, asuvez, ala naturaleza quimica de los polimeros que las forman.
Por ello, pueden actuar como vehiculos o contenedores para la
acumulacion, transporte vy liberacion controlada de activos en sistemas
bioldgicos. Ademds, y de manera especifica, estas estructuras
poliméricas pueden presentar sensibilidad y respuesta a estimulos
externos, como cambios de temperatura, pH, fuerza idnica del medio,
naturaleza del disolvente, etc. Al mismo fiempo, los microgeles son
modulables en composicidn, en particular, en lo referente a
concentracion de mondmeros y grado de enfrecruzamiento, pudiéndose
controlar la morfologia y tamano de estas nanoparticulas (consiguiendo
microgeles macizos, huecos o tipo Janus). También, cabe destacar que,
pueden ser funcionalizados en la superficie, de forma que puedan
reconocer dianas bioldgicas, variar su capacidad de encapsulacion, e
incluso, la velocidad de difusiéon de los compuestos encapsulados.

Los microgeles han sido empleados también para la estabilizacidon de
nanoparticulas metdlicas (Au, Ag, Cu, etfc.), ya sea mediante la
encapsulacion de estds o por fijacion quimica sobre la superficie del
microgel. Esta capacidad abre la puerta a la sintesis de nuevos
nanomateriales denominados materiales hibridos.

Ademds, estos sistemas hibridos pueden ser utilizados como catalizadores
sinfonizables, debido a que combinan la capacidad de atrapamiento y
de respuesta a estimulos externos del microgel, con la capacidad
catalitica de las nanoparticulas metdlicas incluidas.



Resumen

En resumen, el trabajo de investigacion llevado a cabo en esta Tesis
Doctoral consta de dos partes:

1.Se harealizado el estudio cinético de lareaccidon de oxidacion del ndcleo
de Au(0) en nanoparticulas hibridas que poseen un recubrimiento
polimérico sensible al pH (4-vinilpiridina, 4VP) y a la temperatura (N-
isopropilacrilamida, NIPAM). A partir de estos sistemas nucleo@corteza se ha
llevado a cabo la fabricacion de microgeles huecos de pNIPAM y de p4VP.
También se han obtenido nanoparticulas Janus y se han definido los
pardmetros experimentales para el control de la posicidn del nucleo
metdlico en el sistema hibrido. Este contenido se desarrolla en los capitulos
1y 2delaTesis.

2.Se ha llevado a cabo la sintesis, caracterizacion y el estudio catalitico de
un nuevo tipo de sistema hibrido con estructura nicleo@corteza@satélites.
La morfologia de estos sistemas consiste en un nucleo esférico bimetdlico
de AU@Ag encapsulado por una corteza polimérica sensible a la
temperatura (oNIPAM), y con nanoparticulas de Ag(0) incrustadas en dicha
corteza a modo de satélites (AU@RAg@PNIPAM@AQST). En este estudio, se
ha tomado como modelo la cinética de reduccidn del grupo nitro, en la
reaccion de 4-nitrofenol a 4-aminofenol, y los resultados para este nuevo
sistema muestran un rendimiento catalitico superior a otfros sistemas hibridos
publicados. Este hecho se puede explicar en base al efecto sinérgico del
nucleo bimetdlico Au@Ag vy los satélites (AgST). Por ello, estos nuevos
microgeles hibridos podrian ser buenos candidatos para ser empleados en
otras reacciones de catdlisis heterogénea que se puedan llevar a cabo en
el fratamiento de aguas o medios orgdnicos. Este contenido se incluye en
el Capitulo 3 de la Tesis.

Palabras clave: microgeles pNIPAM, microgeles p4VP, nanoparticulas
bimetdlicas AuU@Ag, nanoparticulas hibridas, estructura nicleo@corteza,
estructura nucleo@corteza@satélites, oxidaciéon del nicleo de Au(0),
nanoparticulas huecas, nanoparticulas Janus, catdlisis heterogénea,
satélites de plata.



Abreviaturas y acréonimos

@ recubierto o recubrimiento

3BA dcido 3-butenoico

4-Amp 4-aminofenol

4-Nip 4-nitrofenol

4VP 4-vinilpiridina

AA Acido ascérbico

AgNO3 Nitrato de plata

AgNPs nanoparticulas de plata

AgST nanoparticulas de plata incrustadas a modo de satélites
Aul5 nanoparticulas de oro de 15 nm de didmetro
Au50 nanoparticulas de oro de 50 nm de didmetro
AuUNPs nanoparticulas de oro

Au@Ag sistema de oro recubierto de plata

Au@Ag@pNIPAM sistema de oro recubierto de plata y recubierto
de pNIPAM
Au@Ag@pNIPAM@AGST sistema de oro recubierto de plata 'y
recubierto de pNIPAM y con satélites de

plata

Au@3BA nanoparficulas de Au funcionalizadas con acido
3-butenoico

Au@Ag@3BA nanoparticulas de oro recubiertas de plata
y funcionalizadas con acido 3-butenoico

Au@pNIPAM sistema de oro recubierto de pNIPAM

Au@p4VP sistema de oro recubierto de p4VP

BA N,N'-metilenbisacrilamida

BDAC cloruro de bencilhexadecildimetilamonio

co copolimero

col. colaboradores

CTAB bromuro de hexadeciltrimetilamonio

CTAC cloruro de hexadeciltrimetilamonio

Dis. dispersidon coloidal

Dox doxorrubicina

DVB p-divinilbenceno



Abreviaturas y acrénimos

EDX

FTIR

KPS
LCST
LSPR
MeNP
MMA
NP o NPs
PNIPAM
PNN

PS

p4VP
SERS
TEM
TGA
UV-Vis
V50

espectroscopia de energia de rayos X dispersivos
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
persulfato de potasio

temperatura de transicion critica mas baja
resonancia del plasmon superficial localizado
nanoparticulas metdlicas

metacrilato de metilo

nanoparticula o nanoparticulas
poli-N-isopropilacrilamida

poli-N-propilacrilamida

poli-estireno

poli-4-vinilpiridina

espectroscopia Raman intensificada en superficie
microscopia de fransmision electronica

andlisis termogravimétrico

espectrofotometria de ultravioleta visible
dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2-metilpropionamidina)
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1. Introduccion

La Nanotecnologia se define como la ciencia, ingenieria y tecnologia
relacionadas con el entendimiento, confrol y uso de los materiales de
dimensiones comprendidas entre 1-100 nm. A esta escala la materia
presenta caracteristicas Unicas que no son exhibidas por sistemas
macroscopicos y, por lo tanto, permite el desarrollo de nuevas
aplicaciones.!

Uno de los aspectos mds importantes de la nanotecnologia es que se
trata de una tecnologia de fipo "bottom-up" (de abajo a arriba). Esta
metodologia se aproxima al método utilizado por la naturaleza para
crear materiales.

Otra de las caracteristicas importantes de las particulas que se
encuentran denfro de este rango de tamanos, es su enorme relacion
superficie/volumen. Esta relacidon indica que la cantidad de dtomos
externos, que estdn presentes en la superficie de la particula y que son
accesibles para reaccionar con el enforno (otros dtomos, moléculas...) es
muy alto. Esta relacién aumenta enormemente a medida que decrece
el tamano de las particulas, tal como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 1.1. Calculo de la relacion superficie/volumen de nanoparticulas esféricas.

Didmetro Area Volumen Relacién Area
nanoparticula superficial (nm3) superficial/Volumen
(nm) (nm2) (nm-1)
10 314 523 0.6
100 31400 523600 0.06
1000 (1 pm) 3141600 523600000 0.006

Dicho de otra manera, para una misma cantidad de masa o volumen de
material, el aprovechamiento del drea superficial de ese material a
escala nanométrica es mayor que cuando se trabaja con ese material a
mayor escala.

1 Shapira, P., Youtie, J., Porter, A. L. (2010). The emergence of social science research on
nanotechnology. Scientometrics, 85(2), 595-611.
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1. Introduccion

Entre los diferentes materiales que mds se han estudiado a escala
nanomeétrico estdn los metales, sobre todo oro, plata, platino y cobre, los
polimeros, los compuestos de carbono, como nanofubos o grafeno, y
otros sistemas compuestos.

En esta Tesis Doctoral se ha trabajado con nanoparticulas metdlicas de
oro y de plata, nanoparticulas poliméricas y sistemas hibridos formados
por combinacién de nanoparticulas metdlicas y poliméricas. Por lo tanto,
en las siguientes pdaginas de esta Infroducciéon, se comentan los aspectos
mas relevantes acerca de propiedades fisicoquimicas, sintesis vy
aplicabilidad de estos materiales, con el objetivo de fundamentar vy
contextualizar el trabajo de investigacion que se ha llevado a cabo.

16



1. Introduccion

1.1. Nanoparticulas metdlicas

Durante las Ultimas décadas, las nanoparticulas compuestas por metales
como el oro, la plata, el platino, el cobre, etc., han atraido gran interés
en varias areas de investigacion debido a sus posibles aplicaciones en
multitud de campos como catdlisis, fotdnica, electronica, desarrollo de
biosensores y en aplicaciones terapéuticas.

En el caso de las nanoparticulas de oro, se han estudiado en profundidad
durante el pasado siglo, y en los Ulfimos anos su sintesis se ha ido
perfeccionando con el objetivo de producir diferentes morfologias y
tamanos, y optimizarla para poder llevarla a cabo en multiples disolventes
con alto grado de reproducibilidad.

El interés por estas nanoparticulas de oro es debido a sus propiedades
plasmodnicas, cataliticas y a su biocompatibilidad, existiendo, por ello, una
gran cantidad de potenciales aplicaciones, y en particular, terapéuticas.

En el caso de las nanoparticulas de plata, el otro tipo de nanoparticulas
metdlicas que guarda relacion con nuestra investigacion, en los Ultimos
anos también se han investigado por tener unas propiedades similares a
las de oro. A ellas se une que la plata presenta actividad antimicrobiana,?
por lo que su uso se ha extendido como bactericida y fungicida en
medicina, biotecnologia, tratamiento de aguas y en ofros productos de
consumo.3

1.1.1. Propiedades plasmoénicas

Cuando un campo electromagnético externo interactia con la nube de
electrones de una nanoparticula metdlica de tamano menor que la
longitud de onda de la radiacidn incidente, se produce una

2 Chen, X., Schluesener, H. J. (2008). Nanosilver: a nanoproduct in medical application. Toxicol. Lett.,
176(1), 1-12.

3 Khaydarov, R. R., Khaydarov, R. A., Gapurova, O., Estrin, Y., Evgrafoba, F., Scheper, T., Sho, S. Y.
Antimicrobial effects of silver nanoparticles synthesized by an electrochemical method. En
Nanostructured Materials for Advanced Technological Applications. NATO Science for Peace and
Security Series B: Physics and Biophysics. Springer, Dordrecht. 2009.
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deslocalizacion de la nube de electrones libres presentes en la superficie
de la nanoparticula metdlica. Debido a este movimiento electronico, se
produce un aumento de la carga en un lado de la particula y un defecto
de carga en el ofro lado, formdndose un dipolo eléctrico en la
nanopartficula.4 Este hecho se esquematiza en la Figura 1.1. Este
fendmeno se denomina “plasmoén” y cuando la frecuencia del plasmon
entra en resonancia con la frecuencia de la radiacion incidente se
produce el fendbmeno de “resonancia de plasmon superficial localizado,”
en inglés localized surface plasmon resonance (LSPR). El confrol del
tamano de las nanoparticulas metdlicas es muy importante, ya que
define, entre otras, sus propiedades 6pticas y magnéticas.

hv Campo

—LLL‘ electromagnético

Nube de electrones

Figura 1.1. Deslocalizacion de los electrones en una nanoparticula metalica producido por
la interaccion de un campo electromagnético externo.

La primera de las teorias que proporciona una explicacion tedrica para
la dispersion y la absorcion de la luz por parte de nanoparticulas
metdlicas es la Teoria de Mie.5 En ella se da solucion a las ecuaciones de
Maxwell para la interaccién de la luz con nanoparticulas metdlicas
esféricas y de tamano menor al de la longitud de onda de la luzincidente,
aungue no a otras morfologias, ya que sdlo considera interacciones de
tipo dipolar.

4  Kreibig, U., Vollmer, M. Optical properties of metal clusters. Springer. Berlin. 1995.

5  Horvath, H. (2009). Gustav Mie and the scattering and absorption of light by particles: historic
developments and basics. J. Quant. Spectrosc. Radiat. Transf., 110(11), 787-799.
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Cuando el tamano de la particula aumenta, y se hace comparable al
valor de la longitud de onda de la radiacion incidente, o cuando la
morfologia de particula es diferente a la esférica (nanocilindros,
nanotridngulos, etc.), o incluso cuando las particulas metdlicas se
encuentran rodeadas por un recubrimiento de agente estabilizante, los
plasmones que se producen estan asociados a distribuciones de carga
mdas complejas que la dipolar. En estos casos se forman cuadrupolos,
octupolos, etc. Para su explicacion tedrica, la Teoria de Mie se ha visto
ampliada o modificada por distintos autores. Por ejemplo, la Teoria de
Mie-Gans,é es ulilizada de forma frecuente para explicar el
comportamiento 6ptico de nanoparticulas metdlicas con forma eliptica,
como puede ser la de los nanocilindros metdlicos.

Como conclusidon tedrica y experimental de esta interaccidon entre la
onda electromagnética y las nanoparticulas metdlicas, se puede afirmar
qgue la oscilacion electronica que se produce en las nanoparticulas
alcanza un mdaximo de intensidad a una determinada frecuencia. Ese
valor mdximo, que puede ser medido con un espectrofotdbmetro en el
rango del espectro ultravioleta-visible,” se debe a la resonancia del
plasmon superficial localizado (LSPR). De igual forma, la Teoria de Mie
establece que la posicion de la banda del plasmdn en el espectro, es
decir, la longitud de onda a la que se observa el maximo de absorcion,
asi como su intensidad y su anchura dependen del tamano y la forma de
la nanoparticula,® del tipo de material,’ y del indice de refracciéon del
medio que se encuentra alrededor de las mismas.

El valor del LSPR aporta informacion sobre las propiedades opticas vy
electromagnéticas de las particulas metdlicas. Es importante destacar,
que la modificacion del campo electromagnético de forma local cerca

6  Gans, R. (1992). Uber die form ultramikroskopischer goldteilchen. Ann. Phys., 37, 881-890.

7  Haiss, W., Thanh, N. T. K., Aveyard, J., Fernig, D. G. (2007). Determination of size and concentration
of gold nanoparticles from UV—Vis Spectra. Anal. Chem., 79(11), 4215-4221.

8 Ruiz-Muelle, A. B., Kuttner, C., Alarcon-Fernandez, C., Lopez-Romero, J. M., Uhlmann, P.,
Contreras-Caceres, R., Fernandez, 1. (2019). Hybrid surfaces active in catalysis based on gold
nanoparticles modified with redox-active pendants and polymer brushes. Appl. Surf. Sci., 143598.

9  Huang, X., El-Sayed, M. A. (2010). Gold nanoparticles: optical properties and implementations in
cancer diagnosis and photothermal therapy. J. Adv. Res., 1(1), 13-28.
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de la superficie de las nanoparticulas se puede aprovechar en
espectroscopia SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering).

Centrandonos en las nanoparticulas esféricas de oro, que son las mas
estudiadas y también son uno de los objetivos de andlisis en nuestra
investigacion, en la Figura 1.2 (derecha) se observa como la posicion del
LSPR de nanoparticulas de oro se cenfra alrededor de 520 nm, para
particulas de 10 nm, y se desplaza a mayores longitudes de onda a
medida que aumenta el tamano de particula. Como consecuencia de
este hecho, y como se observa en la fotografia incluida en la Figura 1.2
(izguierda), la luz reflejada por las nanoparticulas de oro, que es la
complementaria a la absorcidon del plasmdn, varia el color de la
dispersion debido a que el plasmdn superficial localizado se desplaza
hacia longitudes de onda mayores a medida que aumenta el tamano
de las nanoparticulas.

10 nm 20 nm 50 nm 80 nm 90 nm

Figura 1.2. Muestras de dispersiones coloidales de nanoparticulas de oro de distintos tamafios
(izquierda) y representacion de su espectro de absorcion UV-VIS (derecha).
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350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
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Como se ha comentado, la Teoria de Mie explica que la forma de una
nanoestructura también determina las caracteristicas del LSPR, es decrr,
la morfologia de una nanoparticula influye en el aumento del campo
electromagnético cercano a la superficie de la misma, ya que afecta a
la deslocalizaciéon de la nube electrénica. Un ejemplo lo encontramos en
geometrias que presentan puntas o vértices, como son los prismas
triangulares, los cuales producen una mayor deslocalizaciéon de
electrones, sise compara con el producido en superficies curvas (esferas).
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Véase la Figura 1.3, donde se muestran imdagenes de microscopia
electronica de nanoesferas y nanoprismas triangulares de oro de 50 nm
aprox. (Figura 1.3.Ay 1.3.B, respectivamente) y sus espectros de absorcion
ultravioleta-visible (UV-Vis, Figura 1.3.C y 1.3.D, respectivamente). Como
se puede observar en los espectros, hay un desplazamiento plasmonico
hacia mayores longitudes de onda para el caso de los tridngulos, en
comparaciéon con el producido en el plasmdn de oro para una dispersion
de nanoparticulas esféricas de igual concentracidon y tamano (se
desplaza de 554 a 580 nm).
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Figura 1.3. Iméagenes TEM y espectros UV-Vis normalizado para nanoparticulas de
oro con forma de (a, ¢) nanoesferas y (b, d) nanoprismas triangulares.

El LSPR asociado a nanoparticulas de plata presenta el mdximo de
absorbancia alrededor de 400 nm. Como era de esperar, su posicion final
depende del tamano y de la forma de estas nanoparticulas, pudiéndose
observar bandas de absorcién desplazadas hacia longitudes de onda
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mayores, llegando incluso hasta los 700 nm, dependiendo de la
geometria.10

Como se haindicado anteriormente, la posicion de la banda plasmonica
también depende del indice de refraccion del medio. Este depende del
disolvente y el agente surfactante o estabilizante empleados durante la
preparacion de las nanoparticulas metdlicas. Como se ha indicado, este
comportamiento también fue predicho en la Teoria de Mie. Una
aplicacion directa de esta dependencia es la medida de la constante
dieléctrica local a partir de la medida de la posicidon de la banda de
plasmon superficial. Como ejemplo, Pérez-Juste y col. estudiaron la
relacion entre el desplazamiento de la banda LSPR y el cambio en el
indice de refraccion para nanocilindros de oro.!" Estos investigadores
observaron que los nanocilindros de Au producen un cambio de color
cuando se infroducen en diferentes disolventes con indice de refraccion
distinto. También demostraron la relacion lineal que existe entre la
posicion de la banda del plasmon (longitud de onda) de oro con el indice
de refraccion del medio.

Cabe destacar en este punto el comportamiento plasmdnico de
nanoparticulas  bimetdlicas de fipo nucleo@corteza, que son
nanoparticulas de oro recubiertas de plata (Au@Ag), como las que
integran los nucleos de los sistemas hibridos estudiados en esta Tesis
Doctoral. En la Figura 1.4 se muestra el espectro de UV-Vis de una muestra
de AuU@Ag, donde se observa la absorbancia mdxima del sistema. El
espectro de absorcidon muestra una Unica banda a una longitud de onda
infermedia entre las observadas para las nanoparticulas de oro y plata
puros.'213 Como puede observarse en la figura, la intensidad observada
para el plasmdn de plata es mayor que en el caso del oro, por lo que la

10 Cruz, D. A., Rodriguez, M. C., Lopez, J. M., Herrera, V. M., Orive, A. G., Creus, A. H. (2012).
Metallic nanoparticles and surface plasmons: a deep relationship. Av. Cienc. Ing., 3(2), 67-78.

11 Pérez-Juste, J., Pastoriza-Santos, 1., Liz-Marzan, L., Mulvaney, P. (2005). Gold nanorods: synthesis,
characterization and applications. Coord. Chem. Rev., 249(17-18), 1870-1901.

12 Simon, J., Nampoori, V. P. N., Kailasnath, M. (2019). Facile synthesis of Au-Ag core shell and
nanoalloy using femtosecond laser ablation and their optical characterization. Optik, 163168.

13 Zhu, J. (2005). Theoretical study of the optical absorption properties of Au-Ag bimetallic nanospheres.
Physica E Low Dimens. Syst. Nanostruct., 27(1-2), 296-301.
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intfensidad de la banda de las nanoparticulas bimetdlicas disminuye a
medida que aumenta la proporcion de oro.
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Figura 1.4. Espectros de absorcion UV-Vis para nanoesferas bimetalicas del tipo
Au(nucleo)@Ag(corteza) con diferente proporcion de oro.

1.1.2.  Sintesis y funcionalizaciéon de nanoparticulas metdlicas

Los métodos de sintesis de nanoparticulas metdlicas suelen agruparse en
dos categorias. Por un lado, las sintesis denominadas “de arriba hacia
abagjo” (top-down), que consiste en la division de metales macroscopicos
en porciones mas pequenas. Esta metodologia involucra tanto métodos
fisicos, como la molienda, la ablacion Idser, la descomposicidon térmica,
la volatilizacion del sélido seguido por la condensacion de los
componentes voldtiles, etc., como también métodos quimicos de
disgregacion de la materia.

Por ofro lado, las sintesis denominadas “de abajo hacia arriba” (bottom-
up), son mas utilizadas, ya que si se compara con el método top-down,
se consigue confrolar mejor la distribucion de tamanos de las
nanoparticulas fabricadas. Los métodos bottom-up son, en su mayoria,
procedimientos quimicos en los que se consigue la fabricacion de
nanoparticulas por condensacion de dtomos o entidades moleculares.
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Esta infroduccion se centra en esta Ultima metodologia, porque es la que
seguimos en la sintesis de las nanoparticulas de oro y de plata estudiadas
en este frabajo de investigacion.

e Métodos de sintesis de nanoparticulas de oro

Las técnicas quimicas mdas comunes y reproducibles para la sintesis de
nanoparticulas de oro se basan en la reduccion quimica de una sal de
oro a su forma metdlica. De esta forma se genera en el medio una
dispersion de nucleos de Au(0).

Para conftrolar el crecimiento inicial de estos primeros nUcleos de Au(0),
denominados ‘“semillas”, y para prevenir la agregacion de las
nanoparticulas finales, se utilizan agentes estabilizantes. Estos pueden ser
polimeros, tensioactivos, etc., que una vez unidos a las nanoparticulas
hacen que se formen coloides dispersos y estables.4

Uno de los métodos mads utilizados para la preparacion de nanoparticulas
de oro es el de Turkevich.'S En él se reduce y estabiliza hidrocloruro de oro
() con citrato de sodio en medio acuoso. Esta técnica permite obtener
nanoparticulas esféricas de 20 a 200 nm de didmetro, monodispersas, con
un rango de tamano controlado y con gran reproducibilidad.!6.17

El tamano de las nanoparticulas obtenidas estd determinado por la
concentracion de citrato de sodio y la concentracidon de sal de oro.
Mientras que a altas concentraciones de citrato se generan muchos
puntos de nucleacion y el tamano de nanoparticula final es mas
pequeno, cuando la concentfracidon de citrato es baja, se generan
menos puntos de nucleacion y conlleva un crecimiento mayor de estas.8

14 Fuente, J. M, Grazu, V. Nanobiotechnology: inorganic nanoparticles vs organic nanoparticles.
Elsevier. Zaragoza. 2012,

15 Turkevich, J., Stevenson, P. C., Hillier, J. (1951). A study of the nucleation and growth processes in
the synthesis of colloidal gold. Disc. Farad. Soc., 11, 55-65.

16 Schmid, G. (1992). Large clusters and colloids-metals in the embryonic state. Chem. Rev. 92, 1709—
1727.

17 Grabar, K. C., Freeman, R. G., Hommer, M. B., Natan, M. J. (1995). Preparation and characterization
of Au colloid monolayers. Anal. Chem., 67(4), 735-743.

18 Frens, G. (1973). Controlled nucleation for the regulation of the particle size in monodisperse gold
suspensions. Nat. Phys. Sci., 241(105), 20-22.
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El proceso global se esquematiza en la Figura 1.5.

ATOMOS LIBRES NUCLEACION CRECIMIENTO
Agente

reductor @ ® ® @ I ’

HAuCl, ——— .. — s
H,O . ' ’ .
' Disolucion
coloidal de
AuNP

Figura 1.5. Esquema representativo del mecanismo de formacién de nanoparticulas de oro
(AUNPS).

De igual forma, la velocidad de adicion del agente reductor también
influye en el tamano y distribucidon de las nanoparticulas de oro
obtenidas. Cuanto mds rdpida es la adicidon, mds pequenas y
monodispersas se obtienen.!?

Una vez sintetizados los primeros nUcleos de oro esféricos estabilizados por
citrato, estos tienen de forma habitual enfre 12y 18 nm de didmetro. Para
aumentar el tamano de particula, se lleva a cabo lo que se conoce
como “método de crecimiento mediado porsemilla,” en el que se puede
utilizar una amplia gama de agentes reductores y estabilizantes. En estas
sintesis existe el problema de que incluso en presencia de una Unica
semilla, se produce una nucleacién adicional en el medio de reaccidn,
aumentando asi la polidispersidad.

No obstante, Murphy y col. prepararon particulas esféricas en un amplio
rango de tamanos muy uniformes, de 5-40 nm, evitando la nucleacion
adicional.20 Los nUcleos principales fueron semillas de oro de 3.5 nm
preparadas por reduccion de la sal de oro con borohidruro sédico en
presencia de citrato como agente estabilizante. Las etapas de
crecimiento se llevaron a cabo en agua en presencia de agentes
tensioactivos. La nucleacion secundaria durante la etapa de crecimiento

19 Brust, M., Walker, M., Bethell, D., Schiffrin, D. J. Whyman, R. (1994). Synthesis of thiol-derivatized
gold nanoparticles in a 2-phase liquid-liquid system. J. Chem. Soc., Chem. Commun. 801-802.

20 Jana, N. R., Gearheart, L., Murphy, C. J. (2001). Evidence for seed-mediated nucleation in the
chemical reduction of gold salts to gold nanoparticles. Chem. Mater. 13(7), 2313-2322.
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se inhibid controlando las condiciones de crecimiento, y en particular,
mediante el uso de dacido ascoérbico como agente reductor. Este
compuesto, debido a su cardcter reductor débil y cuando se encuentra
presente el agente tensioactivo, no produce la reduccion directa de la
sal de Au3t a Au(0), solo a Aut.

Por ejemplo, en presencia del tensioactivo bromuro de
hexadeciltrimetiiamonio (CTAB), el dcido ascoérbico reduce Aus* a Au*
segun lareaccion 1y, sin embargo, la reduccion de Au* a Auo, segun la
reaccion 2, no ocurre. En consecuencia, la reduccion de Au*solo puede
proceder por fransferencia de electrones desde la superficie de las
semillas de oro (Au(0)m) ricas en electrones, segun la reacciéon 3. De esta
forma se evita la nucleacion adicional.

AUCls + 2e” = AuCly +2CI reaccion 1
3AUCl2™ & AuCls + 2AU(0) + 2CI reaccion 2

AUCl;-CTAB + Au(O)m = Au(0)m+1-CTAB + CTAB + 2CI~ reaccién 3

Para la obtencidon de nanoparticulas de oro con formas distintas a la
esférica se han descrito diferentes procedimientos. Por ejemplo, técnicas
de sintesis electroquimica, como el depdsito electroquimico de oro en el
interior de los poros, a modo de plantillas, de policarbonato o aluminag,
procedimientos de bioreduccion, efc. No obstante, la metodologia mdas
comun, al igual que para las nanoparticulas esféricas, es también la
sintesis mediada por semilla. En la Figura 1.6 se muestra algunas imdgenes
obtenidas por microscopia electronica de nanoparticulas de oro de
diferentes geometrias, todas ellas descritas en bibliografia y preparadas
siguiendo el método de sintesis mediada por semilla.
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Figura 1.6. Imagenes TEM de nanoparticulas de oro con distintas morfologias: A) nanoesferas,
B) nanocilindros, C) nanoprismas triangulares y D) nanoestrellas.

Asi, por ejemplo, la sintesis de una mezcla de nanoprismas triangulares y
nanooctaedos de oro se ha llevado a cabo por miembros de nuestro
grupo de investigacion. Estas estructuras se obfienen tratando una
mezcla de HAuCls y BDAC (cloruro de bencildimetiiamonio) con un agente
reductor, dcido 3-butenoico (3BA), a una temperatura controlada.?! La
separacion de las distintas morfologias se lleva a cabo por el método de
“floculacion inducida por micelas tensioactivas,” concentrando el crudo
de reaccién mediante centrifugacion y dispersdndolo posteriormente en
un medio acuoso con una alta concentracién de tensioactivo, en este
caso CTAC (Figura 1.7).

21 Casado-Rodriguez, M. A., Sanchez-Molina, M., Lucena-Serrano, A., Lucena-Serrano, C., Rodriguez-
Gonzalez, B., Algarra, M., Contreras-Caceres, R., Lopez-Romero, J. M. (2016). Synthesis of vinyl-
terminated Au nanoprisms and nanooctahedra mediated by 3-butenoic acid: direct Au@pNIPAM
fabrication with improved SERS capabilities. Nanoscale, 8(8), 4557—4564.
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Como puede observarse en el esquema incluido en la Figura 1.7, en este
meétodo de separacion, la sedimentacion de las particulas se produce en
varias fases, siendo los nanoprismas triangulares, debido a su morfologia
mas plana, comparada con los octaedros, los que sedimentan en primer
lugar. Esto se favorece optimizando la concentracion de tensioactivo. Los
nanoprismas se recogen en el fondo del vial y los nanooctaedros, cuya
morfologia es mds esférica, se mantienen dispersos.

V]
vYw s
v o
HAuCl, ' 'o Separacion2 | @& Au
BDAC o > | o o Nanooctaedros
_Qco

3BA 75-959C = A ® CTAC 00

< } Particulas@ 1 Au

grandes | Nanoprismas

AuNP conl@
terminaciéni
vinilica

defu Triangulares

Figura 1.7. Esquema de la preparacion de nanoparticulas de oro con geometria de prisma
triangular y octaédrica, y su separacion por el método de floculacion inducida por micelas.

e Métodos de sintesis de nanoparticulas de plata

Durante los Ultimos anos, se ha publicado varios métodos para la sintesis
de nanoparticulas de plata, los cuales son similares a los empleados para
la obtencidén de nanoparticulas de oro.

Cabe destacar en el caso de las nanoparticulas de plata que, junto a los
métodos fisicos y quimicos, se han desarrollado métodos de sintesis
basados en el uso de microorganismos, a los que se denomina métodos
bioldgicos o “quimica verde.” En estos, a partir de una sal de plata, y bajo
las condiciones adecuadas, la propia bacteria es capaz de sintetizar las
nanoparticulas de plata.22

22 Fayaz, A. M., Balaji, K., Girilal, M., Yadav, R., Kalaichelvan, P. T., Venketesan, R. (2010). Biogenic
synthesis of silver nanoparticles and their synergistic effect with antibiotics: a study against gram-
positive and gram-negative bacteria. Nanomedicine, 6(1), 103—1009.
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Centrdndonos en los métodos quimicos, que son los que hemos llevado a
cabo en este frabajo de investigacion, casi todos los protocolos existentes
en bibliografia se basan en la reduccion de una sal de plata mediante
diferentes agentes reductores y en presencia de estabilizantes vy
disolventes.23

Como agentes reductores para la sintesis de nanoparticulas de plata se
han publicado numerosas opciones. Entre ellas se encuentran reductores
fuertes como borohidruro de sodio?4 (NaBH4) o hidrogeno elemental,
reductores moderados como citrato de sodio o dcido ascdrbico,?s y
reductores débiles como etilenglicol, glucosa o fructosa.2¢.27

En general, los agentes reductores fuertes, conducen a la formacion de
nanoparticulas de menor tamano debido a que la velocidad de
reaccion en la etapa de nucleacién es mayor.

Como puede apreciarse en las imdagenes incluidas en la Figura 1.8, en
estos métodos de sintesis, tanto la morfologia como el tamano de las
nanoparticulas de plata se puede controlar variando las condiciones
experimentales.22 En estas imdagenes, obtenidas por microscopia
electronica, se observan morfologias muy diversas, desde esferas o
cubos, hasta bipirdmides trigonales o esferoides, e incluso fibras. Los
tamanos observados para las particulas son del orden de 100 nm, siendo
el de las fibras del orden de micras.

23 Haider, A., Kang, I.-K. (2015). Preparation of silver nanoparticles and their industrial and biomedical
applications: a comprehensive review. Adv. Mater. Sci. Eng., 1-16.

24  Wang, W., Gu, B. (2004). Preparation and characterization of silver nanoparticles at high
concentrations in concentrated dispersions. ACS Symposium Series. Washington, DC. 1-14.

25 Velikov, K. P., Zegers, G. E., van Blaaderen, A. (2003). Synthesis and characterization of large
colloidal silver particles. Langmuir 19(4), 1384-1389.

26 Raveendran, P., Fu, J., Wallen, S. L. (2003). Completely “green” synthesis and stabilization of metal
nanoparticles. J. Am. Chem. Soc., 125(46), 13940-13941.

27 Li, P, Li, S., Wang, Y., Zhang, Y., Han, G. (2017). Green synthesis of B-CD-functionalized
monodispersed silver nanoparticles with enhanced catalytic activity. Colloids Surf. A, 520, 26-31.

28 Rycenga, M., Cobley, C. M., Zeng, J., Li, W., Moran, C. H., Zhang, Q. (2011). Controlling the
synthesis and assembly of silver nanostructures for plasmonic applications. Chem. Rev., 111(6), 3669—
3712.
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Figura 1.8. Imagenes TEM de nanoparticulas de plata con diversas geometrias: A)
esfera, B) cubo, C) cubo truncado, D) bipiramide trigonal, E) prisma, F) esferoide, G)
triangulo, y H) fibra.

El método mds comun de preparacion de nanoparticulas de plata, que
es el que se sigue en este trabajo de investigacion para la formacion de
satélites de plata, es el desarrollado por Creighton y Lee. Se trata de un
método andlogo al de Turkevich para nanoparticulas de oro, pero
usando nitrato de plata como fuente metdlica y borohidruro sdédico o
citrato sédico como agente reductor.2?.30 La reaccidon que se produce se
indica a continuacion:

BH4 + 80OH + 6Ag* = BO2 + 6H20 + 6AQg(s)

Siguiendo esta metodologia es posible sintetizar nanoparticulas de plata
en concentraciones elevadas y generar suspensiones estables de
morfologia esférica de 10 nm de didmefro y con una buena
homogeneidad.

29 Creighton, J. A., Blatchford, C. G., Albrecht, M. G. (1979). Plasma resonance enhancement of Raman
scattering by pyridine adsorbed on silver or gold sol particles of size comparable to the excitation
wavelength. J. Chem. Soc., Faraday Trans. 11, 75, 790-800.

30 Lee, P. C., Meisel, D. (1982). Adsorption and surface-enhanced Raman of dyes on silver and gold
sols. J. Phys. Chem., 86(17), 3391-3395.
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o Sintesis de nanoparticulas bimetdlicas de tipo nicleo@corteza
(Au@Ag)

Las nanoparticulas bimetdlicas formadas por un nicleo de oro y un
recubrimiento de plata, con estructura de tipo nUcleo@corteza (AU@AQ),
han sido estudiadas en menor medida que las formadas por metales
puros. En particular, se han preparado para determinar como se ve
afectado el LSPR por la estructura ndcleo@corteza y compararlo con el
plasmon de las correspondientes nanoparticulas compuestas de metales
puros.3l  También se han sintetizado nanoparticulas bimetdlicas
nucleo@corteza con el objetivo de estudiar sus propiedades cataliticas.
Las particulas resultantes de oro y plata han mostrado una notable
actividad catalitica sinérgica, que puede aqjustarse de manera
sistemdtica cambiando la composicion o la morfologia de estas
nanoparticulas.32

En general, las nanoparticulas bimetdlicas también se preparan por
reduccion de los precursores metdlicos y se lleva a cabo en dos pasos, el
primero de generacion del nicleo y el segundo de formacion del
recubrimiento. El procedimientfo quimico tipico utiliza HAuCls y un
reductor como citrato sédico para preparar la semilla de oro, y AQNOs3
como aporte de plata, ambos en diversas fracciones molares. El proceso
de reduccion de Ag* a Ag(0) se realiza por tfratamiento con NaBH4 en
presencia de citrato sodico como estabilizante. De esta forma, se genera
una corteza de plata sobre el nicleo de oro, realizdndose todo ello en
medio acuoso.33

La estabilizacion de las nanoparticulas puede realizarse mediante el uso
de agentes tensioactivos, dendrimeros,34 etc., como en el caso de las

31 Link, S., Wang, Z. L., El-Sayed, M. A. (1999). Alloy formation of gold-silver nanoparticles and the
dependence of the plasmon absorption on their Composition. J. Phys. Chem. B, 103(18), 3529-3533.

32 Zhang, Q., Xie, J,, Lee, J. Y., Zhang, J., Boothroyd, C. (2008). Synthesis of Ag@Ag@Au metal
core/alloy shell bimetallic nanoparticles with tunable shell compositions by a galvanic replacement
Reaction. Small, 4(8), 1067-1071.

33 Mallin, M. P., Murphy, C. J. (2002). Solution-phase synthesis of sub-10 nm Au-Ag alloy
nanoparticles. Nano Lett., 2(11), 1235-1237.

34 Wilson, O. M., Scott, R. W. J., Garcia-Martinez, J. C., Crooks, R. M. (2005). Synthesis,
characterization and structure-selective extraction of 1-3 nm diameter Au-Ag dendrimer-encapsulated
bimetallic nanoparticles. J. Am. Chem. Soc., 127(3), 1015-1024.
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correspondientes compuestas por metales puros, o por inmovilizacion
sobre superficies de silice, alumina, o incluso sobre agentes porosos fipo
zeolita, donde las nanoparticulas se forman entre las oquedades del
material.35.3¢

En esta Tesis Doctoral, se usa un agente reductor suave, como es el dcido
ascorbico. El método empleado consiste en una adicion simultdnea de
reactivos (precursor de plata y agente reductor) con un flujo controlado
y por separado, sobre una dispersion de nanoparticulas de oro usada
como semilla.

No obstante, ofra metodologia que proporciona buenos resultados en la
formacion de recubrimientos de plata sobre nucleos de oro, es el método
del tampon de glicina, el cual ha sido aplicado al recubrimiento con
plata de nanocilindros de oro.37 Este método también ha sido probado
en este trabajo con buenos resultados. En la Figura 1.9 (arriba) se muestra
el esquema sintético seguido para la preparacion de particulas
bimetdlicas consistentes en nanocilindros de oro recubiertos de una
corteza de plata. En la Figura 1.9 (abajo) también se incluye una imagen
obtenida por microscopia electronica de la estructura obtenida. Del
andlisis dimensional de dicha imagen, se concluye que el recubrimiento
de plata tiene 8 nm de espesor y se encuentra sobre un nanocilindro de
oro de 10 nm de anchura. Asimismo, variando las concentraciones de sal
de plata es posible controlar el espesor del recubrimiento de plata.

35 Liu, X., Wang, A., Yang, X., Zhang, T., Mou, C.-Y., Su, D.-S., Li, J. (2009). Synthesis of thermally
stable and highly active bimetallic Au-Ag nanoparticles on inert supports. Chem. Mater., 21(2), 410—
441.

36 Jiang, H.-L., Akita, T., Ishida, T., Haruta, M., Xu, Q. (2011). Synergistic catalysis of Au@Ag core-
shell nanoparticles stabilized on metal-organic framework. J. Am. Chem. Soc., 133(5), 1304-1306.

37 Contreras-Caceres, R., Dawson, C., Formanek, P., Fischer, D., Simon, F., Janke, A., Stamm, M.
(2013). Polymers as templates for Au and Au@Ag bimetallic nanorods: UV-Vis and surface enhanced
Raman spectroscopy. Chem. Mater., 25(2), 158—169.
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Tamén Glicina pH=8.5
AgNO;3 0.5 mM
Acido ascérbico

>

Au@CTAB Au@Ag
[Au]=0.25mM

35.4+4.6 nm

17.8+ 3.2 nm

Figura 1.9. Esquema sintético seguido para la obtencion de nanocilindros de oro
recubierto de plata segun el método del tampdn de glicina (arriba) e imagen TEM
representativa del sistema formado y sus dimensiones (abajo).

Por Ultimo, cabe indicar que en publicaciones recientes se ha descrito la
preparacion de nanoparticulas bimetdlicas por métodos bioldgicos o,
como ya se ha mencionado, “quimica verde,” en los que se emplea un
microorganismo que construye la nanoparticula bimetdlica.38

e Estabilizacion de las nanoparticulas metdlicas

Uno de los principales problemas de las nanoparticulas metdlicas es su
inestabilidad. Esto se debe a que presentan un drea superficial muy
grande comparada con su masa, lo que las hace termodindmicamente
inestables.

Aungue pueden permanecer estables en el medio de sintesis, cualquier
cambio de concentracion o fuerza idnica del medio puede provocar su

38 Shankar, S. S., Rai, A., Ahmad, A., Sastry, M. (2004). Rapid synthesis of Au, Ag, and bimetallic Au
core-Ag shell nanoparticles using Neem (Azadirachta indica) leaf broth. J. Colloid Interf. Sci., 275(2),
496-502.
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agregacion. Por ello, es preciso el uso de agentes estabilizantes que las
haga cinética y tfermodindmicamente mas estables, siendo capaces de
impedir la agregacidon de particulas mediante la generacion de fuerzas
de Van der Waals o electrostaticas, o mediante impedimento estérico.

Por ejemplo, se ha recurrido a la utilizacion de dendrimeros3?.40.41.42.43 y
copolimeros biocompatibles4 para obtener nanoparticulas de oro
estéricamente estabilizadas en dispersion acuosa y, ademds, hacerlas
biocompatibles. En el caso de empleo de copolimeros, el tamano vy
morfologia del sistema preparado se puede controlar por modificacion
de pardmetros de sintesis, tales como la composicidon del copolimero y
las concentraciones relativas del mismo y del cloruro de oro, utilizado
como fuente de oro.

El uso de ftensioactivos, y en particular, bromuro o cloruro de
hexadeciltrimetil amonio (CTAB o CTAC, respectivamente), ha
demostrado ser muy eficiente para la sintesis de nanoparticulas de oro y
de plata, con diferentes composiciones, tamano y formas.45 En la Figura
1.10, donde se muestra el esquema de la estructura de estos sistemas, se
observa que la molécula de CTAB, que tiene una naturaleza anfifilica,
estabiliza la nanoparticula de oro formando una micela alrededor de la
misma. Las bicapas de CTAB se disponen en una estructura tipo cabeza
polar-cola apolar alternadas, de manera que se contrarresta la repulsion
electrostatica y se favorecen las interacciones hidrofébicas.

39  Esumi, K., Suzuli, A., Aihara, N., Usui, K., Torigoe, K. (1998). Preparation of gold colloids with UV
irradiation using dendrimers as stabilizer. Langmuir 14(3), 3157-3159.

40 Shi, X., Ganser, T. R., Sun, K., Balogh, L. P., Baker, J. R. (2006). Characterization of crystalline
dendrimer-stabilized gold nanoparticles. Nanotechnology, 17, 1071-1078.

41 Shi, X., Wang, S., Meshinchi, S., Van Antwerp, M. E., Bi, X,, Lee, 1., Baker, J. R. (2007) Dendrimer-
entrapped gold nanoparticles as a platform for cancer-cell targeting and imaging. Small, 3, 1245-1252.

42  Shi, X., Wang, S., Sun, H., Baker, J. R. (2007). Improved biocompatibility of surface functionalized
dendrimer-entrapped gold nanoparticles. Soft Matter., 3, 71-74.

43  Shi, X., Lee, L., Baker, J. R. (2008). Acetylation of dendrimer-entrapped gold and silver nanoparticles.
J. Mater. Chem., 18, 586-593.

44  Yuan, J. J., Schmid, A., Armes, S. P. (2006). Facile synthesis of highly biocompatible poly(2-
(methacryololoxy)ethyl phosphorylcholine)-coated gold nanoparticles in aqueous solutions.
Langmuir, 22, 11022-11027.

45 Henglein, A., Giersig, M. (1999). Formation of colloidal silver nanoparticles: capping action of citrate.
J. Phys. Chem. B, 103(44), 9533-9539.
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Figura 1.10. A) Férmula de la molécula de CTAB y B) esquema
de la estructura de una micela de AU@CTAB.

Murphy y col. explicaron el crecimiento selectivo de nanoparticulas de
oro de distinta geometria a la esférica, estabilizadas con CTAB.46 Estos
autores comprobaron que el crecimiento se produce de distinta forma
en los diferentes planos cristalograficos y propusieron que los grupos de
cabeza de CTAB se unen preferentemente a aquellos planos de oro
existentes en la dimension mds larga, en comparacion con los planos en
los extremos de la particula. Por lo tanto, el crecimiento de las
nanoparticulas de oro con distintas caras estard regido por la formacion
de la capa micelar que se genere, impedido donde esa capa es mas
compacta y favorecido donde lo es menos.

Una caracteristica importante de las nanoparticulas estabilizadas con
CTAB es que pueden ser funcionalizadas y, por consiguiente, actuar
como sustratos para diversas moléculas en su superficie, ya sea para
mejorar su estabilidad como para cumplir algun tipo de funcién bioldgica
0 quimica.4’

46 Johnson, C. J., Dujardin, E., Davis, S. A., Murphy, C. J., Mann, S. (2002). Growth and form of gold
nanorods prepared by seed-mediated, surfactant-directed synthesis. J. Mater. Chem., 12(6), 1765—
1770.

47 Cai, W., Gao, T., Hong, H., Sun J. (2008). Applications of gold nanoparticles in cancer
nanotechnology (Review). Nanotechnol. Sci. Appl., I, 17-32.
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e Potencial Zeta y diGmetro hidrodinadmico

Como apunte importante en esta Infroduccion, y debido a que, en la
seccion de Resultados y Discusidon de cada capitulo, se analizard el
didmetro hidrodindmico de las nanoparticulas, cabe destacar que el uso
de tensioactivos para la sintesis de nanoparticulas implica un aumento
del didmetro efectivo de la misma. Esto es debido a que, en disolucion,
el didmetro de la particula pasaria a incluir el grosor de la capa orgdnica
de surfactante, ademds de las de las moléculas de disolvente que se
encuentran alrededor.

En la Figura 1.11 se muestra un esquema de la situacién producida por
este hecho. La densidad de carga eléctrica en una nanoparticula, por
ejemplo de oro, es mucho mayor cerca del coloide, como se indica en
la Figura 1.11 con cargas negativas azules cerca del tensioactivo,
constifuyendo en conjunto la capa de Stern. Esta concentracion de
cargas disminuye gradualmente hasta hacerse cero en el limite con la
denominada capa difusa. El potencial eléctrico del punto donde se unen
la capa difusa y la de Stern puede determinarse experimentalmente y
representa la energia minima por unidad de carga que es necesaria dar
al sistema para separar la parficula de su atmosfera idnica. A ese
potencial se le conoce como potencial Zeta (Figura 1.11) y a esa
distancia se le denomina didmetro hidrodindmico (Dn). Mientfras el
didmetro de las nanoparticulas metdlicas se puede estimar usando
microscopia electronica de transmision, el Dn se tiene que determinar
mediante técnicas especificas, como la Dispersion Dindmica de Luz (DLS).

Cabe también indicar que cuanto mayor es el potencial Zeta de una
dispersion coloidal de nanoparticulas metdlicas, mayor es la estabilidad
de esa dispersion.
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Figura 1.11. Esquema de la estructura de doble capa que muestra la capa de
Sterny la capa difusa de una micela de Au@CTAB.

e Funcionalizacién de nanoparticulas de oro y de plata

La funcionalizacidon de las nanoparticulas de oro se realiza de forma
general mediante la formacidn enlaces entre grupos tiol (-SH) y el oro,48
aungue también se puede realizar con los grupos amino, fosfito o bisulfito
con el oro, ya que esta muestra también afinidad por los mismos.
Mediante la formacion de estas uniones, se han unido numerosas
moléculas a la superficie de las nanoparticulas de oro con distintos

propositos, lo que ha ampliado el rango de aplicaciéon de estas y ha
demostrado que es un sistema muy versatil.

48 Shimmin, R. G., Schoch, A. B., Braun, P. V. (2004). Polymer size and concentration effects on the
size of gold nanoparticles capped by polymeric thiols. Langmuir 20(13), 5613-5620.
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Los procedimientos de modificacion postsintética para funcionalizar la
superficie de la particula pueden tener el objetivo de crear sistemas
biocompatibles. En estos casos es comun el uso oligo(etilenglicol) (OEG)
o poli(etilenglicol) (PEG).47.50.51.52,53,54,55,56

\/ \/ \/ \/ \/ \/
pz- Dz- 9;5— Dz- RZ- B2 R2-
< Estireno 4\ /<HZ
—_—
< Divinilbenceno
. +f oo ¥ o/ o'
-20 —-z0 ~Z20 -Zno 25 -2 -zd

Figura 1.12. Representacion esquematica de la funcionalizacion del sistema Au@CTAB con
grupos vinilo. Los mondmeros (estireno y divinilbenceno) se colocan en la capa hidrofébica
CTAB, que posteriormente se polimeriza.

49 Fan,J., Chen, S. W., Gao, Y. (2003). Coating gold nanoparticles with peptide molecules via a peptide
elongation approach. Colloids Surf., B, 28, 199-207.

50 Otsuka, H., Akiyama, Y., Nagasaki, Y., Kataoka, K. (2001). Quantitative and reversible lectin-
induced association of gold nanoparticles modified with o-lactosyl-Q-mercapto-poly(ethylene
glycol). J. Am. Chem. Soc., 123, 8226-8230.

51 Otsuka, H., Nagasaki, Y., Kataoka, K. (2003). PEGylated nanoparticles for biological and
pharmaceutical applications. Adv. Drug Deliv. Rev., 55, 403—419.

52 Olivier, J. C., Huertas, R., Lee, H. J., Calon, F., Pardridge, W. M. (2002). Synthesis of pegylated
immunonanoparticles. Pharm. Res. 19, 1137-1143.

53 Ishii, T., Otsuka, H., Kataoka, K., Nagasaki, Y. (2004). Preparation of functionally PEGylated gold
nanoparticles with narrow distribution through autoreduction of auric cation by alpha-biotinyl-PEG-
block-[poly(2-(N,N-dimethylamino)ethyl methacrylate)]. Langmuir, 20, 561-564.

54 Khalil, H., Mahajan, D., Rafailovich, M., Gelfer, M., Pandya, K. (2004). Synthesis of zerovalent
nanophase metal particles stabilized with poly(ethylene glycol). Langmuir, 20, 6896-6903.

55 Tshikhudo, T. R., Wang, Z., Brust, M. (2004). Biocompatible gold nanoparticles. Mater. Sci. Technol.,
20, 980-984.

56 Takae, S., Akiyama, Y., Otsuka, H., Nakamura, T., Nagasaki, Y., Kataoka, K. (2005). Ligand density
effect on biorecognition by PEGylated gold nanoparticles: regulated interaction of RCA (120) lectin
with lactose installed to the distal end of tethered PEG strands on gold surface. Biomacromol., 6, 818—
824,

38



1. Introduccion

Ofra posibilidad, aparte de estos grupos funcionales que se anclan
directamente a la superficie del oro, es aprovechar el recubrimiento de
tensioactivo para funcionalizar la nanoparticula. Un ejemplo de
funcionalizacion polimérica se muestra en la Figura 1.12. En esta se
representa como el recubrimiento inicial de las nanoparticulas de oro,
formado por el tensioactivo catidénico (CTAB), proporciona un ambiente
hidrofobo, en el ejemplo, de aproximadamente 3 nm de espesor
(AU@CTAB), que se puede funcionalizar por incorporacion de moléculas
orgdnicas hidrofobas que se adicionan en la dispersion acuosa.

Por lo tanto, moléculas como estireno o divinilbenceno (insolubles en
agua) se distribuyen principalmente en la bicapa de CTAB presente sobre
la superficie de oro, cuando son anadidas a la dispersidn coloidal de las
nanoparticulas de oro. Esto hace que la nanoparticula quede
funcionalizada con terminaciones vinilicas accesibles, por ejemplo, para
formar recubrimientos poliméricos sobre la misma, lo que se haria por
adiciéon de mondmeros vinilicos y de un iniciador de polimerizacion
radicalaria.

En esta Tesis Doctoral, se utiliza una molécula bifuncional para la
generacion de dobles enlaces terminales, el dcido 3-butenoico (3BA).
Esta molécula se une a la superficie de la nanoparticula de oro por el
grupo carboxilico, quedando accesible el doble enlace terminal que se
aprovecha después para generar un recubrimiento polimérico sobre la
particula mediante adicion de un mondmero y su polimerizacién por
radicales libres.

El caso de las nanoparticulas de plata, tanto su estabilizacion como su
funcionalizacion, se lleva a cabo de forma muy similar a las de oro. Como
se ha comentado, la prevencidon de la agregacion de estas en disolucion
se readliza por adicion de agentes estabilizantes, siendo uno de los
tensioactivos mds empleados el CTAB.57. 58

Directamente sobre la superficie del metal, los ligandos orgdnicos de

57 Brust, M., Kiely, C. J. (2002). Some recent advances in nanostructure preparation from gold and silver
particles: a short topical review. Colloids Surf. A, 202(2-3), 175-186.

58 Centrone, A., Penzo, E., Sharma, M., Myerson, J. W., Jackson, A. M., Marzari, N., Stellacci, F. (2008).
The role of nanostructure in the wetting behavior of mixed-monolayer-protected metal nanoparticles.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 105(29), 9886—9891.
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cadena alqguilica larga con grupos funcionales como fioles,
carboxilatos,® fosfinasé®® o aminas,s! son los mdas empleados en la
funcionalizacién directa de estas nanoparticulas.

En nuestro caso, usaremos dlilamina, que es también una molécula
bifuncional (algueno-amina). Esta molécula, por un lado, puede ser un
buen ligando de estabilizacion de los cationes Ag*y, por otro, su doble
enlace permite copolimerizar con el microgel, funcionalizando a este.

1.1.3. Aplicaciones de nanoparticulas de oro y de plata

Las nanoparticulas de oro despiertan un gran interés debido a sus
propiedades plasmodnicas y a su enorme relacion superficie/volumen,
como se ha comentado anteriormente. Adicionalmente, presentan una
baja toxicidad en el organismo y, como ya se ha mencionado, pueden
ser estabilizadas y funcionalizadas con multitud de ligandos para
conseguir nanosistemas optimos para las distintas aplicaciones. Por todo
ello, sus aplicaciones son muy numerosas.

Entre las aplicaciones de las nanoparticulas de oro destacan las
biomédicas, ya que estas nanoparticulas presentan potencial como:

e Agentes fototerapéuticos en el tratamiento del cdncer, al emitir un
intenso calor cuando son irradiadas con la frecuencia correcta de
luz IGser o mediante otra fuente de energia,é” o en el diagndstico
por imdgenes (biosensores Opticos).¢8

59 Kashiwagi, Y., Yamamoto, M., Nakamoto, M. (2006). Facile size-regulated synthesis of silver
nanoparticles by controlled thermolysis of silver alkylcarboxylates in the presence of alkylamines with
different chain lengths. J. Colloid Interface Sci., 300(1), 169—-175.

60 Green, M., Allsop, N., Wakefield, G., Dobson, P. J., Hutchison, J. L. (2002). Trialkylphosphine
oxide/amine stabilised silver nanocrystals-the importance of steric factors and Lewis basicity in
capping agents. J. Mater. Chem., 12(9), 2671-2674.

61 Jana, S., Ghosh, S., Nath, S., Pande, S., Praharaj, S., Panigrahi, S., Pal, T. (2006). Synthesis of silver
nanoshell-coated cationic polystyrene beads: a solid phase catalyst for the reduction of 4-nitrophenol.
Appl. Catal. A, 313 (1), 41-48.

67 Zharov, V. P., Mercer, K. E., Galitovskaya, E. N., Smeltzer, M. S. (2006). Photothermal
nanotherapeutics and nanodiagnostics for selective killing of bacteria targeted with gold nanoparticles.
Biophys. J., 90, 619-627.

68 Jain, P. K., Huang, X., El-Sayed, 1. H., El-Sayed, M. A. (2008). Noble metals on the nanoscale: optical
and photothermal properties and some applications in imaging, sensing, biology and medicine. Acc.
Chem. Res., 41(12), 1578-1586.
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e Nanoestructuras Utiles para el transporte y la vectorizacion selectiva

de fdrmacos y macromoléculas terapéuticas. Se utilizan en la
fabricacion de ‘“sistemas inteligentes” que liberan la molécula
terapéutica de forma controlada.é? Esta liberacidon puede ser
inducida mediante la activacidon con un estimulo interno, por
ejemplo, un cambio de pH, o externo, por ejemplo, una fuente de
luz Idser.

e Vehiculo de plasmidos, ARN, ADN, etc. en terapia génica.’”® La

nanoparticula de oro puede ser funcionalizada de forma
adecuada y presentar una elevada relacion carga/portador,
constituyendo asi una interesante apuesta en terapia génica.

e Biosensores no 6pticos (electroquimicos y piezoeléctricos).”!

Por su parte, las nanoparticulas de plata, como se ha publicado en la

literatura, presentan aplicaciones asociadas a sus propiedades fisicas,

quimicas y bioldgicas. Encontrando aplicaciones:

e Como biosensores Opticos, debido a sus propiedades fotdnicas.”2

e Conservacion de alimentos,”3 tejidos antimicrobianos,’”4 o como
desinfectantes,”> gracias a su gran efectividad antihongos y como
bactericida.”¢
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e En cuanto a las aplicaciones industriales y medioambientales, son
excelentes nanocatalizadores en reacciones quimicas de
transferencia de electrones. Esto es debido a:

i) Que presentan un plasmon de superficie sintonizable y efectos
fototérmicos.

i) Una excelente resistencia a la corrosion y oxidacion del aire.

i) Que tienen una gran superficie combinada con un gran nUmMero
de sitios reactivos.

En este punto cabe destacar, por similitud con las aplicaciones de los
sistemas hibridos objetivo de esta Tesis, que las particulas de plata son
esenciales para convertir los desechos peligrosos en productos menos
daninos. Por ejemplo, producen la erradicacion completa de
compuestos nitroaromdticos, que en muchos casos se encuentran en
ambientes acudticos, sin generar subproductos peligrosos, a través de la
degradacion catalitica.””? Ademds, favorecen la conversion de 4-
nitrofenol a 4-aminofenol, asi como la formacidén de otros aminoderivados
por hidrogenacion de compuestos nitroaromdticos, manteniendo de
esta manera un ambiente mas limpio. Todo ello conlleva, como se ha
indicado, el que tengan numerosas aplicaciones industriales,’® incluida su
participacion en procesos de fabricacidon de medicamentos, pesticidas,
etc.

77 Tzounis, L., Contreras-Caceres, R., Schellkopf, L., Jehnichen, D., Fischer, D., Cai, C., Stamm, M.
(2014). Controlled growth of Ag nanoparticles decorated onto the surface of SiO, spheres: a
nanohybrid system with combined SERS and catalytic properties. RSC Adv., 4(34), 17846-17855.

78 Jiang, Z.-J., Liu, C.-Y., Sun, L.-W. (2005). Catalytic properties of silver nanoparticles supported on
silica spheres. J. Phys. Chem. B, 109(5), 1730-1735.
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1.2. Microgeles

Los microgeles se pueden definir como particulas de naturaleza
polimérica entfrecruzadas, que se encuentran dispersas en un fluido, y
cuyas dimensiones van desde las decenas de nandmetros hasta el
micrometro. Estos sistemas se obtfienen mediante un proceso de
polimerizacion de sus mondmeros en presencia de un agente
enfrecruzante, que suele ser un compuesto con al menos dos grupos
funcionales polimerizables.

La estructura del microgel presenta enlaces covalentes formando un
enframado polimérico, y por ello los microgeles tienen una alta
estabilidad, resistencia y cierto grado de flexibilidad.

Los microgeles son sistemas sensibles a determinados estimulos externos,
como son la temperatura, el pH, la naturaleza del disolvente, la
concentraciéon idnica, o el campo eléctrico.”?:80 Esta propiedad hace que
a menudo sean considerados como materiales "inteligentes" (smart
materials), y por ello presentan un gran nUmero de aplicaciones.

Una de las propiedades mds importantes de los microgeles es que su
volumen es afectado por un cambio en una variable externa. Este
cambio oscila enfre dos estados extremos de volumen, el estado
hinchado y el estado colapsado. El término colapsado se corresponde al
estado del microgel en el que su estructura reticular no deja huecos para
alojar moléculas de disolvente en su interior y, por tanto, ocupa un
volumen menor. Por el contrario, el estado hinchado es aguel en el que
los huecos del entramado polimérico estdn ocupados por moléculas de

79 Pelton, R. H., Chibante, P. (1986). Preparation of aqueous latices with N-isopropylacrylamide.
Colloids Surf., 20(3), 247-256.

80 Hirose, Y., Amiya, T., Hirokawa, Y., Tanaka, T. (1987). Phase transition of submicron gel beads.
Macromol., 20(6), 1342-1344.
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disolvente, haciendo que el volumen del microgel sea mdximo. 81.82.83

La transicion entre ambos estados se denomina transicion de fase en
volumen, o simplemente transicion de fase.

Los tipos de microgeles que mds interés atraen son los microgeles cuyo
volumen es sensible a la temperatura y/o al pH. La temperatura a la que
el microgel termosensible experimenta la transicion de fase se denomina
temperatura critica de transicion de fase o en inglés lower critical solution
temperature (LCST). Cuando la LCTS en disolucidon estd proxima a la
temperatura del cuerpo humano, el microgel presenta un especial interés
ya que puede resultar muy Util en el campo de la medicina. En el caso
de un microgel sensible al pH, la liberacion y el transporte de
biomoléculas se puede controlar mediante las interacciones
electrostdticas, en este caso, controlando el pH.87

En la Figura 1.13.A se incluye un esquema que representa la transicion de
fase entre los dos estados del microgel, hinchado o colapsado. Como se
observa en la Figura 1.13.B, la representacion grafica del volumen de los
microgeles frente a la temperatura o pH sigue una curva tipica que,
evidentemente, depende del tipo de microgel que se trate. Del andlisis
de esta representacion se obtiene el punto de inflexion, que estd
indicado con la linea discontinua (Figura 1.13.B). Este punto de inflexion
se corresponde con la temperatura critica (LCTS) o el pH de transicion de
fase, y divide al microgel en dos estados, el hinchado y el colapsado.

81 Sawai, T., Yamazaki, S., Ikariyama, Y., Aizawa, M. (1991). pH-Responsive swelling of the ultrafine
microsphere. Macromol., 24(8), 2117-2118.

82 Swislow, G., Sun, S.-T., Nishio, I., Tanaka, T. (1980). Coil-globule phase transition in a single
polystyrene chain in cyclohexane. Phys. Rev. Lett., 44(12), 796-798.

83  Wu, X,, Pelton, R. H., Hamielec, A. E., Woods, D. R., McPhee, W. (1994). The kinetics of poly(N-
isopropylacrylamide) microgel latex formation. Colloid Polym. Sci., 272(4), 467-477.

87 Das, M., Mardyani, S., Chan, W. C. W., Kumacheva, E. (2006). Biofunctionalized pH-responsive
microgels for cancer cell targeting: rational design. Adv. Mater., 18(1), 80-83.
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Figura 1.13. A) Esquema de la transicién de fase de un microgel. B)
Representacion del tamafio frente a la temperatura o el pH de un
microgel termosensible o pH sensible, respectivamente.

La transicion de fase que presenta un coloide termo o pH-sensible, se
puede controlar, ya que depende de sus caracteristicas quimicas. Para
ello, durante su preparacion, se varia la concentracion de agente
enfrecruzante, o se puede incorporar determinadas cantidades de otros
comondémeros en el microgel.88 Uno de los agentes entrecruzantes mas
descritos en la bibliografia es N,N -metilenbisacrilamida (BA), que es una
molécula relativamente corta y rigida (Figura 1.14).

En los casos en los que se tfrabaja con un microgel termosensible, como
el pNIPAM, (poli-N-isopropilacrilamida), la eleccion de BA se debe a la
similitud estructural con el mondmero (NIPAM). Asimismo, un mayor grado
de enfrecruzamiento evita que el gel se disuelva en agua a bagja
temperatura.

88 Feil, H,, Bae, Y. H., Feijen, J., Kim, S. W. (1993). Effect of polyelectrolytes on the lower critical
solution temperature of ionizable, thermosensitive polymers. Makromol. Chem. Rapid Commun.,
14(8), 465-470.
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La transicion de fase en volumen de un gel puede tener lugar de dos
maneras, una confinua y ofra discontinua, dependiendo de las
caracteristicas y la naturaleza del sistema. En los casos de microgeles se
ha observado ambos tipos de transicion.8? El tipo de fransicion estd regida
por el tipo de interacciones involucradas: van der Waals, enlaces de
hidrogeno, inferacciones electrostaticas e  hidrofébicas.  Estas
interacciones dependen de la composicion quimica del gel, el grado de
entrecruzamiento y la naturaleza y composiciéon del disolvente, y van a
determinar la configuracion y el tamano de la red polimérica.?0 El
comportamiento de estos sistemas es explicado por la Teoria
Termodindmica de Flory,! que tiene en cuenta todas las variables
mencionadas.

e Microgeles termosensibles

En 1986, Pelton y col. informaron, por primera vez, de la sintesis de un
microgel acuoso sensible a la temperatura.??2 El microgel era una
dispersion coloidal monodispersa basada en N-isopropilacriiamida,
siendo la temperatura critica de transicion de fase en este caso de 32°C
en agua.? Otros mondmeros generadores de microgeles termosensibles
publicados se muestran como ejemplo enla Figura 1.14, donde se incluye
también el entrecruzante N,N’-metilenbisacrilamida. De todos ellos, el
microgel basado en N-isopropilacrilamida, conocido como pNIPAM, es el
qgue mads se ha estudiado a lo largo de los Ultimos anos.

89 Dusek, K. Responsive Gels: Volume Transitions Il (Advances in Polymer Science). Springer-Verlag.
1993.

90 Dusek, K. Responsive Gels: Volume Transitions | (Advances in Polymer Science). Springer-Verlag.
1993.

91 Flory, P. J. Principles of polymer chemistry. Cornell University Press. Londres. 1953.
92  Pelton, R. (2000). Temperature-sensitive aqueous microgels. Adv. Colloid Interface Sci., 85(1), 1-33.

93  Heskins, M., Guillet, J. E. (1968). Solution properties of poly(N-isopropylacrylamide). J. Macromol.
Sci. A, 2(8), 1441-1455.
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Figura 1.14. Mondmeros empleados en la sintesis de microgeles sensibles a la
temperatura y formula de BA.

La estructura de NIPAM es muy similar a la de acrilamida, ya que la Unica
diferencia es que el primero presenta un grupo isopropilo sobre el dGtomo
de nitrdgeno. Esta similitud quimica se traduce en que muchas de las
propiedades de NIPAM son similares a las de acrilamida.?4959 Sin
embargo, como curiosidad, a diferencia de la acrilamida, NIPAM tfiene
un olor intenso caracteristico, porlo que la presencia de estos mondmeros
es facil de detectar.

El proceso de colapso del microgel conlleva cambios importantes en el
volumen de las particulas, modificando tanto la hidrodindmica de estas,
como la densidad de carga superficial. A temperatura ambiente, los
microgeles de pNIPAM tienen un alto contenido de agua en su interior,
un indice de refraccion similar al del agua y algunos grupos cargados
eléctricamente en los extremos de la cadena polimérica. Por el contrario,
a temperatura elevada el volumen de las particulas es varias veces

94 Wooten, W. C., Blanton, R. B., Coover, H. W. (1957). Effect of pH on homopolymerization of N-
isopropylacrylamide. J. Polym. Sci., 25(111), 403—412.

95 Wu, X,, Pelton, R. H., Hamielec, A. E., Woods, D. R., McPhee, W. (1994). The kinetics of poly(N-
isopropylacrylamide) microgel latex formation. Colloid Polym. Sci., 272(4), 467-477.

96 Bokias, G., Durand, A., Hourdet, D. (1998). Molar mass control of poly(N-isopropylacrylamide) and
poly(acrylic acid) in aqueous polymerizations initiated by redox initiators based on persulfates.
Macromol. Chem. Phys., 199(7), 1387-1392.
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menor, la densidad de los grupos cargados eléctricamente es mayor y la
diferencia de indice de refraccion con respecto al agua es también
mayor.

Se ha sugerido que la variaciéon de volumen asociado a la temperatura
se produce por un equilibrio hidréfilo/hidréfobo de los grupos laterales del
polimero. Para pNIPAM, los grupos -CONH- son hidréfilos y los grupos -
CH(CHz3)2 hidréfobos (Figura 1.15).97.98.99

A bajas temperaturas, la energia que se desprende en la formacion de
enlaces de hidrogeno entre los grupos hidrofilos y el agua supera la
energia libre desfavorable relacionada con la exposicion de los grupos
hidrofobos al agua (Figura 1.15, izquierda). Esto produce un volumen
mayor y una buena solubilidad del polimero en agua. A temperaturas
elevadas, los enlaces de hidrogeno se debilitan, mientras que las
interacciones hidrofébicas entre los grupos secundarios hidrofébicos
aumentan (Figura 1.15, derecha). Por ello, a temperaturas superiores a la
LCTS, las interacciones entre los grupos hidrofobos se vuelven dominantes,
y se produce un colapso de polimero impulsado por entropia. La
reduccion de volumen en el enframado polimérico se compensa con
una ganancia de enfropia debido a la liberacién de agua estructurada,
ordenada en los huecos, alrededor de los grupos hidrofobos en el
polimero.

97 Taylor, L. D., Cerankowski, L. D. (1975). Preparation of films exhibiting a balanced temperature
dependence to permeation by aqueous solutions-a study of lower cosolute behavior. J. Polym. Sci.,
13(11), 2551-2570.

98 Bae, Y. H., Okano, T., Kim, S. W. (1990). Temperature dependence of swelling of crosslinked
poly(N,N'-alkyl substituted acrylamides) in water. J. Polym. Sci. B, 28(6), 923-936.

99 Luan, C.-H., Harris, R. D., Prasad, K. U., Urry, D. W. (1990). Differential scanning calorimetry
studies of the inverse temperature transition of the polypentapeptide of elastin and its analogues.
Biopolymers, 29(14), 1699-1706.
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Figura 1.15. Esquema que representa los enlaces de hidrégeno existentes en la estructura
de pNIPAM en estado hinchado (izquierda) y su ausencia en el estado colapsado
(derecha).

¢ Microgeles pH-sensibles

Los polimeros sensibles a pH presentan grupos dcidos o bdsicos débiles
que infervienen en reacciones de fransferencia de protones como
respuesta a cambios de pH en el medio. Los mondmeros de estos
polimeros suelen ser dcidos carboxilicos, aminas o derivados de dcido
fosférico. En la Figura 1.16 se muestra la estructura quimica de los
mondmeros mas empleados en la sintesis de microgeles pH-sensibles.100
En esta figura el butadieno y el estireno son agentes entrecruzantes.

100 Tan, B. H., Tam, K. C. (2008). Review on the dynamics and micro-structure of pH-responsive nano-
colloidal systems. Adv. Colloid Interface Sci., 136(1-2), 25-44.
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Butadieno Estireno 4-Vinilpiridina Anhidrido Maléico
(4VP)
N 0.0 .CH
> ~ ~ /I\CHS CHa
Acrilonitrilo Acido Acrilico Acrilato de Metilo  N,N'-Dimetilaminoetilmetacrilato

Figura 1.16. Monomeros mas empleados en la sintesis de microgeles sensibles a pH y formulas
de butadieno y estireno .

Los microgeles sensibles al pH han sido estudiados menos que sus
andlogos termosensibles. En general, se emplean con fines biomédicos,
siendo su uso mds importante la encapsulacion y liberacion controlada
de farmacos. Conrespecto a poli-4-vinilpiridina (p4VP), que es el polimero
que usamos en este trabajo de investigacion, tiene una naturaleza
hidrofébica y una transicion de fase a un pH de alrededor de 4.8. Por
debajo de este valor de pH, el dtomo de nitrédgeno de los anillos de
piridina presentes en el polimero se encuentra protonado, y la
contribucion electrostatica repulsiva induce a que el microgel se hinche.
Por encima de un pH de 4.8, el dtomo de nitrédgeno se desprotona vy la
contribucion hidréfoba de los grupos aromdaticos da como resultado un
colapso del microgel. En la Figura 1.17 se muestra un esquema de este
proceso de hinchamiento y colapso segun el valor de pH.
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Figura 1.17. Protonacién y desprotonacion del atomo de nitrégeno en los
anillos de piridina, y transicién de fase en p4VP.

1.2.1. Sintesis de microgeles

El procedimiento general para la sintesis de microgeles se basa en una
reaccion de polimerizacion de un grupo alqueno en fase acuosa. Para
llevarla a cabo se mezcla el monédmero del microgel con un agente
entrecruzante, para anadir a continuacion el iniciador de polimerizacion
radicalaria. En nuestro caso, se ha empleado como mondmero NIPAM o
4VP, como agente entrecruzante BA y dicloruro de 2,2'-azobis(2-
metilpropionamidina (V50) para iniciar la reaccion, todo ello en agua a
una temperatura de 70 °C .

El mecanismo de esta reaccidén consta de tres etapas, como se muestra
en el esquema incluido en la Figura 1.18. En primer lugar, en la etapa de
iniciacion, porruptura homolitica inducida por la temperatura, a partir del
iniciador (V50) se generan los primeros radicales libres, los cuales atacan
a dobles enlaces de las moléculas monomeéricas, dando lugar a nuevos
radicales libres. En segundo lugar, esta reaccion se propaga alargando
la cadena del polimero hasta que, en tercer lugar, en la etapa de
terminacién, se encuenfran dos radicales libres que forman la
terminaciéon de la cadena polimérica.
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Figura 1.18. Mecanismo de polimerizacién radicalario de mondmeros vinilicos para formar
microgeles.

En cuanto a las condiciones experimentales tipicas, se suele emplear una
concentracion de mondmero en agua con valores de entre el 5y el 10 %
en masa, mientras que la cantidad de agente entrecruzante varia en
funcion de las propiedades deseadas en el microgel. La reaccién de
polimerizacion se lleva a cabo bajo atmdsfera inerte, al menos durante
la etapa de iniciacion, calentando a 70 °C durante 2 h y con agitacion.

Para su aislamiento, después de la reaccidn de preparacion, se
aprovecha que los microgeles coloidales tienen la capacidad de poder
ser sedimentados por centrifugacion, floculados por adicidon de sales y
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liofilizados sin que pierdan sus propiedades coloidales e hidrodindmicas
al ser rehidratados.

Por Ultimo, hay que indicar que la caracterizaciéon de un microgel se
realiza por técnicas tipicas utilizadas para caracterizar coloides,
incluyendo electroforesis, dispersion dindmica de luz, microscopia
electronica, andlisis termogravimétrico, etc.

1.2.2. Microgeles huecos

La sinfesis general de microgeles descrita en el apartado anterior es una
sintesis relativamente facil de llevar a cabo, reproducible y que origina
microgeles puros y macizos. Este tipo de geles se ha utilizado en la
encapsulacion, transporte y administracion de medicamentos. Sin
embargo, tfambién se ha publicado la preparacion de microgeles que
presentan un hueco en su interior, y se ha comparado sus caracteristicas
y aplicaciones con las de los microgeles macizos como, por ejemplo, en
el transporte de fadrmacos.0%:102.103

Se denomina microgel hueco a una estructura polimérica que tiene la
misma naturaleza en cuanto a composicion y propiedades quimicas que
un microgel puro y macizo, pero que ha sido sintetizada dejando un
espacio vacio en el nicleo de dicho microgel. Para hacer este hueco, la
estrategia sintética mds usada consiste en llevar a cabo la sintesis del
microgel (véase apartado 1.2.1) sobre la superficie de un nucleo,
creando un recubrimiento sobre el mismo. La naturaleza de este nicleo
es variable y va desde metdlica a éxidos de metales, pasando por otros
polimeros.

101 Liu, G.; Zhu, C.; Xu, J.; Xin, Y.; Yang, T.; Li, J.; Shi, L.; Guo, Z.; Liu, W. (2013). Thermo-responsive
hollow silica microgels with controlled drug release properties. Colloid Surf., B, 111, 7-14.

102 Chen, Y., Chen, Y., Nan, J., Wang, C., Chu, F. (2012). Hollow poly(N-isopropylacrylamide)-co-

poly(acrylic acid) microgels with high loading capacity for drugs. J. Appl. Polym. Sci., 124, 4678—
4685.

103 Contreras-Caceres, R., Leiva, M. C., Ortiz, R., Diaz, A., Perazzoli, G., Casado-Rodriguez, M. A.,
Melguizo, C., Baeyens, J. M., Lopez-Romero, J. M., Prados, J. C. (2017). Paclitaxel-loaded hollow-
poly(4-vinylpyridine) nanoparticles enhance drug chemotherapeutic efficacy in lung and breast cancer
cell lines. Nano Res., 10(3), 856-875.
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Tras el recubrimiento de este nUcleo con el microgel, el nicleo se elimina
por medio de un procedimiento quimico. En la Figura 1.19 se incluye un
esgquema que resume este proceso.

Eliminacion del micleo

%

Recubl imiento del microgel

Nicleo funcionalizado Nicleo@microgel Microgel Hueco

Figura 1.19. Esquema sintético para la fabricacion de microgeles huecos.

Los antecedentes mds relevantes acerca de sintesis de microgeles
huecos serdn abordados con mayor profundidad en el Capitulo 1 de esta
Tesis.

1.2.3. Aplicaciones de microgeles

Los microgeles acuosos suponen una parte importante de las tecnologias
de polimeros a nivel industrial, ya que se aplican en cosméticos,
recubrimientos, tecnologia de los alimentos, procesos industriales, etc.
También se han usado microgeles para la eliminacion de iones pesados
durante el tratamiento de aguas residuales.104.105

Pero sin duda, las aplicaciones mds importantes de los microgeles son las
biomédicas, por varios motivos:

104 Bradna, P., Stern, P., Quadrat, O., Snuparek, J. (1995). Thickening effect of dispersions of ethyl
acrylate-methacrylic acid copolymer prepared by different polymerization routes. Colloid Polym. Sci.,
273(4), 324-330.

105 Morris, G. E., Vincent, B., Snowden, M. J. (1997). Adsorption of lead ions onto N-
isopropylacrylamide and acrylic acid copolymer microgels. J. Colloid Interface Sci., 190(1), 198-205.
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1. Suponen una excelente opcidn para la encapsulacidon de
moléculas como enzimas, medicamentos, pesticidas, proteinas,
contaminantes o dcidos nucleicos.106.107.108

Esto se debe a que su tamano se encuentra en el rango de los
cientos de nandmetros y por ello pueden actuar como vehiculos
(microcontenedores o microcdpsulas) para el transporte de
sustancias dentro del organismo hasta alcanzar objetivos diana. 107

Por ejemplo, las nanoparticulas poliméricas se han estudiado en
el fransporte de fGrmacos anticancerigenos, como fluorouracilo,
doxorrubicing, paclitaxel y oxaliplatino. 110.111.112,113,114,115

2. Ofrecen la posibilidad de ser modificados en la superficie con
moléculas orgdnicas o estructuras moleculares, ambas bioactivas,
y permitir el desarrollo de dispositivos (biosensores, catalizadores
altamente selectivos, etfc.) para diversas aplicaciones.

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

Zelikin, A. N., Li, Q., Caruso, F. (2008). Disulfide-estabilized poly(methacrylic acid) capsules:
formation, cross-linking, and degradation behaviour. Chem. Mater., 20, 2655-2661.

Levy, T., Déjugnat, C., Sukhorukov, G. B. (2008). Polymer micro-capsules with carbohydrate-
sensitive properties. Adv. Funct. Mater., 18, 1586-1594.

Kozlovskaya, V., Kharlampieva, E., Mansfield, M. L., Sukhishvili, S. A. (2005). Poly(methacrylic
acid) hydrogel films and capsules: response to pH and ionic strength, and encapsulation of
macromolecules. Chem. Mater., 18, 328-336.

Peyratout, C. S., Déhne, L. (2004). Tailor-made polyelectrolyte microcapsules: from multilayers to
smart containers. Angew. Chem. Int. Ed., 43, 3762-3783.

Agrawal, Y., Girish, M., Chandel, R. Time-domain modeling of current-mode signaling bundled
single-wall carbon nanotube interconnects. Advances in Intelligent Systems and Computing. Springer.
1-9. 2016.
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1. Introduccion

3. Comparados con ofras nanoparticulas coloidales utilizadas para
la encapsulacion y administracion de farmacos, como polimeros,
liposomas, vesiculas, micelas o dendrimeros, los microgeles
poseen una alta estabilidad y grado de flexibilidad. Pero lo mas
importante, es que tienen, como se ha comentado, la ventaja de
responder a cambios en el medio externo, como temperatura,!’é
pH,"7 naturaleza del disolvente, 18 fuerza idnica,!? o incluso, la luz
visible.120

Con respecto a la aplicabilidad de los microgeles huecos, y tomando
como ejemplo la encapsulacion de farmacos, las estructuras huecas son
maAs interesantes que las macizas. Esto es debido a la distinta capacidad
de encapsulacion que ofrecen, pudiéndose variar el ftamano del hueco,
lo que unido a las otras variables que se controlan en el microgel, como
el grado de entrecruzamiento, ofrecen la posibilidad de ser disenados
para facilitar terapias personalizadas en cuanto a capacidad de carga,
vectorizacion y velocidad de liberacion de fdrmacos en el organismo.

116 Schild, H. G. (2003). Poly(N-isopropylacrylamide): experiment, theory and application. Prog. Polym.
Sci., 163-249.

117 Sawai, T., Yamazaki, S., Ikariyama, Y., Aizawa, M. (1991). pH-Responsive swelling of the ultrafine
microsphere. Macromol., 24(8), 2117-2118.

118 Tanaka, T., Fillmore, D., Sun, S.-T., Nishio, I., Swislow, G., Shah, A. (1980). Phase transitions in
ionic gels. Phys. Rev. Lett., 45(20), 1636-1639.

119 McPhee, W., Tam, K. C., Pelton, R. (1993). Poly(N-isopropylacrylamide) latices prepared with
sodium dodecyl sulfate. J. Colloid Interface Sci., 156(1), 24-30.

120 Suzuki, A., Tanaka, T. (1990). Phase transition in polymer gels induced by visible light. Nature,
346(6282), 345-347.
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1.3. Sistemas hibridos metalopoliméricos

La investigacion sobre nanomateriales hibridos metalopoliméricos, es
decir, sistemas coloidales que combinan una parte metdlica y una
polimérica, es una de las areas mads proliferas de la nanotecnologia de
particulas en los Ultimos anos. Los primeros sistemas hibridos de este tfipo
estaban compuestos por un nucleo metdlico encapsulado dentro de una
capa de polimero, formando una estructura tipo nicleo@corteza.

Se ha demostrado que estos nanomateriales tienen un mejor rendimiento
en deteccidn y catdlisis en comparacion con los materiales puros, ya que
por un lado incluyen las ventajas de nanoparticulas metdlicas!2!122123 y
por ofro, incorporan multiples funcionalidades y mejoran la estabilidad
coloidal de dichas particulas.124125.126

Para obtener una morfologia niucleo@corteza es necesario, de forma
general, un paso inicial de modificacion de la superficie de las
nanoparficulas metdlicas. Por ejemplo, el acido 3-butenoico se ha
utilizado para este propdsito en la fabricacion de microgeles hibridos con
nUcleo de oro.'?” Como ya se ha mencionado en esta Infroduccidén, esta
molécula aporta su doble enlace terminal a la superficie de la

121 Lu, Y., Mei, Y., Drechsler, M., Ballauff, M. (2006). Thermosensitive core—shell particles as carriers
for Ag nanoparticles: modulating the catalytic activity by a phase transition in networks. Angew.
Chem. Int. Ed., 45(5), 813-816.

122 Contreras-C. ceres, R., Abalde-Cela, S., Guardia-Girés, P., Fernandez-Barbero, A., Pérez-Juste, J.,
Alvarez-Puebla, R. A., Liz-Marzan, L. M. (2011). Multifunctional microgel magnetic/optical traps for
SERS ultradetection. Langmuir, 27(8), 4520-4525.

123 Laurenti, M., Guardia, P., Contreras-Caceres, R., Pérez-Juste, J., Fernandez-Barbero, A., Lopez-
Cabarcos, E., Rubio-Retama, J. (2011). Synthesis of thermosensitive microgels with a tunable
magnetic core. Langmuir, 27(17), 10484-10491.

124 Zha, L. S., Zhang, Y., Yang, W. L., Fu, S. K. (2002). Monodisperse temperature-sensitive
microcontainers. Adv. Mater., 14(15), 1090-1100.

125 Kim,J.-H., Lee, T. R. (2004). Thermo- and pH-responsive hydrogel-coated gold nanoparticles. Chem.
Mater., 16(19), 3647-3651.

126 Kim, J.-H., Lee, T. R. (2007). Hydrogel-templated growth of large gold nanoparticles: synthesis of
thermally responsive hydrogel-nanoparticle composites. Langmuir, 23(12), 6504—65009.

127 Alvarez-Puebla, R. A., Contreras-Céceres, R., Pastoriza-Santos, L., Pérez-Juste, J., Liz-Marzan, L. M.
(2008). Au@pNIPAM colloids as molecular traps for surface-enhanced, spectroscopic, ultra-sensitive
analysis. Angew. Chem. Int. Ed., 48(1), 138-143.
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nanoparticula metdlica, uniéndose a ella por el grupo carboxilico vy
haciendo de soporte para que el microgel se una a ésta y la recubra.

Entre los diferentes recubrimientos poliméricos, los microgeles sensibles a
estimulos son los mds interesantes. Por ejemplo, se ha publicado la sintesis
de nanoparticulas de oro esféricas, con tamano y polidispersidad
confrolados, siendo después encapsuladas dentro de coloides de
PNIPAM.128° A |la morfologia esférica se han sumado con posterioridad
otfras, como nanocilindros, estrellas o prismas.

Recientemente, se han publicado sistemas metalopoliméricos que
presentan estructura diferente a la de nicleo@corteza. En concreto, son
sistemas con nanoparticulas metdlicas distribuidas en la red del microgel,
y que se han denominado estructuras nicleo@satélites.2?

En la Figura 1.20 se muestra, a modo de ejemplo, imdgenes de
microscopia electronica de los dos tipos de sistemas hibridos
metalopoliméricos.

Figura 1.20. Imagenes TEM de sistemas hibridos de oro y pNIPAM: A) tipo nlcleo@corteza
(Au@pNIPAM) y B) tipo nicleo@satélites ((NIPAM@AUNSt).

128 Contreras-Caceres, R., Pacifico, J., Pastoriza-Santos, 1., Pérez-Juste, J., Ferndndez-Barbero, A., Liz-
Marzan, L. M. (2009). Au@pNIPAM thermosensitive nanostructures: control over shell cross-linking,
overall dimensions, and core growth. Adv. Funct. Mater., 19(19), 3070-3076.

129 Fernandez-Lopez, C., Polavarapu, L., Solis, D. M., Taboada, J. M., Obelleiro, F., Contreras-Caceres,
R., Pérez-Juste, J. (2015). Gold nanorod—pNIPAM hybrids with reversible plasmon coupling:
synthesis, modeling, and SERS properties. ACS Appl. Mater. Interfaces, 7(23), 12530-12538.
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En la Figura 1.20.A se muestra una imagen de una estructura tipo
nucleo@corteza que tiene un nucleo de oro de 50 nm de didmetro
recubierto por una capa de pNIPAM, y en la Figura 1.20.B, la imagen
corresponde a una estructura formada por un nicleo de pNIPAM que
presenta nanocilindros de oro insertados en la superficie del microgel,
siendo un ejemplo del fipo nucleo@satélites. Ambos sistemas hibridos se
ha comprobado que exhiben actividad catalitica modulable variando la
temperatura externa.

Los antecedentes mas relevantes acerca de los métodos de sintesis de
estos sistemas hibridos, y especialmente sobre los sistemas que contienen
oro, plata y pNIPAM, se tratardn con detalle en el Capitulo 3 de esta Tesis.

En cuanto a las aplicaciones de estos sistemas  hibridos
metalopoliméricos, y en particular de los sistemas a base de Au, Ag y
PNIPAM, tan sélo han sido fabricados con el objeto de mejorar la
estabilidad coloidal de las nanoparticulas metdlicas. No obstante, en la
actualidad, se buscan nuevas propiedades por combinacién, formando
diferentes arquitecturas, y con ello nuevas aplicaciones.

Como ya se ha mencionado en el apartado 1.1, la principal limitacion de
las nanoparticulas metdlicas es la agregacion que se produce cuando se
encuentfran en dispersion coloidal. Esto se debe a su alta energia
superficial, lo que reduce sus aplicaciones prdacticas. Para estabilizarlas se
anaden tensioactivos y ligandos, pero su uso puede bloquear los sitios
cataliticos desactivéndolos, y con ello inhibiendo su actividad catalitica.
Los sistemas metalopoliméricos de tipo niucleo@satélites presentan una
estabilidad coloidal mejorada, disminuyendo la agregacion. Sin
embargo, los sitios activos del metal siguen estando presentes en su
superficie, lo que puede aumentar su rendimiento en catdlisis. De igual
forma, se podria modular la catdlisis en funcidon de la respuesta a
estimulos externos como pH, temperatura, fuerza idnica, etc.
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1.4. Técnicas instrumentales de caracterizacion de
nanoparticulas

La caracterizacion de las nanoparticulas es crucial para lograr entender
y conftrolar su sintesis.

Entendemos por caracterizacion, la determinacidon de diferentes
pardmetros, como son el tamano, la forma, drea superficial, cristalinidad,
orientacion, dispersion, etc. Esta caracterizacion se lleva a cabo por
diferentes técnicas instrumentales:

e Microscopia electrénica de transmision (TEM), empleada para
la determinacion del tamano vy la morfologia de las
nanoparticulas sintetizadas. A su vez, en las imdgenes obtenidas
durante el andlisis, se puede observar si las nanoparticulas se
encuentran dispersas o aglomeradas.

e Microscopia electréonica de barrido (SEM), utilizada para la
comprobacién morfoldgica de alta resolucion y tridimensional
de las nanoparticulas.

e Dispersion dindmica de la luz (DLS), con la que se hace una
estimacion del didmetro hidrodindmico de las nanoparticulas,
asi como se evalla su estabilidad y polidispersidad.

e Espectroscopia ulfravioleta-visible (UV-Vis), indispensable para
analizar las propiedades oOpticas y  determinar  las
concentraciones metdlicas en los procedimientos sintéticos.

e Espectroscopia de dispersidon de energia de rayos X (EDX), que
se encuentra acoplada generalmente a la técnica de TEM y
con ella se hace un andlisis cualitativo y cuantitativo de la
composicion quimica de la muestra.

e Potencial Z, utllizada para medir la estabilidad de las
nanoparticulas, consecuencia directa de la presencia de un
surfactante adsorbido en la superficie de las nanoestructuras.
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Andlisis termogravimétrico (TGA), con la que se comprueba el
grado de recubrimiento de materia orgdnica presente en las
nanoparticulas.

Espectroscopia infrarroja de reflectancia total atenuada (FTIR-
ATR), que ayuda a ratificar la presencia y la naturaleza de la
materia polimérica presente en las nanoestructuras, ya sea en
la etapa de funcionalizacion de las nanoparticulas metdlicas,
como en la de recubrimiento polimérico, e incluso evaluar el
grado de afrapamiento de moléculas de interés en el microgel.
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2. Objetivos

La presente Tesis Doctoral tiene dos objetivos:

Objetivo 1: Sintesis de nanoparticulas huecas formadas por microgeles.

Su preparacion se propone mediante el crecimiento de un polimero
alrededor de un nucleo metdlico, en concreto Au(0), seguido de su
eliminacion mediante reaccion de oxidacion. El nicleo de oro se
preparard siguiendo el método descrito por Turkevich, y su crecimiento a
partir del método mediado por semilla. Se llevard a cabo la optimizacion
de esta metodologia para microgeles termosensibles (constituidos por
PNIPAM) y pH-sensibles (por p4VP).

Se realizard, asimismo, un estudio cinético de la oxidacion del ndcleo de
AuU(0) en dos sistemas hibridos diferentes, AU@PNIPAM y Au@p4VP,
analizando el efecto que tiene el grado de entrecruzamiento en la
oxidacion del nucleo metdlico, y en su posicidon en el interior del sistema
hibrido. Debido a que la velocidad de oxidaciéon del nicleo metdlico estd
relacionada con la difusion del agente oxidante a través de la red
polimérica del microgel, y este a su vez con la liberacion de ciertas
moléculas, este estudio es una forma de cuantificar los efectos que se
producen en estas particulas en la encapsulacion vy liberacidn de
farmacos, y sus posibles aplicaciones cuando se modifica el grado de
agente enfrecruzante, pH o temperatura. Ademdads, el control de la
posicion relativa del nicleo metdlico permitiria abordar la preparacién de
nanoparticulas tipo Janus.

Objetivo 2: Sintesis de un nuevo tipo de sistemas hibridos con estructura
tipo nucleo@corteza@satélites.
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Se propone el estudio de la fabricacion de sistemas AU@Ag@pPNIPAM
funcionalizados con nanoparticulas de plata en la corteza polimérica, a
modo de satélites, obteniendo de esta manera @ sistemas
nucleo@corteza@satélites (AUQAg@PNIPAM@AQST) que puedan tener
aplicaciones mejoradas en catdlisis, bioquimica y biosensores (Figura 2.1).

cortezade

nucleo microgel pNIPAM

bimetdlicode oro
recubierto de plata

satélites de plata

Figura 2.1. Estructura de nanoparticula hibrida metalopolimérica termosensible
Au@Ag@pNIPAM@AgQST

Como ampliaciéon de este objetivo, se realizard el andlisis de estas nuevas
nanoparticulas hibridas en la catdlisis de reacciones orgdnicas de
referencia, como por ejemplo la reduccion del grupo nitro a amino,
cuantificando la variaciéon producida en la velocidad de la reaccion al
variar temperatura, y su relacidon con la presencia del sistema catalitico
hibrido desarrollado.

En la presente Tesis Doctoral, estos objetivos se estructuran en tres capitulos
donde se detallan los resultados obtenidos, describiendo previaomente la
parte experimental de forma comun:

e Objetivo 1. Los resultados relacionados con este objetivo se incluyen
en el Capitulo 1, donde se describe el estudio de la sintesis,
optimizaciéon y caracterizacidon de nanoparticulas poliméricas
huecas termosensibles y pH-sensibles, y el estudio cinético de la
oxidacion del nUcleo de Au en sistemas AU@PNIPAM y Au@p4VP; y
en el Capitulo 2, donde se desarrolla los resultados obtenidos en el
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control de la posicion relativa del ndcleo metdlico de oro en los
sistemas hibridos preparados con p4VP.

Objetivo 2. Los resultados obtenidos en la preparacion de

nanoparticulas hibridas nucleo@corteza@satélites y el estudio de sus
propiedades cataliticas, que se describen en el Capitulo 3.
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3. Parte Experimental

3.1. Reactivos

Los reactivos dcido ascorbico (AA, 99 %), bromuro de cetiltrimetiiamonio
(CTAB, 299%), cloruro de hexadeciltrimetilamonio (CTAC, = 99 %), cloruro
de bencilhexadecildimetilamonio (BDAC, = 99 %), dcido 3-butenoico
(3BA, 97%), alilamina (98%), nitrato de plata (AgNOg, = 99 %), borohidruro
de sodio (NaBH4, =2 96 %), 4-vinilpiridina (4VP, 95 %), metacrilato de metilo
(MMA, 99 %) y N-isopropilacrilamida (NIPAM, 97 %), fueron suministrados
por Aldrich. También se ha empleado hidrogenotretracloruro de oro(lll)
trihidrato (HAUCI4-3H20, = 99.9 %), citrato trisddico dihidrato (= 99 %), e
hidroxido de sodio (= 98 %)que fueron proporcionados por Sigma. Fluka
suministrd  N,N'-metilenbisacriliaomida (BA, = 99.5 %) y 4-nitrofenol. El
iniciador de  polimerizacidon  dihidrocloruro  de  2,2-azobis(2-
metilpropionamidina) (V50, 97 %) fue proporcionado por Acros Organics.
Todos estos reactivos se usaron sin purificacion adicional. El agua utilizada
se purificd usando un sistema Milli-Q (Millipore).

Por Ultimo, antes de su uso, todo el material de vidrio se limpid con una
solucion dcida preparada con dcido clorhidrico y dcido nitrico, de
concentraciones 36 % y 68 %, respectivamente, en una proporcion 3:1 v/v
(agua regia) y posteriormente se enjuagd con agua MilliQ.
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3.2. Preparacion de nanoparticulas metdlicas

3.2.1. Sintesis de nanoparticulas de oro

Citrato sadico

v

Ebulicion
CTAB
HAuCl, Aul5@CTAB
Particulas semilla
Aul5@CTAB
HAuC 14_ ~

CTAB

AuS0@CTAB

Figura 3.1. Esquema sintético seguido en la obtencién de AuNPs de 50 nm de diametro

En una primera etapa, y con el objetivo de obtener nanoparticulas de
Au(0) de 18 nm aprox., en un matraz Erlenmeyer de 100 mL se prepara
una disolucion de HAuCls (50 mL, 0.5 mM) en agua. Esta disolucién se lleva
a ebullicion, y bajo agitacion magnética se le adiciona otfra disolucion de
citrato de sodio preparada previamente (1130 uL, 77.5 mM). Tras 5 min a
ebullicion, la dispersion de AuNPs formada se deja enfriar hasta alcanzar
temperatura ambiente, y se estabilizan por adicién gota a gota de esta
sobre otra disolucion de CTAB (15 mL, 15 mM) con agitaciéon magnética
media. A continuacion, la concentracion de Au(0) se determina con el
valor de la absorbancia a 400 nm. En nuestro caso esta concentracion
resulto ser de 0.049 mM. 130

130 Para una concentracion distinta de semilla es necesario reajustar las concentraciones de los reactivos
de la segunda reaccion. Véase Capitulo 1, apartado 1.2.1.
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En la segunda etapa, en la que se crecen las semillas de AUNPs
fabricadas en el paso anterior, se prepara una disolucion (100 mL) de
HAUCI4 (1 mM), CTAB (15 mM) y acido ascorbico (2 mM) en agua, sobre
la que se anade la dispersion de semillas obtenida en la primera etapa
para alcanzar un tamano final de 50 nm aprox. (10.86 mL). La mezcla se
deja reaccionar durante 1 h a 35 °C. Todo este proceso se refleja en la
figura 3.1.

Pasado este tiempo, la mezcla de reaccion se deja enfriar hasta alcanzar
la temperatura ambiente y, a continuacion, se centrifuga a 5500 rom
durante 30 min. Se elimina el sobrenadante y el precipitado se redispersa
en 100 mL de CTAB 15 mM. De nuevo, se determina la concentracion de
AuU(0) por medida de absorbancia a 400 nm (en nuestro caso, se obtuvo
un valor de 1.2 mM). Este dato es necesario para las siguientes
reacciones. El andlisis de las dimensiones de las particulas de oro se ha
realizado a partir de las imagenes obtenidas por TEM, midiendo un total
de 100 AuNPs, y este estudio reveld un didmetro promedio del nicleo de
48.6 + 3.4 nm.

3.2.2. Obtencién de nicleos bimetdlicos Au@Ag

& |
$ S AgNO, H '
= __+
5 ‘*n: ~ Acido
O ® ascdrbico
Au@CTAB Au@Ag
Figura 3.2. Esquema sintético seguido en la obtencion de

nacleos Au@Ag de 70 nm de didmetro a partir de ndcleos de
Au de 50 nm de diametro.

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se mezcla la dispersion de
AUNPs de 50 nm de didmetro preparada en el apartado 3.2.1 (3.75 mL,
1.2 mM) con agua (6 mL) y una disolucion de CTAC (240 uL, 756.3 mM).
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El matraz se cierra con un septum, se le proporciona agitacion magnética
y se coloca en un bano de aceite de silicona a 65 °C. Sobre esta mezcla
se gotea, con ayuda de dos bombas independientes de inyeccion de
jeringa programadas ambas a un caudal de 0.17 mL/h, una disolucién de
AgNO3 en agua (4 mL, 3.27 mM, 1 eq.) desde una de las jeringas y una
disolucion de AA (4 mL, 13.08 mM, 4 eq.) desde la ofra. Trascurridas 24 h
bajo agitaciéon a 65 °C los reactivos se han inyectado en su totalidad,
entonces el crudo de reaccion se deja enfriar a temperatura ambiente y
se centrifuga a 5500 rom durante 15 min. Este proceso se refleja en la
figura 3.2 y lo denominamos Método de Inyeccién en bomba de jeringa.

A contfinuacion, se elimina el sobrenadante y el precipitado se redispersa
en 50 mL de CTAB 15 mM, obteniendo de esta forma los nucleos
bimetdlicos AU@AQ, que posteriormente se analizan por TEM (Fig. C.3.13)
para comprobacidon del tamano final y polidispersidad de
nanoparticulas, y por EDX (Fig. C.3.15) para comprobar la homogeneidad
del recubrimiento de Ag(0).13! Este estudio reveld un didmetro promedio
del nucleo bimetdlico de 63.6 £ 5.9 nm.

3.2.3. Funcionadlizacion de la superficie de las nanoparticulas metdlicas

_H.
° Acido 3-

butenoico

Au@3BA
0 —
@ e
_H.
Acido 3-

butenoico

An@Ag

Au@Ag@3BA

Figura 3.3. Esquema sintético seguido en la funcionalizacion superficial
de MeNPs (AuNPs y Au@Ag) con un doble enlace

131 Para un recubrimiento diferente a 70 nm (didmetro final de particula Au@Ag) hay que reajustar
concentraciones de reactivos. Véase Capitulo 1, apartado 1.2.1.
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En un matraz Erlenmeyer de 100 mL se colocan 50 mL de dispersion de
MeNPs previamente preparadas segun el procedimiento descrito en los
apartados 3.2.1 para AuNP 6 3.2.2 para AU@AgQ, y se calientan en un
bano a 70 °C sin agitacion. Sobre esta dispersion se anade dacido 3-
butenoico (250 ul). Tras 1 h de reaccién, la mezcla se deja alcanzar la
temperatura ambiente y se centrifuga a 5500 rpom durante 30 min. El
precipitado se resuspende en 30 mL de CTAB 1 mM vy se centrifuga de
nuevo a 5500 rom durante 30 min. El sobrenadante se elimina
redispersando el precipitado en 20 mL de agua con 250 uL de CTAB 5 mM.

La figura 3.3 representa el esquema sintético seguido.

La concentracion final de las AU@3BA se determina por la absorbancia a
400 nm, y para el caso de AU@QAg@3BA, fue necesario la realizacion de
TGA.
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3.3. Sintesis de sistemas hibridos metalopoliméricos

3.3.1. Obtencidén de nanoparticulas AuGpNIPAM

N-Isopropilacrilamida
N_N-metilenbisacrilamida
V50

\

J0°C/Ar/2h

Au@3BA Au@pNIPAM

Figura 3.4. Esquema sintético seguido en la preparacion del sistema Au@pNIPAM

En un vial de 20 mL se coloca la dispersion de AuU@3BA (10 mL, 5 mM en
Au) preparada en el apartado 3.2.3. La dispersion se calienta a 70 °C bajo
flujo de Ary agitacidon magnética (400rpm). A continuacion, se anade el
mondmero NIPAM (0.1698 g, 1.5 mmol) y el agente entrecruzante (BA,
23.2 mg, 0.15 mmol). Después de 5 min a 70 °C, se inicia la polimerizacion
anadiendo una disolucion acuosa de V50 (100 uL, 0.1 M). Trascurridos 15
min, la disolucion rojiza se vuelve turbia, empezando a ser visible la
formacion del microgel. En este punto se elimina el flujo de Ary se deja
que la reaccion continde durante 2 h a 70 °C. La figura 3.4 representa el
esquema sintético seguido.

Pasado este tiempo, la mezcla resultante se deja enfriar a temperatura
ambiente bagjo agitaciobn magnética. Finalmente, se eliminan los
microgeles libres, asi como los oligdmeros y/o mondmeros residuales
producidos durante el proceso de polimerizacion. Para ello la dispersion
resultante se diluye con agua hasta 50 mL y se centrifuga durante 30 min
a 4500 rom. A continuacion, se elimina el sobrenadante y el precipitado
se resuspende en 20 mL de agua, volviéndose a centrifugar de nuevo a
4500 rpm durante 30 min. Este Ultimo paso de lavado se repite 4 veces, y
el sedimento resultante final se redispersa en 10 mL de agua, siendo esta
la muestra de AU@pNIPAM.
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La concentracion de Au se determind por medida de la absorbancia
maxima, comparando con una muestra de AuNPs de concentracion
conocida.

3.3.2. Obtencién de nanoparticulas Au@pNIPAM-Alilamina

N-Isopropilacrilamida NH,
N, N’-metilenbisacrilamida
Alilamina

V50

70°C/2h/Ar

NH, NH,

NH,
Au@3BA Au@pNIPAM-
Alilamina

Figura 3.5. Esquema sintético seguido en la preparacion del sistema
Au@pNIPAM-Alilamina

El procedimiento inicial es idéntico al detallado en el apartado 3.3.1, pero
una vez anadido el iniciador V50 y empezar a ser visible la formacion del
microgel por el cambio en la turbidez y coloracion, se anade alilamina (5
hL, 0.12 mmol). Después de 5 min mds de reaccion, se elimina el flujo de
Ar, y se deja que la reaccion continde durante 2 h a 70 °C, bajo agitacion
magnética. La figura 3.5 representa el esquema sintético seguido en la
preparacion de este sistema.

Posteriormente, la mezcla resultante se deja enfriar a temperatura
ambiente sin quitar la agitacion. Finalmente, el crudo de reaccion se
diluye con agua hasta 50 mL y se centrifuga durante 30 min a 4500 rom.
A continuacion, se elimina el sobrenadante y el precipitado se redispersa
en 20 mL de agua, volviéndose a centrifugar a 4500 rom durante 30 min.
Este Ultimo paso de lavado se repite 4 veces y el sedimento resultante final
se redispersa en 10 mL de agua, obteniéndose la muestra Au@pNIPAM-
Alilamina. La concentracidon de oro se determind por medida de la
absorbancia mdxima, comparando con una muestra de AuNPs de
concenfracion conocida.
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3.3.3. Sistemas hibridos Au@Ag@pNIPAM-Alilamina

Se han preparado nanoparticulas hibridas Au@Ag@pNIPAM-Alilamina
siguiendo dos métodos diferentes, el del tampon de glicina y el de
inyeccion mediante bomba de jeringa.

A. Método del Tampoén de Glicina:

Au@pNIPAM- Au@Ag@pNIPAM-
Alilamina Alilamina

Figura 3.6. Esquema sintético seguido en el método del tamp6n de glicina para
la preparacion del sistema Au@Ag@pNIPAM-Alilamina

En primer lugar, en un vial de 20 mL, se prepara una mezcla (10 mL)
compuesta por AU@pNIPAM-Alilamina obtenida en el apartado 3.3.2, de
una concentracion de 0.25 mM en NPs (1.25 mL'32 de una dispersion
acuosa 2 mM en términos de Au(0), de Au@pNIPAM-Alilamina), BDAC 50
MM (2.5 mL de una disolucion acuosa 200 mM), y una disoluciéon tampdn
de glicinade pH 9.5 (5 mL de una disolucion obtenida a partir de otra 0.4
M de glicina en agua + gotas de NaOH 1M hasta ajustar pH). La mezcla
se completa con agua hasta 10 mL de volumen final.

En segundo lugar, sobre esta mezcla se anade, bajo agitacion
magnética (400 rom), AgNO3 (148 uL de una disolucion 29.4 mM), seguido
de dacido ascorbico (87.2 L de una disolucién 100 mM).

Después de 30 min, la dispersion de particulas se centrifuga a 5000 rpm
durante 30 min, se descarta el sobrenadante y el sedimento se redispersa

132 Para una dispersion de AuS0@pNIPAM-Alilamina obtenida segun apartado 3.3.2 de concentracion 2
mM en términos de Au.
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en 10 mL de agua, obteniéndose la muestra AuU@Ag@pNIPAM-Alilamina.
La figura 3.6 representa el esquema sintético seguido en el método del
tampodn glicina para la preparacion del sistema Au@Ag@pNIPAM-
Alilamina.

B. Método de inyeccion en bomba de jeringa y posterior recubrimiento
con pNIPAM de los nUcleos bimetdlicos:

i N-Isopropilacrilamida
N N -metilenbizacrilamida
F Allamina
| W50 >
=/
An@Ag@iBA An@Ag@pNIPAM-

Alilamina

Figura 3.7. Esquema sintético seguido en el método B para la preparacién del sistema
Au@Ag@pNIPAM-Alilamina

De forma alternativa al proceso descrito en el apartado 3.3.3.A, se puede
llegar al mismo sistema Au@Ag@pNIPAM-Alilamina, preparando en
primer lugar los nucleos bimetdlicos (procedimiento descrito en el
apartado 3.2.2), funcionalizarlos con 3BA ( proceso detallado en el
apartado 3.2.3 ) y llevar a cabo el posterior recubrimiento con pNIPAM y
Alilamina.

Para este Ultimo paso, que es el que se indica en la figura 3.7 , en un vial
de 20 mL, se pone la dispersion coloidal de Au@Ag@3BA (10 mL, con una
concentracién 5 mM en Au), preparada en el apartado 3.2.3, y se
calienta a 70 °C bajo flujo de Ary con agitacion magnética (400 rom). A
confinuacion, se anade el mondmero (NIPAM, 0.1698 g, 1.5 mmol) y el
entrecruzante (BA, 23.2 mg, 0.15 mmol). Después de 5 min bajo agitacion
magnéticay a 70 °C, se anade una disolucion de V50 (100 uL, 0.1 M).

Tras 15 min de reaccion se quita el flujo de Ar y se anade alilamina (5 uL,
0.12 mmol). Se deja que la reaccidon continte durante 2 h mas a 70 °C.
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Pasado ese tiempo, la mezcla se deja enfriar a temperatura ambiente
manteniendo la agitacion magnética. La muestra coloidal final se diluye
con agua hasta 50 mL y se centrifuga durante 30 min a 4500 rpm. A
contfinuacion, se elimina el sobrenadante y el precipitado se redispersa
en 20 mL de agua, volviendose a centrifugar de nuevo a 4500 rpm
durante 30 min.

El Ultimo paso de lavado se repite 4 veces, y el sedimento resultante final
se redispersa en 10 mL de agua, obfeniéndose Ila muestra
AU@Ag@pNIPAM-Alilamina.

La figura 3.7 representa el esquema sintético seguido en la preparacion
del sistema Au@Ag@pNIPAM-Alilamina por el método de inyeccién en
bomba de jeringa.

3.3.4. Sintesis de nanoparticulas AUGAg@pNIPAM@AQST

NaBH,

. AL e Ag Au@Ag@pNIPAM@AgST
Au@Ag@pNIPAM- A e

Alilamina Ag

Figura 3.8. Esquema sintético seguido en la preparacion del sistema AuU@Ag@pNIPAM@AQST

En un vial de 20 mL, sobre una dispersion de AuU@Ag@pNIPAM-Alilamina
(10 mL, preparada en el apartado 3.3.3), se anade bagjo agitacion
magnética (400 rom) y a temperatura ambiente, una disolucion acuosa
de AgNOs (25 uL, 29.4 mM). La mezcla de reaccidon se mantiene con
agitacion durante 30 min mds y, a continuacion, se le adiciona otra
disolucion de NaBH4 (95 pL, 50 mM en agua) a temperatura ambiente y
con agitaciéon vigorosa (1200 rom). Tras 5 min en esas condiciones, la
mezcla se centrifuga a 5500 rpom durante 30 min. El sobrenadante se
descarta y el precipitado se redispersa en 10 mL de agua.
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El proceso de limpieza, resuspension en agua y cenfrifugacion, se repite
dos veces mas, aislandose finalmente el sistema AU@Ag@PNIPAM@AQGST.

La figura 3.8 representa el esquema sintético seguido en la preparacion
del sistemma AUQAg@pPNIPAM@AQST.

3.3.5. Sintesis de nanoparticulas pNIPAM@AgST

NIPAM

AgNO;
BA > N —NH, —> Ag NH—
Allilamina Agua 2
CTAB
V50 /Ar b
A NH,
70°C/2h 2 Ag 2 A
PNIPAM-alilamina A PNIPAM@AEST

Figura 3.9. Esquema sintético seguido en la preparacion del sistema pNIPAM@AgQST

En un vial de 20 mL colocado en un bano a 70 °C, provisto de agitacion
magnética y bajo atmaodsfera de Ar, se anaden en este orden: 10 mL de
agua, CTAB (125 uL, 5mM en agua), NIPAM (170 mg, 1.5 mmol) y BA (23.16
mg, 0.15 mmol). Tras 5 min de agitacién (a 400 rpm), se anade sobre |a
mezcla de reaccion el iniciador V50 (200 uL, 100 mM en agua). Tras 15 min
de reaccién adicionales, se hace visible la formacidén de microgel y se
anade dlilamina (5 pL, 0.12 mmol). Se deja que la reaccion continte
durante 2 h mas a 70 °C. A continuacion, la mezcla se deja enfriar hasta
alcanzar la temperatura ambiente, manteniendo Ila agitacion
magnética. La dispersion resultante se diluye con agua hasta 50 mL. A
continuacion, la mezcla se centrifuga a 8000 rom durante 30 min, se
descarta el sobrenadante y el precipitado se redispersa en 20 mL de
agua. Este Ultimo paso se repite 4 veces mds y el sedimento resultante
final, formado por nanoparticulas pNIPAM@Alilaminag, se redispersa en 10
mL de agua.

En una segunda etapa, 1 ml de la dispersidon anterior se diluye hasta 10 ml
con agua, y sobre esta dilucion se anade AgNO3 (25 uL, 29.4 mM en agua)
a temperatura ambiente y con agitaciobn magnética (400 rpm). La
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disoluciéon se mantiene en agitacion durante 30 min. Tras ese periodo, se
adiciona una disolucion acuosa de NaBH4 (95 uL, 50 mM) a temperatura
ambiente y manteniendo la agitacion magnética (1200 rom). Trascurridos
5 min desde la adicién, la dispersion se centrifuga a 7500 rom durante 30
min. Después, se descarta el sobrenadante y se redispersa el sedimento
en 10 mL de agua. La centrifugacion y redispersion del sobrenadante se
repite dos veces mds. Todo este proceso sintético se representa en la
figura 3.9.
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3.4. Sintesis de microgeles puros con respuesta a pH
o temperatura

3.4.1. Microgeles pH sensibles de p4VP

En un vial de 20 mL provisto de agitacion magnética (400 rom), a 70°C y
bajo atmdsfera de Ar, se anaden en este orden: 10 mL de agua, CTAB
(125 uL 5 mM en agua), 4VP (215 yL, 2 mmol ) y BA (31.2 mg, 0.2 mmol).
Tras 5 min de agitacion, sobre la mezcla de reaccion se anade el iniciador
V50 (200 yL, 100 mM en agua). Pasados 15 min desde la adicion, se
aprecia la formacién del microgel y, en ese momento, se quita la
atmosfera de Ar y se deja en agitacion a 70 °C durante 2 h mds. A
continuacion, el crudo de reaccion se diluye hasta 50 mL con agua y se
centrifuga a 8000 rom durante 30 min. Se descarta el sobrenadante y el
precipitado se redispersa en 20 mL de agua.

El dlfimo paso de lavado se repite 2 veces. Después de la Ultima
centrifugacion, el precipitado que contfiene los microgeles de p4VP se
dispersa en 10 mL de agua.

3.4.2. Microgeles termosensibles de pNIPAM

En un vial de 20 mL colocado en un bano a 70 °C, provisto de agitaciéon
magnética (400 rpm), a una temperatura de 70°C y bajo atmdsfera de
Ar, se anaden en este orden: 10 mL de agua, CTAB (125 uL 5 mM en agua),
NIPAM (170 mg, 1.5 mmol) y BA (23.2 mg, 0.15 mmol).

Tras 5 min de agitacion, sobre la mezcla de reaccion se anade el iniciador
V50 (200 uL, 100 mM en agua). A continuacion, se siguen los mismos pasos
detallados en el apartado 3.4.1.
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Microgeles pH sensibles de p4VP huecos. Sistemas Janus

3.4.3.
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Figura 3.10. Esquema sintético seguido en la preparacion del sistema p4VP hueco
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En una primera etapa, en un vial de 20 mL provisto de agitador
magnético, se pone la dispersion de Au@3BA (10 mL de concenfracion 5
MM en Au(0)) preparada en el apartado 3.2.3. A continuacion, el vial se
coloca en un bano de agua a 70 °C, con agitacion magnética (400 rom)
y atmdsfera de Ar, y se anaden en este orden: el mondmero 4VP (215 uL,
2 mmol) y el agente entrecruzante BA (31.2 mg, 0.2 mmol). Tras 5 min de
agitacion, sobre la mezcla de reaccion se anade el iniciador V50 (200 plL,
100 mM en agua). Pasados 15 min desde la adicion, se aprecia la
formacion del microgel y, en ese momento, se quita la atmdsfera de Ary
se deja en agitacion a 70 °C durante 2 h mds. A continuacién, el crudo
de reaccioén se diluye hasta 50 mL con agua y se cenftrifuga a 5500 rpm
durante 30 min. Se descarta el sobrenadante y el precipitado se
redispersa en 10 mL de agua. Este Ultimo paso se repite 2 veces. Después
de la Ultima centrifugacion, el precipitado de microgeles hibridos se
dispersa en agua (10 mlL) obteniéndose la muestra de Au@p4VP.
Finalmente, se determina la concentracion de Au(0) por medida de la
absorbancia mdaxima del plasmdn de oro, obteniéndose un valor de 0.5
MM.

En una segunda etapa, sobre la dispersion de Au@p4VP previamente
obtenida (10 mL 0.5 mM, en Au) se anaden otros 10 mL de una disolucion
acuosa 50 mM en CTAB y 0.25 mM en HAUCls. La mezcla de reaccion se
deja con agitacion magnética a 28 °C durante 12 h. Pasado este tiempo,
la dispersion resultante se centrifuga a 8000 rom durante 30 min. El
sobrenadante se descarta y el precipitado se redispersa en 10 mL de
agua. Se centrifuga de nuevo a 8000 rom durante 30 min y, por Ultimo, el
precipitado de NPs de p4VP huecas se resuspende en la minima cantidad
de agua y finalmente se liofiliza.

El control de la posicion del nucleo de oro en las nanoparticulas Au@p4VP
fue estudiado modificando las cantidades de mondmero y entrecruzante
y anadiendo un co-mondmero durante la polimerizaciéon. Para ello, se
siguid el procedimiento general detallado en este apartado, pero en
lugar de las cantidades mencionadas en la polimerizaciéon, se anadieron
las siguientes: 4VP (193.5 uL, 1.6 mmol), MMA (42.6 uL, 1.78 mmol) y BA (24.6
mg, 0.16 mmol).
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En la segunda etapa, el procedimiento para oxidar el nucleo de Au(0) en
los sistemas Au@p4VP-co-MMA, es idéntico al detallado para Au@p4VP.

Los esquemas sintéticos seguidos tanto para las nanoparticulas Janus
como para los sistemas con el hueco en el centro, se representan en la
figura 3.10.

3.44. Microgeles termosensibles de pNIPAM huecos

HAuCl,
__+
CTAB
Au@pNIPAM PpNIPAM Hueco

Figura 3.11. Esquema sintético seguido en la preparacién del
sistema pNIPAM hueco

En un matraz de fondo redondo, sobre una dispersion de AU@pNIPAM (10
mL, 0.5 mM en Au(0)), preparada en el apartado 3.3.1, se anaden 10 mL
de una disolucion acuosa 50 mM en CTAB y 0.25 mM en HAuUCls . La
mezcla de reacciéon se deja 12 h en agitacion a 28 °C. Pasado este
periodo, la dispersion resultante se centrifuga a 8000 rom durante 30 min.
El sobrenadante se descarta y el precipitado se redispersa en 10 mL de
agua. A contfinuacion, se centrifuga de nuevo a 8000 rom durante 30 min.
Este proceso de lavado se repite dos veces mads y el precipitado de
nanoparticulas final de pNIPAM se suspende en la minima cantidad de
agua y finalmente se liofiliza.

La figura 3.11 representa el esquema sintético seguido en la preparacion
del sistema pNIPAM hueco.
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3.5. Reaccién de reduccion empleando sistemas
hibridos metalopoliméricos como catalizador

NO, NP
AgNPs
H
NaBH,
OH OH

Figura 3.12. Reaccion de reduccién catalizada por AgNPs

En una cubeta de cuarzo (de 1 cm de paso de luz), se mezcla una
solucion recién preparada de NaBH4 en agua (0.5 mL, 60 mM) con ofra
de 4-nitrofenol en agua (2.0 mL, 0.1 mM). Sobre la mezcla se anade el
sistema  catadlitico (AU@Ag@pNIPAM, AU@QAg@pNIPMA@AQST o
PNIPAM@AQgST) dispersado en agua (50 ylL) con concentraciones (en
términos de residuo seco): 0.05 mg/mL para AU@Ag@pNIPAM, 0.025
mg/mL para AU@RAg@pPNIPAM@AQST y 0.05 mg/mL para pNIPAM@AQST.
La figura 3.12 representa la reaccion de reduccion de 4-Nip a 4-Amp, que
tiene lugar cuando se emplean los sistemas hibridos como catalizadores.

La reaccion se lleva a cabo a varias temperaturas (25, 28, 32, 36, 40 y 44
°C) y se sigue mediante UV-Vis termostatizado, tomando espectros cada
60 s en el rango de 280-500 nm.
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3.6.

Instrumentacion

Para la caracterizacion morfoldgica y andlisis composicional de los

sistemas hibridos preparados y los posteriores estudios cinéticos vy

cataliticos, se han utilizado las siguientes técnicas y equipos:

Los espectros de UV-vis, para la determinacion de las
concentraciones de AuUNPs mediante |la medida de Ila
concentracion de Au(0), se realizaron en un espectrofotédmetro
Libra S21 dentro rango espectral 190-1000 nm y una resolucion de 2
nm. Las medidas se han adquirido utilizando una cubeta de cuarzo
de 1 cm de paso de luz.

El seguimiento de las reacciones de catdlisis a diferentes
temperaturas se llevd a cabo por medidas de absorbancia en un
espectrofotédmetro UV-Vis-NIR Cary 50 de rango espectral total 175-
3300 nm, con una ldmpara de flash de xendn incorporada y el uso
de una cubeta de cuarzo estdndar (de 1 cm de paso de luz). Todas
las muestras se midieron usando un criostato optico Optistat DN de
Oxford Instruments, a las diferentes temperaturas de ensayo entre
200 nm y 800 nm.

Para la determinacion del famano de particula de los microgeles
hibridos sintetizados, se usd la técnica de dispersion dindmica de
luz (DLS), usando un equipo Malvern Zetasizer Nano S (Malvern
Instruments, Malvern UK), empleando un dngulo de detecciéon de
173 °. El didmetro de particula promedio y los valores del indice de
polidispersidad se calcularon a partir de un andlisis de tipo
acumulativo. Los datos se obtuvieron después de 5 min de
dispersion y una vez estabilizada la muestra a cada temperatura
(de 25 a 44 °C). Todas las mediciones se repitieron 3 veces.

Los espectros de FTIIR se han registrado usando un
Espectrofotometro FT-IR modelo Vertex70 de Bruker, que permite el
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registro de espectros FT-IR de muestras sélidas, liquidas y gaseosas
en el rango de infrarrojo medio y cercano. Las medidas se llevaron
a cabo por Reflectancia Total Atenuada (ATR) y para ello se ufilizd
un accesorio Golden Gate Single Reflection Diamond ATR System
de la casa Specac. Las muestras se registraron en estado sélido
(liofilizadas, 1 mg aproximadamente de Au@Ag@pNIPAM o
AU@Ag@PNIPAM@AQGST, o 100 uL de alilamina pura, que se mezcld
con 100 mg de KBr cristalino para formar una pastilla) y haciendo
blanco al aire. Para la adquisicibn de espectros se usd una
resolucion espectral estandar de 4 cm-! en el rango espectral de
4000-500 cm-1, asi como 64 acumulaciones por muestra.

Las imagenes de microscopia electronica de transmision (TEM) se
realizaron utilizando un JEOL JEM 1400 a un voltaje de aceleracion
de 80 kV. Para la preparacion de las muestras se puso 8 uL de cada
suspension en una rejilla de cobre con una membrana de soporte
Formvar® de 200 mesh y se dejé secar al aire antes de realizar la
medida.

La microscopia electronica de alta resolucidon (HRTEM),
microscopia analitica (HAADF-STEM), imagenes de tomografia y los
mapeos de energia de rayos X dispersivos (EDX) se realizaron
utilizando un FEl Talos F200X operando a un voltaje de 200 kV. El
andlisis elemental de las muestras se llevd a cabo por un sistema de
microandlisis Super-X de cuatro detectores de EDX. En el ensayo, se
utilizé la misma rejilla, cargada con la muestra a analizar, que habia
sido preparada para TEM.

El andlisis termogravimétrico (TGA) se realizd utilizando un sistema
Mettler Toledo STAR. Tras liofilizacidon la muestra de nanoparticulas
hibridas y dejar secar la muestra a vacio durante toda la noche a
temperatura ambiente, el ensayo se realizé en crisol de alumina de
70 uL en el intervalo de temperaturas 30-200 °C, con un flujo de 50
mL/min de aire y una velocidad de calentamiento de 10 °C/min en
atmosfera de Ar.
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3.7. Tratamiento informatico de los resultados

Para su interpretacion y andilisis, los espectros obtenidos en las técnicas
de UV-Vis, DLS, TGA, efc., ademds de ofros conjuntos de resultados
experimentales, han sido representados y tratados usando Origin(Pro),
Version 8. OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA.

Para el fratamiento de espectros FTIR se ha usado adicionalmente
MestReNova, Version 6.0.2-5475 (2009), MestreLab Research SL.

El tratamiento de imagenes obtenidas de TEM o HRTEM se ha realizado
con el software ImagelJ 1.52a, National Institutes of Healt, USA.

La representacion de moléculas orgdnicas se ha realizado con
ACD/ChemSketch  Version  14.01 (2012), Advanced Chemistry
Development, Inc.

Por Ultimo, las imagenes de tomografia fueron adquiridas con el
microscopio Talos F200X, girando la rejilla con la muestra cada 2 ° hasta
160 °, y fueron reconstruidas para componer una imagen 3D, usando el
software del propio fabricante del equipo.
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Capitulo 1. Cinética de la eliminacion del nucleo de oro

C.1.1. Antecedentes

Durante los Ultimos anos, las nanoparticulas hibridas definidas como
estructuras en las que un nucleo metdlico, polimérico o inorgdnico se
encuentra recubierto por una matriz polimérica, y clasificadas como tipo
nUcleo@corteza, presentan numerosas aplicaciones en muy diversos
campos. De relevada importancia son las derivadas de pNIPAM y p4VP,
al ser estos polimeros sensibles a la temperatura y el pH, respectivamente.
Estos microgeles se preparan por polimerizacion radicalaria en presencia
de una molécula que hace de agente entrecruzante, que suele ser un
compuesto con dos enlaces dobles terminales, como N,N’-
metilenbisacrilamida, divinilbenceno o dimetilacrilato de etilenglicol.133.134

La sintesis de estructuras nUcleo@corteza conduce a la obtencidon de
estructuras poliméricas macizas, las cuales ya han sido utilizadas en la
encapsulacion de farmacos.

La nanoencapsulacion mejora las propiedades generales de los activos,
en particular su solubilidad, protege al fdrmaco en medios bioldgicos,
facilita el fransporte y permite una liberacion controlada del mismo. Sin
embargo, para estos propdsitos, en comparacion con los microgeles
macizos, las estructuras huecas son mds interesantes en términos de
carga vy liberacion de diversas moléculas como polisacdridos, enzimas,
dcidos nucleicos o células, ya que pueden usarse Ccomo
microcontenedores estables, pudiendo ser activados por el pH y la
temperatura.135136

133 Akamatsu, K., Shimada, M., Tsuruoka, T., Nawafune, H., Fujii, S., Nakamura, Y. (2010). Synthesis
of pH-responsive nanocomposite microgels with size-controlled gold nanoparticles from ion-doped,
lightly cross-linked poly(vinylpyridine). Langmuir, 26(2), 1254—1259.

134 Kim, K. S., Vincent, B. (2005). pH temperature-sensitive behaviors of poly(4-vinyl pyridine-co-N-
isopropyl acrylamide) microgels. Polym. J., 37(8), 565-570.

135 Liu, G., Zhu, C., Xu, J., Xin, Y., Yang, T., Li, J., Liu, W. (2013). Thermo-responsive hollow silica
microgels with controlled drug release properties. Colloids Surf. B: Biointerf., 111, 7-14.

136 Chen, Y., Chen, Y., Nan, J., Wang, C., Chu, F. (2012). Hollow poly(N-isopropylacrylamide)-co-
poly(acrylic acid) microgels with high loading capacity for drugs. J. Appl. Polym. Sci., 124, 4678—
4685.
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Durante los Ultimos anos, la fabricacion de nanoestructuras coloidales
huecas se ha logrado siguiendo varias estrategias.!3” El enfoque mas
general consiste en el uso de nanoparticulas que actian como nucleo
(por ejemplo, de oro, poliestireno, silice, etc.), las cuales se recubren con
una cubierta polimérica o microgel, creando asi un sistema hibrido tipo
nOcIeo@corTezoﬂ38'139"40"4"1421143

Este procedimiento se ilustra con la Figura C.1.1 para el caso de
nanoparticulas hibridas SiO2@pNIPAM. Estas particulas nicleo@corteza
han sido sintetizadas a partir de ndcleos de SiO2 de 140 nm de didmetro,
los cuales fueron previamente funcionalizados con dcido metacrilico,
siguiendo el método descrito por Zha y col.'#4 Como puede observarse
en la Figura C.1.1 (arriba), se empled BA como agente entrecruzante y la
formacién de la corteza polimérica se llevd a cabo usando persulfato de
potasio como iniciador de la polimerizacion, a 70 °C durante 6 h, siendo
estudiado el proceso para diferentes concentraciones de mondmero
(NIPAM).

En la misma figura (abajo), se representan las imagenes TEM para los
sistemas hibridos formados a partir de una concentracion de NIPAM de

137 Liu, X., Yang, J., Zha, L., Jiang, Z. (2014). Self-assembly of hollow pNIPAM microgels to form
discontinuously hollow fibers. Chin. J. Polym. Sci., 32(11), 1544-1549.

138 Zha, L. S., Zhang, Y., Yang, W. L., Fu, S. K. (2002). Monodisperse temperature-sensitive
microcontainers. Adv. Mater., 14(15), 1090.

139 Xing, Z., Wang, C., Yan, J., Zhang, L., Li, L., Zha, L. (2010). pH/temperature dual stimuli-responsive
microcapsules with interpenetrating polymer network structure. Colloid Polym. Sci., 288(18), 1723~
1729.

140 Singh, N., Lyon, L. A. (2007). Au nanoparticle templated synthesis of pPNIPAm nanogels. Chem.
Mater., 19(4), 719-726.

141 Zhang, Y., Jiang, M., Zhao, J., Ren, X., Chen, D., Zhang, G. (2005). A novel route to thermosensitive
polymeric core-shell aggregates hollow spheres in aqueous media. Adv. Funct. Mater., 15(4), 695—
699.

142 Wu, S., Kaiser, J., Drechsler, M., Ballauff, M., Lu, Y. (2012). Thermosensitive Au-pNIPAM yolk-
shell particles as “nanoreactors” with tunable optical properties. Colloid Polym. Sci., 291(1), 231-
237.

143 Wu, S., Dzubiella, J., Kaiser, J., Drechsler, M., Guo, X., Ballauff, M., Lu, Y. (2012). Thermosensitive
Au-pNIPAM Yolk-Shell nanoparticles with tunable selectivity for catalysis. Angew. Chem. Int. Ed.,
51(9), 2229-2233.

144 Lapeyre, V., Renaudie, N., Dechezelles, J.-F., Saadaoui, H., Ravaine, S., Ravaine, V. (2009).
Multiresponsive hybrid microgels hollow capsules with a layered structure. Langmuir, 25(8), 4659—
4667.
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35y 70 mM, respectivamente. Como se puede comprobar, el aumento
de la concentracion de NIPAM guarda una relacién lineal con el espesor
de capa conseguido, porlo que el espesor de la corteza de estos sistemas
es modulable alterando la concentracidon del mondémero durante la
sintesis.

NIPAM , BA

O KPS, 702C, 6h

SiO, funcionalizada

Figura C.1.1. (Arriba) Ejemplo de fabricacidn de NPs tipo nicleo@corteza de SiO.@pNIPAM y
pNIPAM huecas, (Abajo) Imégenes TEM representativas de estas particulas sintetizadas bajo
diferentes condiciones: A) dSiO,= 140 nm, [NIPAM]=35mM, escala 200 nm; B) dSiO,=140 nm,
[NIPAM]=70 mM, escala 150 nm.

De forma mds reciente, se ha llevado a cabo la sintesis de nanoparticulas
hibridas nucleo@corteza compuestas por un ndcleo de nanoparticulas
de silice mesoporosa hueco (HMS) y una cubierta sensible a la
temperatura preparada con un copolimero derivado de N-(3,4-
dihidroxifenil)metacrilamida (pDMA) y N-isopropilacrilamida.4s Ademdas,
en presencia de Fe3*, se formaron complejos catecol-Fe3* para lograr una
cubierta de polimero sensible al pH, que se combina con la sensibilidad

145 Peng, W., Zhang, Z., Rong, M., Zhang, M. (2019). Core-shell structure design of hollow mesoporous
silica nanospheres based on thermo-sensitive pPNIPAM pH-responsive catechol-Fe** complex.
Polymers, 11(11), 1832-1847.
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térmica del pNIPAM (Figura C.1.2). En este sistema se utilizd doxorrubicina
como fdrmaco modelo y se investigaron las caracteristicas de carga y
liberacién del activo en dichas nanoparticulas.

Figura C.1.2. Sistemas nlcleo@corteza de silice
mesoporoso hueco. Doxorrubicina (circulo rosa),
pNIPAM (cadena verde), catecol (semicirculo azul),
Fe* (circulo amarillo) y PDMA (cadena azul).

Siguiendo esta estrategia, una vez conseguida la estructura
nucleo@corteza, una posterior eliminacion del nucleo da como resultado
la obtencion de una estructura coloidal hueca. En el caso del polimero
PNIPAM, se han publicado varias sintesis de estructuras tfermosensibles
huecas derivadas del mismo. Los autores mencionados, Zha y col.,
sintetizaron particulas huecas de pNIPAM mediante tratamiento con HF
de particulas de SiO2@pNIPAM. 146

Este mismo proceso fue seguido por Lapeyre y col. (trabajo del cual se ha
extraido la Figura C.1.1), que sintetizaron sistemas complejos
SIO2@pNIPAM@pPNIPAM, los cuales presentan corteza multicapa, y de los
gue el nucleo de silice fue eliminado también por tratamiento con HF.147

146 Zha, L. S., Zhang, Y., Yang, W. L., Fu, S. K. (2002). Monodisperse temperature-sensitive
microcontainers. Adv. Mater., 14(15), 1090-1092.

147 Lapeyre, V., Renaudie, N., Dechezelles, J.-F., Saadaoui, H., Ravaine, S., Ravaine, V. (2009).
Multiresponsive hybrid microgels hollow capsules with a layered structure. Langmuir, 25(8), 4659—
4667.
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También se han empleado compuestos poliméricos como nUcleos sobre
los que se crece un microgel polimérico. Por ejemplo, Chen y col.
emplearon hidropropilcelulosa (HPC) como nuUcleo y un recubrimiento de
PNIPAM y poli-(acido acrilico), pAA.148 La fabricacion de la estructura
hueca se consiguid por eliminacion del nicleo mediante tratamiento con
hidroxido sodico. La Figura C.1.3 muestra las imagenes TEM de los sistemas
hibridos de HPC@pAA-co-pNIPAM (Figura C.1.3.A) y pAA-co-pNIPAM
hueco (Figura C.1.3.B). Las parficulas, tanto macizas como huecas,
presentan una distribucion de tamanos media de entre 300 y 400 nm.

Sistemas HPC-pAA-co-pNIPAM

Microgeles pAA-co-pNIPAM

b

L] I Ll
4000 3000 2000 1000

Ne de ondas (cm™)

Figura C.1.3. Espectro FTIR e im&genes TEM de microgeles A) antes y B) después del
tratamiento con disolucion de NaOH.

En la Figura C.1.3 se muestra en la parte izquierda el espectro de FTIR de
los sistemas huecos y macizos. Mediante esta técnica es posible
determinar la presencia o ausencia del nucleo en los sistemas
nucleo@corteza. Dichos espectros corresponden a los sistemas antes (A)
y después (B) de eliminar el ndcleo de HPC. Las bandas caracteristicas de

148 Chen, Y., Chen, Y., Nan, J., Wang, C., Chu, F. (2012). Hollow poly(N-isopropylacrylamide)-co-
poly(acrylic acid) microgels with high loading capacity for drugs. J. Appl. Polym. Sci., 124, 4678—
4685.
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absorcion asociadas a HPC (1074 cm ), pNIPAM (1650 cm-1, 1547 cm1) y
pPAA (1729 cm) aparecen claramente en el espectro del sistema con
nucleo. En el espectro (B) la banda de 1074 cm! asociada a la HPC
desaparece, confirmdandose la eliminacion de este y la formacion del
sistema hueco.

En cuanto a las particulas con nucleo metdlico, también se ha empleado
oxido de cobre como nucleo para la preparacidon de nanoparticulas
nUcleo@corteza. En concreto, Jia y Col. utilizaron nanocubos de CuxO
para crear estructuras de Cu,O@pNIPAM.14? Este tipo de estructuras se
han empleado en la construccidon de sistemas de deteccion de NOa».

El oro es uno de los metales mds empleados en la preparacion de este
tipo de estructuras nucleo@corteza y sistemas huecos. Lyon y col.
publicaron la fabricacion de nanoparticulas huecas de pPNIPAM
termosensibles, a partir de sistemas hibridos de oro recubierto de pNIPAM
(AU@PNIPAM). En ellos, la eliminacion del niucleo de oro se consiguio
acomplejando el nucleo de Au(0) con KCN.1%0 Estos autores, ademads de
la sintesis y caracterizacion de las estructuras huecas, investigaron la
velocidad de desaparicion del nicleo de Au(0) por encima y por debajo
de 32 °C, en funcion del grosor del recubrimiento de microgel.

Carregal-Romero y col. han publicado acerca de la influencia del grado
de entrecruzamiento del microgel (densidad de reticulacion) en el
comportamiento de la respuesta térmica en sistemas AU@PNIPAM.15T
Estos autores modularon el grado de enfrecruzamiento mediante la
adicién de cantidades controladas de un agente entrecruzante y usaron
estos sistemas como catalizadores de la reaccidon de reduccion de
hexacianoferrato (lll), Fe(CN)¢3-, con borohidruro sédico.

149 Jia, H., Gao, H., Mei, S., Kneer, J., Lin, X., Ran, Q. Lu, Y. (2018). Cu;O@pNIPAM core—shell
microgels as novel inkjet materials for the preparation of CuO hollow porous nanocubes gas sensing
layers. J. Mater. Chem. C, 6(27), 7249-7256.

150 Singh, N., Lyon, L. A. (2007). Au nanoparticle templated synthesis of pNIPAM nanogels. Chem.
Mater., 19(4), 719-726.

151 Carregal-Romero, S., Buurma, N. J., P. rez-Juste, J., Liz-Marzan, L. M., Hervés, P. (2010). Catalysis
by Au@pNIPAM nanocomposites: effect of the cross-linking density. Chem. Mater., 22(10), 3051—
3059.
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Por ofra parte, Contreras-Cdceres y col. han llevado a cabo la oxidacion
selectiva del nicleo de oro de estos mismos sistemas (AU@PNIPAM)
mediante la adicion de iones AuCls a una dispersion acuosa de particulas
AU@pPNIPAM, en presencia de CTAB y HAUCI4.152 Estos autores
demostraron que la estructura hueca también es dependiente de la
relacion entre la cantidad de agente enfrecruzante y la elasticidad del
microgel.

Sin embargo, era necesaria una investigacion mas detallada ademdas de
un estudio de la velocidad de oxidacion de oro en funcion de la densidad
de reticulacion.

Continuando con los sistemas pH-sensibles, se ha conseguido preparar
mediante ensamblaje capa a capa (layer by layer, LBL) de polielectrolitos
débiles como poli(4-vinilpiridina) (p4VP) y poli(dcido metacrilico) (pMA)
sobre particulas de SiO». Liu y col. utilizaron copolimeros anfifilicos con
nUcleo de poliestireno para la sintesis de vesiculas sensibles al pH.153

Mas recientemente, se han fabricado sistemas hibridos Au@p4VP tipo
nucleo@corteza que se han modificado con satélites metdlicos en la
superficie, Au@p4VP@MeST. Estos estdn formados por un nicleo de Au en
el centro, una corteza de p4VP y nanoparticulas metdlicas de Pt o Pd,
insertadas en el microgel a modo de satélites.!>4 Lee y col. usaron citrato
como agente estabilizante y un disulfuro de cadena alifdgtica para
funcionalizar la superficie de la nanoparticula de oro. La formacion del
microgel de p4VP se lleva a cabo utilizando como iniciador PMDETA
(N,N,N',N",N"-pentametildietilentriamina) y CuBr. La Figura C.1.4 muestra
el esquema sintético seguido por estos autores y las imdgenes TEM del
sistema Au@p4VP resulfado de dicha sintesis. Como se puede observar
en este sistema el Au(0) queda en el centro del microgel.

152 Contreras-Caceres, R., Schellkopf, L., Fernandez-Lopez, C., Pastoriza-Santos, 1., Pérez-Juste, J.,
Stamm, M. (2015). Effect of the cross-linking density on the thermoresponsive behavior of hollow
PNIPAM microgels. Langmuir, 31, 1142—1149.

153 Liu, F., Eisenberg, A. (2003). Preparation pH triggered inversion of vesicles from poly(acrylic Acid)-
block-polystyrene-block-poly(4-vinyl Pyridine). J. Am. Chem. Soc., 125(49), 15059-15064.

154 Lee,J.-E., Chung, K., Jang, Y. H., Jang, Y. J., Kochuveedu, S. T., Li, D., Kim, D. H. (2012). Bimetallic
multifunctional core@shell plasmonic nanoparticles for Localized Surface Plasmon Resonance based
sensing electrocatalysis. Anal. Chem., 84(15), 6494-6500.
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Figura C.1.4. A) Esquema sintético seguido en la sintesis alternativa de sistemas Au@p4VP
tipo nicleo@corteza y B) imagen representativa TEM de dicho sistema.

Las particulas nucleo@corteza de p4VP se han utilizado también para el
transporte vy liberacion controlada de fdrmacos. Recientemente se ha
publicado un trabajo enfocado en la sintesis de particulas coloidales
Au@p4VP para el atrapamiento de doxorrubicina y su deteccidn
mediante espectroscopia SERS (Figura C.1.5).155 En esta publicacion, la
capacidad de respuesta al pH se aprovecha para el atrapamiento
quimico del clorhidrato de doxorrubicina en la red polimérica de p4VP y
el control de su liberacion. La presencia del antitumoral se evidencia
mediante mediciones de espectroscopia SERS, y la cuantificaciéon de
eficiencia de atrapamiento de Dox en el sistema Au@p4VP se determina
mediante espectroscopia UV-Vis de los sobrenadantes.

155 Clara-Rahola, J., Moscoso, A., Belén Ruiz-Muelle, A., Laurenti, M., Formanek, P., Lopez-Romero,
J. M., Contreras-Céaceres, R. (2018). Au@p4VP core@shell pH-sensitive nanocomposites suitable for
drug entrapment. J. Colloid Interf. Sci., 514, 704—-714.

104



Capitulo 1. Cinética de la eliminacion del nucleo de oro

Figura C.1.5.(Arriba) Esquema ilustrativo de las interacciones entre Dox-p4VP a
diferentes pH (estado hinchado y colapsado del microgel). (Abajo) Imagenes
TEM representativas del sistema Au@p4VP con Dox atrapada en la red. Sobre
estas imagenes se proyecta el correspondiente espectro SERS con las bandas
caracteristicas de la molécula Dox, que indican su presencia en la nanoparticula.

Conrespecto alas nanoestructuras huecas sensibles al pH, estas han sido
menos estudiadas que las sensibles a la temperatura. Nuestro grupo de
investigacion ha publicado un frabajo acerca de la sintesis de particulas
coloidales Au@p4VP y los sistemas de microgeles huecos de p4VP, que se
utilizaron en la encapsulacion de una molécula anticancerigena
(paclitaxel) con el objetivo de mejorar la eficacia quimioterapéutica del
farmaco enlineas celulares de cdncer de pulmdn y mama.1%6 Este sistema
hueco se obtuvo oxidando el nicleo de Au(0) en un sistema Au@p4VP
previamente preparado por tfratamiento con una mezcla Aus3+-CTAB.

156 Contreras-Caceres, R., Leiva, M. C., Ortiz, R., Diaz, A., Perazzoli, G., Casado-Rodriguez, M. A.,
Melguizo, M.A., Baeyens, J.M., Lopez-Romero, J.M., Prados, J. (2017). Paclitaxel-loaded hollow-
poly(4-vinylpyridine) nanoparticles enhance drug chemotherapeutic efficacy in lung breast cancer
cell lines. Nano Research, 10(3), 856-875.
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En la Figura C.1.6 se muestran imagenes de microscopia TEM de sistemas
nUcleo@corteza de Au@p4VP vy los correspondientes sistemas huecos,
después de la eliminacion del nicleo de oro por oxidacion de este.

Figura C.1.6. Im&genes TEM de microgeles nicleo@corteza de p4VP i) y ii) antes,
y iii) y iv) después del tratamiento con Au®**-CTAB

Asimismo, se ha publicado recientemente Ila preparacidon de
nanoestructuras huecas sensibles al pH compuestas de un copolimero
derivado de 4VP y estireno (p4VP-co-PS)157.1%8 y de otro derivado de 4VP

157 Wang, Y., Hu, L., Yin, Q., Du, K., Zhang, T., Yin, Q. (2019). Multi-responsive hollow nanospheres
self-assembly by amphiphilic rom copolymer azobenzene. Polymer, 175, 235-242.

158 Hong, J., Cho, J., Char, K. (2011). Hollow capsules prepared from all block copolymer micelle
multilayers. J. Colloid Interf. Sci., 364(1), 112-117.
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y acrilonitriio (p4VP-co-PAN).15? Este tipo de sistemas fiene como
caracteristica de interés que se auto ensamblan en forma de nanoesferas
huecas, por lo que no es necesario tomar como plantilla un nucleo de
otro material para después eliminarlo.

En referencia a los sistemas Janus, definidas como particulas que
presentan dos caras de distinta naturaleza quimica o morfoldgica, se han
levado a cabo estudios de preparacion de sistemas sensibles al
pPH.160.161.162 En concreto, se han preparado particulas de p4VP mediante
el ensamblaje de dos subunidades poliméricas para obtener
nanoparticulas del tipo PS-b-p4VP. Para ello, a partir de una subunidad
de homopoliestireno (hPS) que hace de molde, seguido de Ila
polimerizacion de p4VP y desmontaje posterior de la subunidad de PS, se
llega a la formacion de las particulas Janus de p4VP.

En este Capitulo 1 de la Tesis Doctoral, se exponen con detalle los
resulfados obtenidos en el estudio cinético de la oxidacion de
nanoparticulas de oro esféricas (AuNPs) encapsuladas denfro de
microgeles que responden al pH y a la temperatura. Para ello, en primer
lugar, se fabrican dos tipos de sistemas hibridos a partir de nanoparticulas
esféricas de oro, uno recubierto con un microgel fermosensible (oNIPAM)
para dar lugar a sistemas Au@pPNIPAM, y otro con un recubrimiento
polimérico sensible a pH (p4VP) obteniéndose sistemas Au@p4VP.

En segundo lugar, se estudia la eliminacion gradual del oro por
tratamiento de cada sistema hibrido con una mezcla de CTAB y una sal
de Au3* (HAUCls), obteniendo asi estructuras coloidales huecas.

159 Zhang, T., Jin, C., Wang, L., Yin, Q. (2014). One-step synthesis of hollow polymeric nanospheres:
self-assembly of amphiphilic azo polymers via hydrogen bond formation. RSC Adv., 4(69), 36882—
36889.

160 Tang, L., Liang, F., Wang, Q., Qu, X., Jiang, B., Yang, Z. (2017). Polymer/metal segmental Janus
nanoparticles. Chin. J. Polym. Sci., 35(7), 799-808.

161 Xu,J., Wu, Y., Wang, K., Shen, L., Xie, X., Zhu, J. (2016). The generation of polymeric nanobowls
through 3D confined assembly disassembly. Soft Matter, 12(16), 3683—-3687.

162 Deng, R., Liang, F., Qu, X., Wang, Q., Zhu, J., Yang, Z. (2015). Diblock copolymer based Janus
nanoparticles. Macromol., 48(3), 750-755.
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Ademds, la sintesis de los sistemas AU@PNIPAM y Au@p4VP se realizd a
diferentes densidades de reticulacion (5, 10 y 15 % de agente
entrecruzante, BA, Figura C.1.7) y el estudio de la oxidaciéon de oro se llevo
a cabo para los dos estados posibles del microgel, hinchado vy
colapsado. La eliminacion del nicleo de oro puede seguirse por
observacion espectroscopica de la disminucidon de la banda de
absorcion del plasmdn de oro con el tiempo.163.164

Au@pNIPAM / Au@p4VP

AuCl/CTAB
N
H = |
/\H/N\’/ S
o =
N-isopropilacrilamida 4-vinilpiridina N,N’-metilenbisacrilamida
(NIPAN) (4vP) (BA)

Figura C.1.7. (arriba) Representacion esquematica de microgeles
Au@pNIPAM and Au@p4VP usando 5, 10 and 15 % BA. Oxidacion del nicleo
de Au y obtencidn de los microgeles huecos en presencia de mezcla
AuCl4/CTAB (en medio). (abajo) Estructura quimica de NIPAM, 4VP y BA.

163 Singh, N., Lyon, L. A. (2007). Au nanoparticle templated synthesis of pPNIPAm nanogels. Chem.
Mater., 19(4), 719-726.

164 Marinakos, S. M., Novak, J. P., Brousseau, L. C., House, A. B., Edeki, E. M., Feldhaus, J. C.,
Feldheim, D. L. (1999). Gold particles as templates for the synthesis of hollow polymer capsules.
Control of capsule dimensions guest encapsulation. J. Am. Chem. Soc., 121(37), 8518-8522.
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Finalmente, a partir de los resultados del estudio UV-Vis en funcion del
tiempo se han determinado dos pardmetros, la constante de velocidad
de oxidacion del nucleo de Au(0) y el coeficiente de difusion de la
molécula (complejo AuCls/CTAB) en el proceso de eliminacion del
nucleo de oro.

Esta investigacion ofrece la posibilidad de mejorar la fabricacion de
microgeles huecos sensibles al pH y a la temperatura, y por ello a ampliar
y mejorar sus aplicaciones biomédicas en la encapsulacion y liberacion
controlada de fadrmacos al cambiar la temperatura o el pH.
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C.1.2. Resultados y discusion

C.1.2.1. Preparacién y caracterizacion morfolégica de los sistemas
hibridos termosensibles Au@pNIPAM y pNIPAM huecos

La preparacion de los microgeles huecos requiere una sintesis en varias
etapas, cuyo detalle se ha descrito en la Parte Experimental de esta
memoria, y se representa de forma esquemdtica en la Figura C.1.8. El
procedimiento que se describe aqui es el mismo para particulas en las
que el polimero es pNIPAM o p4VP.

La primera de esas etapas es la preparaciéon de AuNP estables con un
digdmetro medio de ~50 nm (AuS0@CTAB). Para ello se ha seguido una
modificacion del método de crecimiento mediado por semilla.165 Este
método se basa en la reduccion de HAuClscon dcido ascorbico, usando
como semillas nanoparticulas de Au(0) de aproximadamente 15 nm de
digmetro estabilizadas con CTAB. Estas semillas (Au15@CTAB) se preparan
previomente mediante reduccion de una disolucion de HAuUCIls con
citrato sédico (sintesis de Turkevich).1¢¢

165 Contreras-Caceres, R., Pastoriza-Santos, 1., Alvarez-Puebla, R. A., Pérez-Juste, J., Fernandez-
Barbero, A., Liz-Marzan, L. M. (2010). Growing Au/Ag nanoparticles within microgel colloids for
improved surface-enhanced Raman scattering detection. Chem. A Eur. J., 16, 9462-9467.

166 Turkevich, J., Stevenson, P. C., Hillier, J. (1951). A study of the nucleation growth processes in the
synthesis of colloidal gold. Discussions of the Faraday Soc., 11, 55.
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Figura C.1.8. Esquema de obtencion de microgeles huecos de pNIPAM y p4VP.
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Para llevar a cabo esta sintesis, fue necesario conocer la concentracion
de Au(0) inicial, la cual se calculd mediante espectroscopia UV-Vis, a
partir del valor de la absorbancia obtenido a 400 nm. Con ese dato de
concentracidon de nanoparticulas, y empleando la ecuacion [1], se
calcularon las concentraciones de las disoluciones de dcido ascoérbico y
HAuUCIls necesarias para el crecimiento de las AuNPs hasta 50 nm.

_ 5 3[[Au(0)]+[HAuUCL,]
K _R"\/ [4u(®)] [1]

Donde, Ry = radio de nanoparticula final (nm);

R, = radio d nanoparticula inicial (nm)

[Au(0)] = concentracion de semilla (M);

[HAuCl,] = concentacién de la disolucion de crecimiento (M)

En nuestro caso, para realizar el crecimiento hasta Ri= 25 nm, se precisoé
de una concentracion de Au(0) 0.049 mM, y una disolucion de HAUCIs de
concentracion 1 mM. Ademads, para que la reduccion tuviera lugar, se
anadidé dcido ascoérbico, como agente reductor, y CTAB, como
estabilizante.

En una segunda etapa, antes de proceder al recubrimiento polimérico
de los nuUcleos metdlicos, fue necesaria la funcionalizacién de la
superficie de éstos con una molécula que aportara un doble enlace
terminal, que sirve para enlazar con la molécula de mondmero de interés
mediante una posterior polimerizacion que trascurre por mecanismo
radicalario. Para ello se utilizd 3BA (Figura C.1.8).

En una tercera etapa, se llevd a cabo el recubrimiento de la particula
modificada con 3BA (Au@3BA) con el polimero, empleando 4-vinilpiridina
(4VP) o N-isopropilacriamida (NIPAM), obteniéndose particulas
Au@microgel (Figura C.1.8.). Este recubrimiento se realizd mediante
polimerizacion radicalaria iniciada por el compuesto V50, y anadiendo
un agente entrecruzante, N,N’-metilenbisacrilamida (BA).
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Con objeto de analizar el efecto del grado de entrecruzamiento enlared
polimérica durante la posterior eliminacion del nicleo de Au(0), se
realizaron varias sintesis variando la cantidad de BA. En concreto, 5, 10y
15 % en mol con respecto al mondmero (4VP o NIPAM).

La concentracion de Au(0) en las dispersiones coloidales de los sistemas
hibridos obtenidos, Au@microgel, fambién se determind mediante UV-Vis,
usando como valor de longitud de onda el maximo del plasmon, 520 nm,
en lugar de 400 nm, para que no afectara la dispersion (scattering) de la
luz incidente producido por el microgel. Conocido este valor de
concenftracion, se prepararon disoluciones de concentracion 0.5 mM.

Finalmente, en la cuarta etapa, el nicleo de oro de estos sistemas
hibridos se oxid6 por tratamiento con una disolucion de HAuUCIs (sal de
Au3*) en presencia del estabilizante CTAB, siendo la cantidad anadida de
ion Aud* la mitad de la concentracion de Au(0) en nuestra dispersion de
nanoparticulas.

La morfologia hibrida inicial tipo nucleo@corteza de las particulas
preparadas, asi como su estructura hueca final, se ha confimado
mediante andlisis por microscopia electronica de transmision (TEM). La
dimension de las particulas y su variacion en funcidon de la temperatura y
el pH, se controlaron mediante mediciones de dispersion dindmica de luz
(DLS). La velocidad de oxidacion del nucleo de Au, asi como la difusion
de la mezcla Au3*/CTAB a través de la red de microgel, se obtfuvo
analizando la disminucidn en la banda de absorcidon de plasmon de
Au(0) durante el proceso de oxidacion.!¢7

Las imdgenes TEM representativas de los resultados obtenidos para
PNIPAM se incluyen en la Figura C.1.9, donde se muestran tanto sistemas
nucleo@corteza (Figura C.1.9.A) como huecos (Figura C.1.9.B). También
se muestran imdagenes de los sistemas AU@PNIPAM en la Figura C.1.10. Los
resultados obtenidos para p4VP se detallan en el apartado C.1.2.3.

167 Singh, N., Lyon, L. A. (2007). Au nanoparticle templated synthesis of pPNIPAM nanogels. Chem.
Mater., 19(4), 719-726.
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Figura C.1.9. Iméagenes TEM representativas A) del sistema Au@pNIPAM y B) de microgeles
de pNIPAM huecos al 10 % de BA.

Como puede observarse en la Figura C.1.9, mediante este procedimiento
se obtuvieron microgeles huecos en los que el nicleo de Au se elimind
por oxidacion realizada sobre sistemas hibridos nucleo@corteza de
AU@pPNIPAM.

El sistema inicial AU@pPNIPAM estaba constituido por un nicleo de oro
esférico de 50 nm recubierto por una capa de pNIPAM (Figura C.1.9.A).
El andlisis de las dimensiones de las particulas de oro se ha realizado
midiendo un total de 100 AuNPs, y este estudio reveld un didmetro
promedio del nicleo de 48.6 £ 3.4 nm.

En este sistema, la porosidad de microgel permite que difunda el
complejo AuCls/CTAB a través de la red polimérica hacia la superficie
del nucleo de oro. Como se ha comentado, para estudiar este aspecto,
se han preparado microgeles empleando diferentes cantidades de
agente entrecruzante (BA). Las variaciones de concentracion de BA
influyen en la forma de difundir los iones AuCls/CTAB a fravés del gel, y
con ello influird en la velocidad de oxidacion.
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Como se ha publicado anteriormente, 168 |a constante de equilibrio para
oxidar Au(0) con AuCls a AuCly es muy baja (Ecuacion [2]), lo que indica
que es un proceso desfavorecido. Sin embargo, la presencia de iones
bromuro (Br) altera los potenciales redox y permite la oxidacion de Au(0)
a AuCly.

AUCls+ 2AU(0) + 2CF — 3AUCIy 2]

La natfuraleza nuUcleo@corteza de todos los sistemas hibridos
termosensibles fabricados a distintos grados de entrecruzamiento se
verificd mediante andlisis TEM. La Figura C.1.10 incluye imagenes TEM
para sistemas AU@PNIPAM a 5, 10y 15 % de BA, respectivamente. Como
se observa, el sistema hibrido estd formado por un nicleo de Au(0) que
se encuentra rodeado por una cubierta de polimero. En todos los casos
se aprecian esferas de oro (alto contraste) recubiertas por una cubierta
de microgel monodisperso (bajo contraste). Esta muestra también fue
comentada en la Figura C.1.9.

168 Rodriguez-Fernandez, J., Pérez-Juste, J., Mulvaney, P., Liz-Marzan, L. M. (2005). Spatially-directed
oxidation of gold nanoparticles by Au(IIlI)~CTAB complexes. J. Phys. Chem. B, 109(30), 14257-
14261.
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Figura C.1.10. Imégenes TEM de microgeles hibridos Au@pNIPAM
aA)5%,B)10 %y C) 15 % de BA.
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El tamano de estas particulas AU@PNIPAM fue medido a diferentes
temperaturas mediante DLS. A 27 °C, donde el polimero se encuentra
expandido, y a 50 °C, temperatura a la que se encuentra colapsado. En
la Tabla C.1.1. se incluye el didmetro hidrodindmico (Dn) medido
mediante DLS en ambos estados del microgel (hinchado y colapsado)
para las fres diferentes densidades de entrecruzamiento sintetizadas.

Tabla C.1.1. Didmetro hidrodinamico (Dn) para el sistema Au@pNIPAM sintetizado
con diferentes porcentajes de agente entrecruzante (BA), 5, 10y 15 %, tanto en el
estado hinchado como colapsado del microgel.

Sistema hibrido 5% BA 10 % BA 15 % BA
Dh (nm) Dh (nm) Dh (nm)
Au@pNIPAM (27 °C) 460 435 412
Au@pNIPAM (50 °C) 214 201 210

Como se puede comprobar, a 27 °C el tamano final del sistema
AU@pPNIPAM depende del grado de entrecruzamiento en la red de
microgel. El didmetro hidrodindmico disminuye de 460 nm para el 5% de
BA hasta 435y 412 nm para el 10 y 15 % de BA, respectivamente. Sin
embargo, a 50 °C casi no hay variacion en los didmetros medidos.

Esta dependencia puede explicarse con la teoria de Flory,'¢? la cual
establece que el comportamiento macroscépico de un microgel estd
determinado por tres contribuciones, una componente osmodtica de
mezcla, otfra componente osmadtica idnica y, la debida a la componente
osmotica eldstica. Un polimero con una baja densidad de reticulacion
tiene una transicion de fase mads intensa debido a que la componente
eldstica es mds baja en este caso.

Esto quiere decir que, a 27 °C, por debajo de la transicion de fase del
PNIPAM, el microgel puede expandirse en mayor medida al bagjar el
porcentaje de entrecruzante. Sin embargo, a 50 °C, el pNIPAM se
encuentra completamente colapsado debido a que las moléculas de

169 P.J. Flory. Principles of Polymer Chemicals. Cornell Univ. Press, Ithaca, NY. 1953.
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agua son expulsadas del interior de la red polimérica. Esto explica que el
didmetro hidrodindmico medido en las tres densidades de reticulacion
estudiadas fue similar (~ 210 nm) en el estado colapsado.

Como ya se ha mencionado, la difusion de AuCls/CTAB dependerd de
la porosidad del microgel a través de la red polimérica, hasta llegar a la
superficie de oro (nUcleo). La Figura C.1.11 incluye imdgenes TEM
representativas del sistema Au@pNIPAM al 10 % de BA después de la
oxidacion total del nicleo. Es importante resaltar que no se observa oro
residual dentro de los microgeles, lo que demuestra una total difusion de
AuUCls/CTAB a través de la red de microgel.

Figura C.1.11. A) y B) Iméagenes TEM representativas de distintas muestras de
nanoparticulas huecas de pNIPAM con 10 % de BA.

C.1.2.2. Cinética de la difusion de los reactivos y oxidacion del nucleo en
sistemas Au@pNIPAM

Como es bien sabido, las nanoparticulas de metales nobles producen
una banda de absorcidon en la region visible del espectro debida al
plasmon superficial. En consecuencia, la oxidacion del oro puede
controlarse mediante espectroscopia UV-vis en todos estos sistemass.

La Figura C.1.12 muestra la evoluciéon temporal del espectro de absorciéon
UV-vis durante la oxidacion de Au(0) para los sistemas AuU@pNIPAM con
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5, 10y 156 % de BA a 27 °C (estado hinchado) y a 50 °C (estado
colapsado).

En el momento inicial de los ensayos (1= 0s), los espectros UV-vis muestran
dos picos principales, que corresponden a la banda de plasmén
superficial para Au@pNIPAM, ubicada a aproximadamente 535 nm, y la
banda de absorcion correspondiente al complejo Aud*/CTAB, cenfrada
a 400 nm. Una disminucidon con el fiempo en la intensidad de la banda a
535 nm confirma la oxidacion del nicleo metdlico, lo que se traduce en
una reduccion el tamano de particula de Au(0) hasta la eliminacion total
del nucleo (Figuras C.1.9 y C.1.11). La reaccion de oxidacion fue
monitoreada tomando espectros cada 10 minutos en el rango espectral
de 300 a 1000 nm.

Como se observa en la Figura C.1.12, su desaparicion y con ello la
oxidacion total, se produce a aproximadamente a 300 min de reaccion,
en todas las muestras estudiadas a 27 °C. Sin embargo, en comparacion
con la oxidacion a baja temperatura, el tiempo necesario para oxidar
completamente el nicleo de oro se reduce a ~ 70 min cuando la
reaccion se lleva a cabo a 50 °C.
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Figura C.1.12. A), B) y C) Evolucién temporal del espectro de absorcion UV-vis durante la
oxidacion del nicleo de Aua 27 °Cy C), D) y E) a 50 °C para los sistemas Au@pNIPAM con 5
%, 10 % y 15 % de agente entrecruzante (BA), respectivamente.
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En la Figura C.1.13 (A, a 27 °C; y B, a 50 °C) se incluyen las grdficas en la
que se representa la disminucion del valor de la absorbancia de la banda
plasmonica normalizada conrespecto al tiempo de oxidacion para cada
uno de los tres porcentajes de entrecruzante, 5 % (cuadrado negro), 10 %
(circulos rojos) y 15 % (tridngulos azules), para ambas temperaturas. En
estas graficas, cada punto representa el promedio de tres mediciones
UV-Vis.
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Figura C.1.13. Absorcion normalizada de la banda del plasmon superficial del Au(0) con
respecto al tiempo de oxidacion para sistemas de Au@pNIPAM con el 5 % (cuadrados
negros), 10 % (circulos rojos) y 15 % (triangulos azules) de agente entrecruzante (BA) a A)
27°CyB)50°C.

Del andlisis de esta grafica se puede concluir:

i. en primer lugar, que la velocidad de oxidacion de Au(0) a Au*
depende del porcentaje de agente entrecruzante dentro de la
red de microgel,

i. que este efecto se observa a ambas temperaturas,

ii. 'y que una disminucién en el contenido de BA da como resultado
una mejor o menos impedida difusion del complejo AuCls/CTAB a
la superficie del nicleo de oro y, en consecuencia, und
disminucidon mds rdpida en la banda de plasmdn de absorcion.

A partir de los datos de la Figura C.1.13, se ha determinado la constante
de velocidad de oxidacion y el pardmetro de difusion del complejo
AUCls/CTAB, para las tres densidades de reticulacion (5, 10y 15 % de BA)
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y en los dos posibles estados de microgel (hinchado y colapsado). Estos
pardmetros sélo han sido investigados previamente para nanoparticulas
de oro recubiertas con polimeros conductores y un copolimero de NIPAM.
En todos estos casos la disolucion del nucleo de oro se llevé a cabo
utilizando KCN, 170,171

En esta memoria, la constante de velocidad de oxidacion de Au se ha
obtenido siguiendo el mismo procedimiento utilizado previomente por
Lyon y col.!72 Este pardmetro se obtuvo mediante el ajuste a una funcioén
exponencial de la disminucion de la absorcion de la banda del plasmon
normalizado en funcion del tiempo.

En la Tabla C.1.2 se muestran los valores calculados de la constante de
velocidad para los ensayos realizados a 27 °C y 50 °C.

Tabla C.1.2. Constantes de velocidad de oxidacién de Au(0) a 27 y 50 °C para el sistema
hibrido AU@pNIPAM con 5, 10 y 15 % de BA.

Temperatura/°C  k(s') 5% BA k(s')10% BA k(s7) 15 % BA

27 1.01 x 1072 8.90x 1073 6.40x 1073
50 5.40x 1072 4.90x 1072 4.40x 1072

Como se observa, los valores de la constante de velocidad de oxidacion
del nUcleo de oro disminuyen a medida que aumenta la cantidad de
entrecruzante en la red de microgel, con valores para 27 °C de 1.01 x 10-
2,890x 103y 6.40x 103s1para 5, 10y 15 % de BA, respectivamente. Esto
supone una disminucién del 37 % cuando se pasa del 5 al 15 % de BA para
el sistema en estado hinchado (temperatura de 27 °C).

170 Singh, N., Lyon, L. A. (2007). Au nanoparticle templated synthesis of pNIPAM nanogels. Chem.
Mater., 19(4), 719-726.

171 Marinakos, S. M., Novak, J. P., Brousseau, L. C., House, A. B., Edeki, E. M., Feldhaus, J. C.,
Feldheim, D. L. (1999). Gold particles as templates for the synthesis of hollow polymer capsules.
Control of capsule dimensions guest encapsulation. J. Am. Chem. Soc., 121(37), 8518-8522.

172 Singh, N., Lyon, L. A. (2007). Au nanoparticle templated synthesis of pPNIPAM nanogels. Chem.
Mater., 19(4), 719-726.
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También se han determinado las constantes de velocidad de oxidacion
para los tres microgeles de AU@pNIPAM a 50 °C (Tabla C.1.2). Como se
observa, las constantes de velocidad disminuyen a medida que aumenta
la cantidad de entrecruzante, con valores de 5.40 x 102, 4.90 x 102y 4.40
x 102 st para 5, 10 y 15 % de BA, respectivamente. Sin embargo, la
variacion (en %) en los valores de dichas constantes cinéticas a 50 °C es
del 18 %. Una disminucidon menor en comparacion con la obtenida a 27
°C. Este hecho se puede explicar en base a que a 50 °C, cuando el
PNIPAM se encuentra en estado colapsado y el polimero posee una baja
canfidad de moléculas de agua en su interior, la distancia a recorrer por
el complejo oxidativo hasta la superficie de Au(0) es menor que en el
caso hinchado. En consecuencia, los valores a 50 °C son mds altos en
comparacion con los de 27 °C.

Los valores de constante de velocidad de oxidacion obtenidos se
encuentran en el mismo orden de magnitud que los obtenidos por Lyon y
col. parala oxidaciéon de Au(0) en particulas de AU@PNIPAM-co-AAC con
diferentes espesores de microgel y utilizando, como se ha mencionado,
KCN como agente oxidante. Asimismo, estos autores estudiaron el
proceso a temperaturas de 25 y 45 °C. En ese caso las constantes de
velocidad medidas fueron del orden de 2.30 x 1035 a 25 °C y de 2.40 x
10351 a 45 °C.
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Figura C.1.14. Constante cinética de la oxidacion del nucleo de
Au a 27 °C (cuadrados negros) y a 50 °C (circulos rojos) para
nanoparticulas de Au@pNIPAM a 5, 10 y 15 % de BA.
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En la Figura C.1.14 se representan los valores de las constantes de
velocidad para la reaccion de oxidacion del nucleo de Au(0) en sistemas
AU@PNIPAM a 5, 10y 15 % de BA a 27 °C (cuadrados negros) y a 50 °C
(circulos rojos).

Es importante mencionar que el aumento en los valores de la constante
cinética de oxidacion con la temperatura estd en concordancia con la
Ley de Arrhenius.173

e Coeficiente de difusion del oxidante

Como segundo pardmetro de este proceso oxidativo, ademds de los
valores de las constantes cinéticas de oxidacion, también se ha
calculado el coeficiente de difusion del oxidante, el complejo AuCls
/CTAB.

Este parédmetro ha sido determinado siguiendo el procedimiento
publicado por Marinakos y col. Estos autores investigaron el coeficiente
de difusion para KCN durante la oxidacion del nucleo de nanoparticula
de oro dentro de un recubrimiento polimérico conductor derivado de
polipirrol.174

Para ello, siguieron el modelo de difusion dentro de una esfera (Ley de
Fick), que se puede expresar de la siguiente forma,

1 _ (Ct_CO) _ b

—At.
= pe ;. con A=Drr?2/L? 3
(Cs—Cp) 3]

donde 1 es el numero pi, A y b son pardmetros constantes, D es el
coeficiente de difusion, L es la longitud que tiene que recorrer la especie

173 Carregal-Romero, S., Pérez-Juste, J., Hervés, P., Liz-Marzan, L. M., Mulvaney, P. (2010). Colloidal
gold-catalyzed reduction of ferrocyanate (III) by borohydride ions: a model system for redox catalysis.
Langmuir, 26(2), 1271-1277.

174 Marinakos, S. M., Novak, J. P., Brousseau, L. C., House, A. B., Edeki, E. M., Feldhaus, J. C.,
Feldheim, D. L. (1999). Gold particles as templates for the synthesis of hollow polymer capsules.
Control of capsule dimensions guest encapsulation. J. Am. Chem. Soc., 121(37), 8518-8522.
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difusora hasta llegar al ndcleo de la nanoparticula (espesor de microgel),
y Ct, Coy Cs, son las concentraciones de la especie que difunde a tiempo
t, a tiempo 0y en la superficie del microgel, respectivamente.

La solucidon de esta ecuacion depende de las condiciones iniciales
empleadas. En nuestras experiencias Co puede establecerse en 0, vy
debido a que la concentracion y la absorbancia son proporcionales (ley
de Lambert-Beer), la ecuacion [3] puede expresarse en términos de la
intensidad de la banda del plasmoén de oro normalizada, de la siguiente
forma:

AbSt
AbSO

= pe~At [4]

donde Abso y Absi son las intensidades de absorcidon UV-Vis de plasmdn
de oro antes de la oxidacion del nicleo de Au(0) y a un tiempo “t”
durante la reaccion de oxidacion, respectivamente.

Al tomar Ln(Absi/Abso) y representar graficamente los valores obtenidos
frente al tiempo (Figura C.1.15), se puede ajustar a la ecuacion de una
recta, donde el coeficiente A se obtiene de la pendiente de dicha recta.
En la Figura C.1.15 se muestra la representacion del ajuste de las
intensidades de la banda de plasmdn de absorcidon durante la oxidacién
de oro correspondiente a las tres densidades de entrecruzamiento
diferentes estudiadas, por debajo y por encima de la temperatura de
transicion de fase.
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Figura C.1.15. Ajuste de los valores de intensidad de la banda de absorcion UV-Vis del
plasmén de Au(0) en funcién del tiempo de difusion para nanoparticulas esféricas
poliméricas Au@pNIPAM con 5 % (cuadros negros), 10 % (circulos rojos) y 15 %

(tridngulos azules) a A) 27 °C y B) 50 °C.

En la Tabla C.1.3 se incluyen los valores del coeficiente de difusion
obtenidos a 27 y 50 °C. En ella, el valor Dn es el diametro hidrodindmico,
calculado mediante andlisis DLS, y L representa el espesor de la envoltura
polimérica, calculado como Dn/2.

Tabla C.1.3. Dh (Diametro hidrodinamico), L (espesor de microgel) y D (coeficiente de
difusion molecular), para los sistemas AuU@pNIPAM con 5, 10 y 15 % de BA

Dimensiones L y Dn (nm) 5% BA 10 % BA 15 % BA

Dn (27 °C) 460 435 412
L (27°C) 205 192.5 181

D (27 °C) (cm?/s) 71%x10712 26x1072 1.1x10712
Dk (50 °C) 214 212 210
L (50°C) 82 81 80

D (50 °C) (cm?/s) 6x10713  23x1071% 1.9x 1074
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Estos valores de coeficiente de difusion para el sistema Au@pNIPAM a 5,
10 y 15 % de BA se representan de forma grdfica en la Figura C.1.16
(cuadros negros para 27 °C, y circulos rojos para 50 °C).
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Figura C.1.16. Coeficiente de difusion para el sistema Au@pNIPAM a 5, 10
y 15 % BA a 27 °C (cuadros negros) y 50 °C (circulos rojos).

Como se puede observar, a 25 °C el coeficiente de difusion del complejo
AuCls/CTAB a través de la red de microgel disminuye a medida que
aumenta el porcentaje de agente entrecruzante, tomando valores de 7.1
x 1012, 257 x 102 y 1.12 x 102 cm?/s para 5, 10 y 15 % de BA,
respectivamente.

Estos valores son del mismo orden de magnitud que los obtenidos por
Marinakos y col. para las nanoparticulas recubiertas con polipirrol (1.5 -
5.0 x 1012 cm?2/s).175

Los coeficientes de difusion para la oxidacion del nicleo a 50 °C (Figura
C.1.16 y Tabla C.1.3) se han calculado siguiendo el mismo procedimiento.
En este caso, como el microgel estd en el estado colapsado, los valores
de L son mds bajos en comparacion con aquellos a 27 °C (véase tabla
C.1.3). Como se esperaba, a 50 °C, los coeficientes de difusidn disminuyen

175 Marinakos, S. M., Novak, J. P., Brousseau, L. C., House, A. B., Edeki, E. M., Feldhaus, J. C.,
Feldheim, D. L. (1999). Gold particles as templates for the synthesis of hollow polymer capsules.
Control of capsule dimensions guest encapsulation. J. Am. Chem. Soc., 121(37), 8518-8522.
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a medida que aumenta el porcentaje de entrecruzante, siendo 6.0 x 10-
13,23 x 1013y 1.9x 1018 cm?/s para 5, 10y 15 % de BA, respectivamente.

Al contrario de lo que ocurre con las constantes de velocidad de
oxidaciéon, cuyos valores eran muy similares a ambas temperaturas, los
coeficientes de difusion son un orden de magnitud menor a 50 °C, en
comparacion con los de 27 °C. Al representar los valores de D frente a los
porcentajes de BA, incluidos en la tabla C.1.3, tal como se ha mostrado
en la Figura C.1.16, se revela una menor dependencia de la difusion de
agente oxidante con el porcentaje de entrecruzante, cuando el sistema
se encuentra en estado colapsado.

C.1.2.3. Preparacion, caracterizacion y morfologia de los sistemas
hibridos pH-sensibles Au@p4VP y p4VP huecos

La preparaciéon de los microgeles compuestos de p4VP se ha realizado
siguiendo la sintesis descrita en el apartado C.1.2.1, y cuyo detalle se ha
incluido en la Parte Experimental de esta memoria. La sintesis se
representa de forma esquematica en la Figura C.1.8.

En la Figura C.1.17 se incluyen imdagenes TEM representativas de los
sistemas hibridos Au@p4VP preparados. La sintesis, al igual que con los
microgeles de pNIPAM ha sido realizada con tres densidades distintas de
entrecruzante, BA. Sin embargo, se puede observar que, a diferencia del
sistema Au@pNIPAM descrito en el apartado anterior, el ndcleo de oro no
se encuentra en el cenfro de la estructura hibrida Au@p4VP. Esta
circunstancia ya se habia observado con anterioridad.!7é Esta situacion
indica que, para este mondmero, la polimerizacidén no se produce
alrededor de la superficie de la nanoparticula de Au(0) de manera
homogénea.

Este hecho se puede explicar en base a la naturaleza hidrofébica de 4VP,
ya que a pH~6, que es el pH del medio en el que franscurre el proceso de
polimerizacion, el nitrogeno de 4VP no se encuentra protonado, teniendo

176 Clara-Rahola, J., Moscoso, A., Belén Ruiz-Muelle, A., Laurenti, M., Formanek, P., Lopez-Romero,
J. M., Contreras-Céaceres, R. (2018). Au@p4VP core@shell pH-sensitive nanocomposites suitable for
drug entrapment. J. Colloid Interf. Sci., 514, 704—-714.
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un alto cardcter hidréfobo. Por otra parte, las moléculas de CTAB unidas
en la superficie de Au(0) en forma de bicapas, estdn cargadas
positivamente,!”7 por lo que son de naturaleza hidréfila. Por esta razdn,
creemos que la tendencia en el crecimiento de un polimero hidréfobo
que rodea la superficie de oro hidrofilica no es favorable debido a la
diferente naturaleza entre el polimero y la superficie de oro. En
consecuencia, una vez que la pelicula de p4VP comienza a formarse en
la superficie del metal, el mondmero tiene mdas afinidad por crecer sobre
si mismo, que a rodear la superficie de la particula de Au(0). Este hecho
da lugar a la formacion de parficulas tipo Janus, en lugar de las
esperadas estructuras tipo nicleo@corteza, similares a las obtenidas con
el pNIPAM.

177 Contreras-Caceres, R., Pacifico, J., Pastoriza-Santos, 1., Pérez-Juste, J., Fernandez-Barbero, A., Liz-
Marzan, L. M. (2009). Au@pNIPAM thermosensitive nanostructures: control over shell cross-linking,
overall dimensions, core growth. Adv. Funct. Mater., 19(19), 3070-3076.
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<% =

Figura C.1.17. Imégenes TEM representativas de particulas
Au@p4VP con A) 5 %, B) 10 % y C) 15 % de BA.

130



Capitulo 1. Cinética de la eliminacion del nucleo de oro

El tamano de estas nanoparticulas ha sido medido mediante DLS. En la
Tabla C.1.4 se incluyen los valores obtenidos, tanto para el estado
hinchado como para el colapsado, y para las fres densidades de
entrecruzante utilizadas.

Como se puede comprobar, el tamano de particula final depende del
grado de entrecruzamiento en la red de microgel. El didmetro
hidrodindmico en el estado hinchado disminuye a medida que aumenta
el porcentaje de BA, pasando de 293 nm conun 5 % de BA a 274 nm con
un 15 % de BA. Esta disminucion volumétrica es menor que la observada
para los sistemas AU@pPpNIPAM con estos mismos grados de
entfrecruzamiento. Esto se puede explicar por la naturaleza hidréfoba del
microgel, ya que este fiene una tendencia menor a llenarse de
moléculas de agua.

Por otra parte, se puede observar, a partir de los datos de la Tabla C.1.4,
que la variaciéon del didmetro hidrodindmico asociada al porcentaje de
entfrecruzante es muy baja para sistemas en estado colapsado (pH= 7).

Tabla C.1.4. Didmetro hidrodinamico para el sistema Au@p4VP sintetizado
con tres grados de agente entrecruzante, 5, 10 y 15 % de BA para los
estados hinchado y colapsado del microgel

Sistema hibrido 5% BA 10 % BA 15 % BA
Dh /nm Dnh /nm Dnh /nm

Au@p4VP (pH 2) 293 281 274
Au@p4VP (pH 7) 120 118 116

El nUcleo de Au(0) de estos sistemas tipo Janus de Au@p4VP también fue
eliminado por tratamiento con una mezcla de AuCls/CTAB, la cual, como
se ha mencionado anteriormente, induce la oxidacién del nucleo de oro
(a Aut).

En la Figura C.1.18 se muestran imdgenes de microscopia TEM
representativas de los sistemas Au@p4VP preparados con un 10 % de BA
antes y después de la oxidacion completa del nucleo de Au. Como se
esperaba, se puede observar que el hueco(senalado con flechas rojas)
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se encuentra en la misma posicion donde se encontraba el nicleo de
oro antes de la oxidacion. Esto sugiere que el procedimiento de oxidacion
es diferente si se compara con el sistema AU@pNIPAM.

C)

AuCl;/CTAB
MN AuCl,/CTAB

Au@p4VP Janus

Figura C.1.18. Imagenes representativas TEM de nanoparticulas: A) Au@p4VP, B) p4VP
al 10 % de BA tipo Janus (el hueco se muestra con una flecha roja). C) Representacion
esquematica para las dos posibles rutas de oxidacion en particulas Au@p4VP.

En el caso anterior, AU@PNIPAM, la oxidacidn se producia por difusidon
homogénea del complejo AuCls/CTAB a tfraves de toda la red de
microgel, ya que el nicleo estaba ubicado en el cenfro. Sin embargo,
para el sistema Au@p4VP, encontramos que el complejo AuCls/CTAB
puede alcanzar la superficie del nicleo de oro por dos caminos distintos;
por la parte recubierta, a través del microgel p4VP (como en el caso
anterior), o a través de la parte no recubierta.

La Figura C.1.18.C incluye una representacion grafica de las dos posibles
rutas del complejo AuCls/CTAB durante la oxidacion del nicleo de Au,
una ruta de oxidacion directa y ofra ruta de oxidacion no directa (por
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difusion del reactivo a través del microgel). El mecanismo mas plausible
seria la oxidacion directa, ya que es mds rdpida debido a una ausencia
total o parcial de impedimento estérico o de difusion asociado a la
presencia del polimero, pero para demostrar y explicar este enfoque, en
el siguiente apartado (C.1.2.4) se calcula la constante de velocidad de
oxidaciéon de oro para los tres sistemas sintetizados, cada uno con distinto
porcentaje de agente entrecruzante.

C.1.2.4. Cinética de la difusion de los reactivos y oxidacion del nicleo en
sistemas Au@p4VP

Como se ha mencionado anteriormente, el polimero p4VP es sensible al
pH y presenta dos estados diferentes, uno por debajo de pH~4.8
(hinchado) y ofro por encima (colapsado). Por debajo de este valor de
pH, los dtomos de nitrdgeno se encuentran protonados, las fuerzas
repulsivas provocan que el microgel se hinche y las moléculas de agua
puedan difundir y alojarse dentro de la red del microgel. Por encima de
este valor de pH, los grupos nitrogeno se desprotonan, y las fuerzas
hidrofobas se vuelven dominantes, promoviendo asi un colapso del
microgel. Por esta razon, hemos investigado la oxidacion del nucleo de
oro para las tres densidades de entrecruzante, a pH 2y pH 7.

Al igual que en el caso del AU@pPNIPAM, el proceso de oxidacién de oro
fue monitoreado por espectroscopia UV-vis, ftomando espectros cada 10
minutos en el rango espectral de 300 a 1000 nm.

En la Figura C.1.19 se muestra la evolucion temporal del espectro de
absorcion UV-vis de la reaccion de oxidacion del nicleo de oro para los
sistemas Au@p4VP con 5, 10y 15 % de BA a pH 2 (estado hinchado) y a
pH 7 (estado colapsado), respectivamente.
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Figura C.1.19. A), B) y C) Evolucién temporal del espectro de absorcion UV-Vis
durante la reaccion de oxidacion del nucleo de Au(0) apH 2y D), E)yF)apH7
para Au@p4VP al 5, 10 y 15 % de entrecruzamiento, respectivamente
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La oxidacion del nicleo de Au(0) se realiza empleando el complejo
AU3t/CTAB vy siguiendo el mismo procedimiento que en el caso de las
particulas de Au@pNIPAM. Al igual que en el caso anterior, se observan
dos maximos de absorcion en los espectros UV-vis para todas las
densidades de entrecruzante ensayadas y ambos valores de pH. La
disminucion de la intensidad de la banda del plasmén a 535 nm, atribuida
al nucleo de Au(0), confirma la oxidacion progresiva del nucleo metdlico.

En estas figuras se puede observar que la eliminacién completa del
nucleo de Au(0) en las particulas a pH 2, es decir, la desaparicion de la
banda a 535 nm se produjo después de 600 min de reaccion (Figura
C.1.19.A-C), mientras que el fiempo necesario para oxidar
completamente el nicleo de oro a pH 7 es mayor, llegando a 900 min
(Figura C.1.19.D-F).

La evolucion temporal de la absorcion normalizada de esta banda de
UV-Vis se muestra en la Figura C.1.20 para los 3 porcentajes de
entrecruzante diferentes, 5 % (cuadrados negros), 10 % (circulos rojos) y
15 % (tridngulos azules) a pH 2y a pH 7.
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Figura C.1.20. Absorcion normalizada de la banda de plasmén de Au(0) con respecto al
tiempo de oxidacion para el sistema Au@p4VP con 5 % (cuadrados negros), 10 % (circulos
rojos) y 15 % (triangulos azules) a A) pH 2y B) pH 7.
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De estos resultados se puede concluir que la velocidad de oxidacion de
AuU(0) es menos dependiente de la densidad de entfrecruzante en la red
de microgel que en el caso de AU@PNIPAM (Figura C.1.13). A pH 7 las
lineas obtenidas son coincidentes (Figura C.1.20.B). Y como se observa,
para estas particulas de Au@p4VP, una disminucidon en el contenido de
BA no afecta de forma sensible a la velocidad de la reaccion de
oxidacioén, observandose una disminucion de la absorbancia similar para
los tres grados de agente entrecruzante ensayados.

Esta tendencia se confirmd obteniendo las constantes de velocidad de
oxidacion para cada densidad de entfrecruzante de los microgeles de
Au@p4VP, tanto a pH 7, como a pH 2. Estos valores se obtuvieron
ajustando la grdfica de la intensidad del plasmon normalizada en funcion
del tfiempo, procedimiento similar al seguido para el cdlculo de esta
constante en los sistemas de Au@pNIPAM. Los valores obtenidos se
muestran en la Tabla C.1.5, y se representan en la Figura C.1.21.

Como se observa, los valores de la constante de velocidad no cambiaron
de forma considerable con la cantidad de entrecruzante a pH 7. Si varian
de forma sensible a pH 2, con valores de 6.8 x 103, 6.3 x 103y 5.4 x 103571,
para los microgeles con 5, 10y 15 % de BA, respectivamente.

Estas minimas variaciones en las constantes de velocidad de oxidacion a
pH 7y apH 2 se pueden interpretar en base a que la difusion del oxidante
(el complejo AuCls/CTAB) se produce por la parte no recubierta de la
particula de Au(0), sin que exista practicamente oxidacion debida a la
difusion del complejo a través del polimero. Asimismo, en el estado
colapsado, el microgel deja menos huecos para la difusion del agente
oxidante, por lo que en este estado tiene todavia menos influencia en la
velocidad observada esta via de oxidacion (no directal).

Tabla C.1.5. Constantes de velocidad de oxidacién de Aua pH 2y pH 7
para el sistema hibrido Au@p4VP con 5, 10 y 15 % de BA.

pH k(s')5%BA k(s')10%BA k(s)15% BA

2 6,8x1073 6,3x 1073 5,4%x1073
7 4,1x1073 4,6 %1073 4,4x1073
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Figura C.1.21. Constantes de velocidad de la reaccion de
oxidacion a pH 2 (cuadrados negros) y pH 7 (circulos rojos) para
las nanoparticulas Au@p4VP con 5, 10y 15 % de BA.

« Coeficiente de difusion del oxidante

En el apartado anterior, para el sistema Au@pNIPAM, se calculd el
coeficiente de difusion mediante la metodologia utilizada previamente
por Feldheim y col.1”8 Este pardmetro se obtuvo siguiendo el modelo de
difusion dentro de una esfera (ley de Fick), tal como se describid en la
ecuacion [3].

En el caso de las particulas de AuU@pNIPAM, el valor de L pudo estimarse
porque el nucleo de Au(0) estd situado en el centro del sistema
nucleo@corteza. Sin embargo, como ha quedado demostrado en las
imdagenes TEM de las particulas Au@p4VP (Figura C.1.18), estas tienen una
estructura tipo Janus. Por ello, el grosor de la capa de polimero que
envuelve el nicleo de oro no es homogéneo, y en muchos casos, parte
de la particula de Au(0) se encuentra descubierta. En este caso no se
puede calcular un valor de L promedio.

178 Marinakos, S. M., Novak, J. P., Brousseau, L. C., House, A. B., Edeki, E. M., Feldhaus, J. C,,
Feldheim, D. L. (1999). Gold particles as templates for the synthesis of hollow polymer capsules.
Control of capsule dimensions guest encapsulation. J. Am. Chem. Soc., 121(37), 8518-8522.
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Esto Ultimo, unido a que los valores obtenidos para la constante de
velocidad de la reaccioén indican que la oxidacion se lleva a cabo por la
parte no recubierta, o menos recubierta del nucleo de Au(0), nos lleva a
la conclusidon de que no tiene sentido realizar el cdlculo del coeficiente
de difusién del oxidante AuCls/CTAB para las particulas Au@p4VP.

En el capitulo siguiente de esta Tesis, Capitulo 2, se hace un estudio de las
diferentes variables que influyen en la obtencidon de nanoparticula Janus
y la posibilidad de obtencidn de sistemas Au@p4VP con estructura tipo
nucleo@corteza.
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Capitulo 2. Optimizacidn de sistemas Au@p4VP tipo nlcleo@corteza

C.2.1. Antecedentes

Como se ha comentado en el Capitulo 1, la sintesis de nanoparticulas
hibridas Au@p4VP bajo las mismas condiciones que las seguidas para la
obtencion de AU@PNIPAM, conduce a particulas Au@p4VP tipo Janus.

Anteriormente, ya se conocia y se habia llegado a resultados similares en
sintesis de sistemas hibridos Au@p4VP. En nuestro grupo de investigacion
se habia publicado acerca de la influencia de la concentracion de
monoémero y el porcentaje de agente enfrecruzante en el didmetro y la
capacidad de hinchamiento de los sistemas Au@p4VP, respectivamente,
gue posteriormente fueron empleados en la encapsulaciéon, fransporte y
liberaciéon de fdrmacos de interés.’”? En estos estudios, se determind que
el didmetro hidrodindmico aumentaba con una disminucion del agente
entrecruzante (BA), y dicho didmetro aumentaba a mayor
concentracion de mondmero (4VP) en la sintesis, como se representa en
la Figura C.2.1. Se observa, que para una misma concentracion de BA (6
%), el tamano de la particula Janus aumenta proporcionalmente con la
concentracion de monémero, pasando de un tamano de 70 a 153 nm
de didmefro con concentraciones de p4VP de 75 a 150 mM,
respectivamente (Figura C.2.1, izquierda). Sin embargo, no se observd
cambio en el tamano cuando se aumentd la concentracion de
entrecruzante (de 1 a 3 %) pero se manftuvo constante la de mondmero
(Figura C.2.1, derecha).

179 Clara-Rahola, J., Moscoso, A., Belén Ruiz-Muelle, A., Laurenti, M., Formanek, P., Lopez-Romero,
J. M., Contreras-Caceres, R. (2018). Au@p4 VP core@shell pH-sensitive nanocomposites suitable for
drug entrapment. J.Colloid Interf. Sci., 514, 704-714.
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Figura C.2.1. Esquema sintético seguido en el estudio de la influencia del contenido de
mondmero y agente entrecruzante en la sintesis de microgeles hibridos Au@p4VP.

Aparte de este andlisis, como se ha comentado en el Capitulo 1, en la
bibliografia solo se ha descrito la sintesis de nanoestructuras huecas
sensibles al pH compuestas de copolimeros derivados de 4VP y estireno
(p4VP-co-PS)180.181 v de 4VP y acrilonitrilo (p4VP-co-PAN). Estas estructuras
tienen la particularidad de que cuando se auto ensamblan lo hacen en
forma de nanoesferas huecas.182

Sin embargo, no se han encontrado en la bibliografia publicaciones
acerca de estructuras de p4VP con hueco en el centro, obtenidas a partir
de sistemas nUcleo@corteza en las que el nicleo es un metal.

180 Wang, Y., Hu, L., Yin, Q., Du, K., Zhang, T., Yin, Q. (2019). Multi-responsive hollow nanospheres
self-assembly by amphiphilic random copolymer and azobenzene. Polym., 175, 235-242.

181 Hong, J., Cho, J., Char, K. (2011). Hollow capsules prepared from all block copolymer micelle
multilayers. J. Colloid Interf. Sci., 364(1), 112—-117.

182 Zhang, T., Jin, C., Wang, L., Yin, Q. (2014). One-step synthesis of hollow polymeric nanospheres:
self-assembly of amphiphilic azo polymers via hydrogen bond formation. RSC Adv., 4(69), 36882—
36889.
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Para controlar la morfologia de estas particulas de Au@p4VP se ha
seguido una metodologia similar a la descrita en el capitulo anterior,
estabilizando la dispersion de nanoparticulas de oro con CTAB vy
funcionalizando este nUcleo central con 3BA. Posteriormente, se incluye
la cubierta polimérica sensible al pH con 4VP (mondmero) y BA (agente
enfrecruzante). En el apartado 3 de esta tesis, Parte Experimental, se
describen los procedimientos seguidos.

Del andlisis de las variables que influyen en este procedimiento
experimental, se han extraido una serie de resultados que se detallan a
continuacion en este Capitulo 2. En concreto, se analiza la influencia del
pH del medio, disolvente, tamano del nicleo de Au(0), porcentaje de
agente entrecruzante, estabilizador, funcionalizacion de la superficie del
nucleo de Au(0), empleo de otros iniciadores radicalarios, y por Ultimo, la
inclusion de otros agentes de copolimerizacion.
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C.2.2. Resultados y discusion

C.2.2.1. Influencia del pH

Inicialmente se estudio la polimerizacion en medio ligeramente acido, por
debajo del pKa de 4VP, en concreto a pH 4. Se pensd que redlizar la
polimerizacion sobre la AuUNP en estas condiciones podria conducir a la
obtencion del microgel en estado expandido, con el nitrdbgeno del resto
de piridina en estado protonado, pudiendo dejar el nucleo de Au(0) en
el centro de un sistema Au@p4VP.

Para ello, se prepararon nucleos de Au(0) de 50 nm de didmetro, los
cuales fueron funcionalizados con dcido 3-butenoico. A continuacion,
después de ajustar el pH a 4, por adicion de HCI, se procedié al
crecimiento del polimero bajo idénticas condiciones de reaccion y
canfidades de mondmero y agente entrecruzante, que las seguidas en
la sintesis de los sistemas tipo Janus, tal como se describe en la Parte
Experimental.

Tras unos minutos de reaccion, se observd decoloracion en la disolucidon
y la aparicion de un precipitado de color negro.

Se tomd una dlicuota del crudo de reaccidén para su estudio por
microscopia TEM (Figura C.2.2.A). Del andlisis de las imagenes obtenidas
se confirma que solo se produce la agregacion de las particulas de oro y
no se observan nanoparticulas recubiertas de microgel, ni tampoco la
formacién de microgeles libres.

C.2.2.2. Influencia del estabilizante y del entrecruzante

Como se ha indicado en la seccion de Antecedentes de este capitulo,
cuando se realizd el estudio de oxidacion del nucleo de Au(0) en los
sistemas Au@p4VP, se observd en las imagenes de TEM, que el grado de
entrecruzante afectaba en pequena medida al recubrimiento de las
nanoparticulas de Au(0). No obstante, se observa que a medida que el
porcentaje de entrecruzante disminuye, la nanoparticula de Au(0) se
situa ligeramente mds centrada.
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Esto concuerda con los resultados obtenidos por Clara-Raola y col.183

Para estudiar el efecto del estabilizante, se han preparado muestras de
Au@p4VP con concentfraciones pequenas de BA, del ordendel 1 a 2.5 %
mol con respecto a la cantidad de mondmero 4VP. En estas condiciones
se analizo el efecto del tipo de tensioactivo. Para ello, en lugar de utilizar
CTAB, se empled CTAC en las mismas concentraciones que el primero, y
en todas las etapas del proceso de sintesis, a partir de la preparacion de
las nanoparticulas de Au(0) de 50 nm.

El tensioactivo (CTAC), al tener un contraion de menor tamano, cloruro
(CI) en lugar de bromuro (Br) como es el caso de CTAB, se puede llegar
a pensar que se forma una capa mds compacta alrededor de la
superficie y estabilizar la nanoparticula de Au(0). Con ello, se formaria una
capa mads hidréfoba que permitiria un recubrimiento mds uniforme de
microgel de p4VP.

Como resultado del andlisis por microscopia TEM de la dispersion de
Au@p4VP obtenida, se observa que el recubrimiento sobre el nicleo de
oro es desigual, tal como se puede comprobar en la imagen incluida en
la Figura C.2.2.B. En ella se observa la formacioén de nanoparticulas de
p4VP puras, y algunas particulas de Au(0) parcialmente recubiertas.

La nanoparticula de Au(0), en los casos en los que se observa formacion
de polimero sobre ella, se queda al borde del sistema nicleo@corteza.
Por ello, se descarté el cambio de CTAB por CTAC, al no producir el efecto
esperado de centrar el nicleo metdlico en la particula polimérica.

183 Clara-Rahola, J., Moscoso, A., Belén Ruiz-Muelle, A., Laurenti, M., Formanek, P., Lopez-Romero,
J. M., Contreras-Caceres, R. (2018). Au@p4 VP core@shell pH-sensitive nanocomposites suitable for
drug entrapment. J. Colloid Interf. Sci., 514, 704-714.
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Figura C.2.2. Imagenes TEM de sistemas Au@p4VP obtenidos A) en medio acido, agua
pH< 4.5, B) utilizando CTAC en lugar de CTAB, C) empleando como disolvente en la
reaccion de polimerizacién una mezcla de agua/tolueno 200:1 y D) usando ndcleos de Au
de 18 nm de didmetro.

C.2.2.3. Influencia del iniciador de polimerizacién

Otras de las variables que pensamos que podria influir es el tiempo de
polimerizacion, y en ese sentido, el iniciador de polimerizaciéon juega un
papel fundamental, por su efecto en el tiempo que tfrascurre en la
formacion de un recubrimiento uniforme de p4VP sobre el nicleo de oro.
Para analizar este punto se utilizdé persulfato de potasio (KPS) como
iniciador, en lugar de V50. Es conocido que con este iniciador la reaccion
de polimerizacion trascurre de forma mas rdpida que con V50.

Para ello, se siguié el mismo procedimiento de preparacion de AuNPs de
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50 nm de didmetro, de funcionalizacion con dcido 3-butendico y de
recubrimiento con p4VP ya descrito. Como iniciador de polimerizacion se
emplearon 200 uL de una disolucion de KPS 100 mM, preparada unos
instantes antes de ser empleada.

Tras la adicidon del iniciador, se observa decoloracion en la disolucion y
aparicion de un sobrenadante negro. Este hecho, como ya ocurrid en el
apartado C.2.2.1, estd asociado a la aparicion de nanoparticulas de
AuU(0) agregadas. Ademds se observé también la formacién de una pasta
blanca vy rojiza en el fondo del vial de reaccidn, lo que es indicativo de la
formacion de microgeles agregados o polimeros sin forma de microgel.
Debido a estos resultados, se descartd el uso de KPS como iniciador. Estos
resultados negativos pueden ser explicados en base a la mayor fuerza
idnica del iniciador, ya que su aumento estd asociado a la aparicion de
agregados de nanoparticulas metdlicas de Au(0).

C.2.2.4. Influencia del disolvente

Para comprobar la influencia del disolvente en la formacién de un
recubrimiento homogéneo de p4VP sobre las AuNPs, se planted realizar
la polimerizacion empleando como disolvente una mezcla menos polar
que el aguay, por tanto, mas afin al mondmero.

Inicialmente, se ensayd con una mezcla de agua/tolueno (200/1). Las
cantidades de reactivos y condiciones de reaccion fueron iguales a las
descritas en el procedimiento que se detalla en el apartado 3.4.3 de la
Parte Experimental.

Del andlisis por microscopia TEM de estas muestras, se concluye que se
produce la formacion de microgeles libres, como se puede apreciar en
la Figura C.2.2.C, y no se obtienen nanoparticulas Au@p4VP. La causa de
este fendmeno puede ser debida a la propia hidrofobicidad del
monodmero de 4VP. En las condiciones de reaccion, el tolueno, también
hidrofobo, se encuentra formando pequenas vesiculas en agua a causa
de la temperatura y la agitacion. Estas pequenas vesiculas de tolueno
pueden servir de nUcleos para el inicio y crecimiento del microgel p4VP,
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por lo que la polimerizacion da lugar a microgeles que no se forman
alrededor del nucleo de Au(0).

En un segundo ensayo, se empled 2-propanol, disolvente de menor
polaridad que el agua. Sin embargo, al poner en contacto el disolvente
con la suspensidon de nanoparticulas de AU@3BA la disolucidon se tornd
incolora y se formd un precipitado de color negro, indicando la
agregacion de las nanoparticulas de oro. Postulamos que esto sea
debido a que el alcohol disuelve la pelicula estabilizadora de CTAB de las
nanoparticulas de Au(0), produciendo su desestabilizacion y por tanto la
agregacion.

En la Figura C.2.3 se representan de manera esquematica los diferentes
experimentos realizados con el objeto de obtener sistemas Au@p4VP tipo
nUcleo@corteza, a partir de ndcleos de oro de oro funcionalizados con
3BA.

~ 4VP
10 % BA / V50
Agua 70°C 2h \

>
4VP
2.5 % BA / V50 Au@pVP
Agua 70°C 2h Janus
CTAC
> |
{
50 nm 4VP Au@pVP
Au@3BA 215 % BA/V50 Janus

- Agua pH=2 HCI 2M 70°C 2h x
>

4VP
10 % BA/V50
Tolueno/Agua(1/200) 70°C 2 h

4VP i
10 % BA
Agua /KPS 70°C 2h
x > Gel pdvP
libre

Figura C.2.3. Esquema sintético seguido y resultados obtenidos en la basqueda del
sistema hibrido Au@p4VP tipo nicleo@corteza a partir de AuS0@3BA.

DIFERENTES CONDICIONES DE REACCION
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C.2.2.5. Influencia del tamano de la nanoparticula de Au(0)

A confinuacion, se estudio el efecto del tamano de la particula de Au(0)
en su recubrimiento. Para ello, se llevd a cabo una sintesis de Au@p4VP a
partir de una dispersion de AuNPs de 18 nm de didmetro, previamente
preparadas segun el método descrito en el apartado 3.2.1 de la Parte
Experimental. El procedimiento de polimerizaciéon fue idéntico al método
general de preparacion de AU@NPs.

Los resultados obtenidos, segun se observa en las imagenes TEM incluidas
en la figura C.2.2.D, indican que no se consigue la obtencion de sistemas
tipo nUcleo@corteza por este método. Las nanoparticulas formadas no
presentan nUcleo metdlico en la mayoria de los casos, y en los sistemas
hibridos formados, el nucleo de Au (0) sigue estando en el borde del
microgel. Esto confirma que la diferencia de solubilidad o de polaridad
que existe entre el nicleo de Au(0) (hidréfilo) y el mondmero de 4VP
(hidréfobo) es la principal causa que impide el recubrimiento uniforme de
la nanoparticula metdlica por el microgel y, en consecuencia, la
polimerizacion y el crecimiento del microgel se produce, de forma
preferente, por el lugar donde se ha creado la primera capa de p4VP.

C.2.2.6. Influencia de la funcionalizacion de la nanoparticula de Au(0)

Los resultados obtenidos en los ensayos para estudiar la influencia de pH,
disolvente, estabilizante, y famano de nucleo de Au(0) parecen indicar
que la carga superficial que se acumula en la particula de oro provoca
que la molécula de 4VP sea repelida vy, tras polimerizar sobre una parte
del nUcleo, continle polimerizando sobre el microgel formado, dejando
la nanoparticula metdlica descubierta por una cara.

Una forma de evitar este efecto podria ser el empleo de un dcido de
cadena mas larga que 3BA durante la funcionalizaciéon de las AUNPs con
un doble enlace terminal. Esto aumentaria la hidrofobicidad de la
superficie de la particula oro. Por este motivo, se ensayd el recubrimiento
del ndcleo de Au(0) de 50 nm de didmetro con dacido 10-undecenoico.

El método seguido es similar al procedimiento para la funcionalizaciéon
con dcido 3-butenoico, incluido en el apartado 3.2.2 de la Parte
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Experimental, pero cambiando el dcido. Para ello, la dispersion de
nanoparficulas de Au(0) de 50 nm estabilizadas en CTAB (50 mL) se fratd
con 607 uL de dcido 10-undecenoico, misma concenfracidon molar que
la usada en el caso del 3BA, a 70 °C con agitacion magnética de 400 rpm
durante 1 h. La muestra se aisld siguiendo el procedimiento general
establecido.

A continuacion, se llevd a cabo la reaccidon de polimerizacion, con las
mismas condiciones de reaccidn y cantidades de reactivos del sistema
Au@p4VP conun 10 % de BA, tal como se detalla en el apartado 3.4.3 de
la Parte Experimental. Sin embargo, cuando se anadié el mondémero 4VP
se observé la agregacion de las particulas de Au(0), ya que aparecid un
precipitado de color negro y la consecuente decoloracidon de la
disolucion. Estos resultados coinciden con los obtenidos anteriormente
con el ensayo llevado a cabo a pH ligeramente dcido (apartado C.2.2.1).

Los resultados negativos se pueden afribuir a que el dacido 10-
undecenoico, al presentar una cadena hidrocarbonada larga, forme
una pelicula de naturaleza hidréfoba alrededor de la nanoparticula de
Au(0), desestabilizando al sistema coloidal de AuU@QCTAB y con ello se
formen agregados de Au(0).

En otro ensayo, también se probd la funcionalizacion de AuNPs de 50 nm
con divinilbenceno (DVB). Para ello, se siguié el mismo método que para
la funcionalizacidon con dcido 3-butenocico (apartado 3.2.3, Parte
Experimental) anadiendo en su lugar 250 ulL de DVB, llevando a cabo la
reaccion de polimerizaciéon segun el método general establecido para el
sistema Au@p4VP conun 10 % de BA (apartado 3.4.3, Parte Experimental).
La elaboracion de la reaccion, seguido del andlisis de la muestra
obtenida por microscopia TEM, demostrd la formacion de microgeles
libres y la no formacion del sistema del sistema hibrido Au@p4VP. Estos
resultados sugieren que no se ha llegado a funcionalizar el ndcleo de
Au(0) con el doble enlace terminal, en este caso proporcionado por DVB,
y por tanto no se produce el recubrimiento posterior del nicleo de oro
con el microgel.
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En la Figura C.2.4 se representan de manera esquematica los diferentes
experimentos realizados con el objeto de obtener sistemas Au@p4VP tipo
nucleo@corteza, es decir, con el nucleo de Au(0) centrado.
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Figura C.2.4. Esquema sintético seguido y resultados obtenidos en la busqueda del
sistema hibrido Au@p4VP tipo nicleo@corteza a partir de ntcleos de oro de 18 nm de
diametro y nucleos de oro de 50 nm de diametro con distinta funcionalizacion a 3BA.

C.2.2.7. Influencia de la presencia de un comonémero en la
polimerizacion.

Para respaldar la hipdtesis de que la estructura de tipo Janus en el sistema
Au@p4VP se produce debido a la diferencia de hidrofilia entre el
mondémero y la superficie de Au(0), se ha llevado a cabo la
polimerizacion en presencia de un comondémero hidrofilico, en concreto,
metacrilato de metilo (MMA).

Se ha utilizado MMA porque es un mondmero hidréfilo que no
proporciona un comportamiento de respuesta a estimulos, como si

153



Capitulo 2. Optimizacién de sistemas Au@p4VP tipo nacleo@corteza

presentan otros comondmeros hidréfilos de uso comun, como dcido
acrilico, allamina o dcido 3-butenoico.

En la preparacion de estos sistemas hibridos copoliméricos de Au@p4VP-
co-MMA, en los que se empled el enfrecruzante BA al 10 %, se siguio el
método descrito en el apartado 3.4.3 de la Parte Experimental. En la
reaccidon de polimerizacién para el recubrimiento del nicleo de AuNPs
con microgel, se empled una mezcla de mondmeros de 4VP y MMA.
Después del aislamiento de la muestra y su andilisis TEM, se observd que
muchos de los sistemas formados presentaban el nucleo de Au(0)
centrado en la particula, no observdndose tantas estructuras de ftipo
Janus en las mismas. Este hecho queda recogido en las imdgenes
representativas TEM incluidas en la Figura C.2.5.

Figura C.2.5. Imagenes TEM representativas de los sistemas hibridos copoliméricos
Au@p4VP-co-MMA con proporcion molar p4VP/MMA (%): A) 95:5 B) 80:20 C) 90:10.
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Para tener un estudio mds profundo, se ensayaron tres proporciones
diferentes de 4VP y MMA para enconfrar la mejor relaciéon molar entre
monoémeros y obtener los mejores sistemas tipo nucleo@corteza: 5 % MMA
Yy 95 % 4VP; 10 % MMA y 90 % 4VP; y 20 % MMA y 80 % 4VP. En todos ellos
empleando un 10 % mol de agente entfrecruzante (BA) respecto a la
cantfidad de 4VP (Figura C.2.5).

Como se observa en las imagenes TEM de la figura C.2.5, la morfologia
Janus prdacticamente desaparecid en todos los ensayos, incluso en la
muestra con la menor cantidad de MMA. De igual forma, se puede
concluir que el nucleo de Au(0) se encuentra mds centrado a medida
que aumenta la canfidad de MMA.

C.2.2.8. Oxidacion del niucleo de Au(0) en el sistema Au@p4VP-co-MMA

Por Ultimo, se llevd a cabo la eliminacion del nicleo de Au(0) por
oxidacion mediada por sales de Ausd*. Este proceso se estudid para las
muestras que presentan una relacion 90 % / 10 % de mondmero 4VP y
MMA, respectivamente.

El procedimiento seguido fue el mismo que para la obtencién de los
microgeles huecos de p4VP tipo Janus, descrito en el apartado 3.4.3 de
la Parte Experimental. Una dispersion de Au@p4VP-co-MMA 90-10 %
preparada con un 10 % de BA como agente entfrecruzante, se fratd con
una mezcla de HAuCl: y CTAB. La muestra preparada se analizd por
microscopia TEM (Figura C.2.6).

En las imagenes incluidas en la Figura C.2.6.A se observan las particulas
de Au@p4VP-co-MMA con el nicleo de Au(0) centrado, previamente al
tratamiento con la sal de Au3*. La imagen de la derecha (Figura C.2.6.B)
muestra los sistemas huecos obtenidos después de la eliminacién del
nucleo (hueco@corteza), en los que el hueco formado se encuentra
centrado.
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A)

100 nm

Figura. C.2.6. Imagenes TEM representativas de la muestra de sistema hibrido
Au@p4VP-co-MMA 90-10 %, A) antes de la oxidacion del nicleo, B) tras la oxidacion
del nacleo (sistema hueco tipo hueco@corteza).
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Capitulo 3. Nanoparticulas hibridas termosensibles con propiedades cataliticas

C.3.1. Antecedentes

En el Capitulo 1 de esta Tesis se han descrito los aspectos mds relevantes
acerca de la sintesis, estructura y propiedades de nanoparticulas
metdlicas (MeNPs) y su recubrimiento polimérico para obtener sistemas
hibridos.

Como se ha mencionado, entre las ventajas mds importantes de estos
sistemas metalopoliméricos se encuentran, por una parte, la capacidad
de estabilizar las nanoparticulas metdlicas y por otfra, la capacidad de
modular la actividad del metal (plasmdnica, catalitica, etc.). Esta
propiedad se debe a la difusion de los reactivos a través del microgel, y
depende de las caracteristicas quimicas del polimero y su grado de
entrecruzamiento, y puede ser ademds controlada variando Ia
temperatura o el pH.

En los Ultimos anos, se han empleado diversos materiales como
dendrimeros, 184 poliestireno, 185 polimeros en superficies, '8¢ peines
poliméricos, '8 o microgeles, 18 como soportes de MeNPs, que han
permitido  aumentar su estabilidad coloidal para diferentes
aplicaciones.’®? A modo de ejemplo, en la Figura C.3.1 se incluye el
esquema sintético para la estabilizacidn de nanocilindros de oro sobre
peines poliméricos de 2-vinilpiridina soportados sobre una superficie de
silicio.

184 Liu, Z., Wang, X., Wu, H., Li, C. (2005). Silver nanocomposite layer-by-layer films based on
assembled polyelectrolyte/dendrimer. J. Colloid Interface Sci., 287, 604-611.

185 Chen, C.-W., Serizawa, T., Akashi, M. (1999). Synthesis and characterization of poly(N-
isopropylacrylamide)-coated polystyrene microspheres with silver nanoparticles on their surfaces.
Langmuir, 15, 7998-8006.

186 Gupta, S., Agrawal, M., Conrad, M., Hutter, N. A., Olk, P., Simon, F., Eng, L. M., Stamm, M.,
Jordan, R. (2010). Poly(2-(dimethylamino)ethyl methacrylate) brushes with incorporated
nanoparticles as a SERS active sensing layer. Adv. Funct. Mater., 20, 1756-1761.

187 Contreras-Caceres, R., Dawson, C., Formanek, P., Fischer, D., Simon, F., Janke, A., Uhlmann, P.,
Stamm, M. (2012). Polymers as templates for Au and Au@Ag bimetallic nanorods: UV—Vis and
Surface Enhanced Raman Spectroscopy. Chem. Mater., 25, 158-169.

188 Lu, Y., Mei, Y., Drechsler, M., Ballauff, M. (2006). Thermosensitive core—shell particles as carriers
for Ag nanoparticles: modulating the catalytic activity by a phase transition in networks. Angew.
Chem. Int. Ed., 45, 813-816.

189 Gupta, S., Uhlmann, P., Agrawal, M., Chapuis, S., Oertel, U., Stamm, M. (2008). Immobilization of
silver nanoparticles on responsive polymer brushes. Macromol., 41, 2874-2879.
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Como se observa en la imagen SEM de la Figura, los nanocilindros de
oro quedan soportados homogéneamente sobre el polimero,
aportandoles estabilidad y dispersibilidad.

0.02% PGMA,

CHCI;4
a vacio
100°C, 20 min
> ————————
Snperﬁc-le de silicio 2% COOH-P2VP. Inmersion en
oy UXD) cm. CHCl; Sustrato disolucion coloidad de
'\”‘(()“ l|l:|0<:)":0 avacio funcionalizado MeNP durante 12h.
vivl:l:S sines o
150°C, 4h min cpn_p_unu.s 28°C
poliméricos de
P2VP

Poli(Glicidilmetacrilato)

Figura C.3.1. Esquema sintético e imagen SEM de la incorporacion sobre peines
poliméricos (poli(2-vinilpiridina)) de nanocilindros de oro,

También se han utilizado otro tipo de materiales bidimensionales (2D)
para la inmovilizacion de MeNPs, entre otros, grafeno,!70 arcillas,!?! e
incluso nanoparticulas inorgdnicas esféricas, como el Si0,.192

Entre materiales de soporte 3D y 2D, los microgeles se presentan como
uno de los sistemas coloidales mds interesantes. Esto se debe a su
capacidad de respuesta a estimulos externos, como la luz, el pH, la

190 Li, J, Liu, C., Liu, Y. (2012). Au/graphene hydrogel: synthesis, characterization and its use for
catalytic reduction of 4-nitrophenol. J. Mater. Chem., 22, 8426-8430.

191 Praus, P., Turicovd, M., Karlikova, M., Kvitek, L., Dvorsky, R. (2013). Nanocomposite of
montmorillonite and silver nanoparticles: characterization and application in catalytic reduction of
4-nitrophenol. Mater. Chem. Physics, 140, 493-498.

192 Shimizu, K. i., Miyamoto, Y., Satsuma, A. (2010). Silica supported silver nanoparticles with surface
oxygen species as a reusable catalyst for alkylation of arenes. Chem.Cat.Chem., 2, 84-91.

162



Capitulo 3. Nanoparticulas hibridas termosensibles con propiedades cataliticas

temperatura, etc. 13 A esta propiedad, se le anade, la de poder
acumular, absorber y almacenar moléculas debido a la porosidad de la
red polimérica.

De forma paralela, una caracteristica positiva que presentan los
microgeles cuando se utilizan en la fabricacion de sistemas hibridos tipo
nUcleo@corteza, es la posibilidad de realizar un crecimiento in situ sobre
el nicleo metdlico o en la red polimérica.!?4 En estos sistemas la
superficie cargada del polimero previene la agregacion de las
particulas preparadas, preservando y garantizando la estabilidad de
estas.’? Un ejemplo de esta nucleacion in situ se ilustra con la Figura
C.3.2.

Ag
anoparticulas
... 1) AgNO, .:.:.
2) NaBH,
Agitacion vigorosa
Fe,0,@pNIPAM Fe,0,@pNIPAM@Ag
- Fe;04
Silver
nanoparticles

Figura C.3.2. Representacion esquematica e imagenes TEM de la incorporacion
de AgSTs en microgeles hibridos FesO.@pNIPAM por un proceso de
nucleacion in situ.

La nucleacién se lleva a cabo en un sistema formado por un microgel
de pNIPAM que recubre particulas de magnetita (FezOs@pNIPAM).

193 Li, S., Lin, D., Zhou, J., Zha, L. (2016). Preparation of silver nanoparticles loaded photoresponsive
composite microgels and their light-controllable catalytic activity. J. Phys. Chem. C, 120, 4902-
4908.

194 Mohan, Y. M., Premkumar, T., Lee, K., Geckeler, K. E. (2006). Fabrication of silver nanoparticles
in hydrogel networks. Macromol. Rapid Commun., 27, 1346-1354.

195 Zhang, X., Zhang, X., Feng, R.-p., Liu, L.-h., Meng, H. (2012). Synthesis, characterization and
catalytic activity of Au nanoparticles supported on PANI/a-Fe203 composite carriers. Mater. Chem.
Physics, 136, 555-560.
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Sobre estos sistemas hibridos se llevd a cabo la incorporacion de
nanoparticulas de plata a modo de satélites (AgSTs) obtenidas por
reduccion de nitrato de plata con borohidruro sédico.19¢

Es importante destacar que el ftamano del microgel y su capacidad de
hinchamiento, pueden controlarse variando la cantidad de mondmero
y de agente entrecruzante durante la sintesis. Ademds, se pueden
incorporar ofros monémeros durante la polimerizaciéon (co-mondmeros),
los cuales, ademds, ofrecen la posibilidad de incluir grupos funcionales
en la red polimérica del microgel.197.198

Como se ha comentado, la estructura de los microgeles es porosa, y por
tanto facilitan la rdpida difusion de pequenas moléculas desde el
exterior al interior del microgel, y viceversa. Por ello, estos sistemas se
convierten en un material de interés por su posible aplicacidn en
reacciones cataliticas heterogéneas, ya que ademds de estabilizar las
nanoparticulas metdlicas, las mantienen accesibles a diversos reactivos
al permitir la difusidon de estos a través de su red porosa. Esta difusion se
convierte en un pardmetro critico a ser estudiado en sistemas hibridos
nucleo@corteza.

En consecuencia, la conexidon del comportamiento sensible a estimulos
externos de los microgeles con la respuesta catalitica de las MeNPs
integradas en ellos, conduce a la generacion de nanomateriales
estables que pueden ser utilizados como micro o nanoreactores
cataliticos.17?

Con diferencia, el microgel termosensible mdas estudiado para desarrollo
de nanoparticulas hibridas con aplicaciones cataliticas es la poli-N-
isopropilacrilaomida (oNIPAM).

196 Contreras-C. ceres, R., Abalde-Cela, S., Guardia-Girds, P., Fernandez-Barbero, A., Pérez-Juste, J.,
Alvarez-Puebla, R. A., Liz-Marzan, L. M. (2011). Multifunctional microgel magnetic/optical traps
for SERS ultradetection. Langmuir, 27(8), 4520-4525.

197 Liu, Z., Wang, X., Wu, H., Li, C. (2005). Silver nanocomposite layer-by-layer films based on
assembled polyelectrolyte/dendrimer. J. Colloid Interface Sci., 287, 604-611.

198 Yin, P., Chen, Y., Jiang, L., You, T., Lu, X., Guo, L., Yang, S. (2011). Controlled dispersion of
silver nanoparticles into the bulk of thermosensitive polymer microspheres: tunable plasmonic

coupling by temperature detected by surface enhanced Raman scattering. Macromol. Rapid
Commun., 32(13), 1000—1006.

199 Safo, I. A., Dosche, C., Oezaslan, M. (2018). TEM, FTIR and electrochemical study: desorption of
PVP from Pt nanocubes. Z. Phys. Chem., 232, 1319-1333.
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Como ya se ha comentado en el Capitulo 1, este microgel experimenta
una transicion de fase volumétrica reversible (VPT) en respuesta a la
temperatura, con una LCST de aproximadamente 32 °C en agua. El
microgel se hincha por la incorporacion en su estructura de moléculas
de disolvente a temperaturas por debajo de la LCST, debido a la
formacion de puentes de hidrogeno entre las moléculas de agua y los
grupos amida de la acrilamida. De manera opuesta, por encima de la
LCST, el disolvente es expulsado debido a la ruptura de los enlaces de
hidrogeno, provocando un colapso del microgel debido a la alta
hidrofobicidad de los grupos metileno. Por tanto, los microgeles hibridos
compuestos por pNIPAM y nanoparticulas metdlicas pueden exhibir, en
respuesta a temperatura externa, actividad catalitica modulable.

Ademds, los microgeles de pPNIPAM exhiben un comportamiento
anfifilico. Por un lado, poseen una naturaleza hidréfila y una buena
capacidad de dispersion en agua por debajo de LCST, vy, por el
conftrario, muestran un comportamiento hidréfolbo por encima de LCST,
lo que permite dispersarlos en un disolvente orgdnico.

En cuanto al diseno de sistemas hibridos metal-microgel, se pueden
obtener diferentes estructuras. Por ejemplo, un nicleo de nanoparticula
metdlica encapsulado por un recubrimiento de pNIPAM, normalmente
es denotado, como ya se ha indicado en esta Tesis, como una
estructura nucleo@corteza. También pueden fabricarse sistemas hibridos
que incorporan particulas metdlicas dentro y/o en la superficie de la red
de microgel, denominadas nucleo@satélites.200

Con respecto al tipo de MeNPs incluidas en los sistemas coloidales
hibridos de pNIPAM, las nanoparticulas de plata han sido ampliamente
estudiadas por ser mas interesantes en términos plasmonicos (fienen una
banda de absorcion mds intensa) y cataliticos que otros metales (por
ejemplo, oro o cobre). Esto se atribuye a la mayor diferencia de energia
entre la banda de conduccion y de valencia en el caso de las AgNPs, lo

200 Fernandez-Lopez, C., Polavarapu, L., Solis, D. M., Taboada, J. M., Obelleiro, F., Contreras-Céceres,
R., Pastoriza-Santos, 1., Pérez-Juste, J. (2015). Gold nanorod—pNIPAM hybrids with reversible
plasmon coupling: synthesis, modeling, and SERS properties. ACS Appl. Mater. Interfaces, 7,
12530-12538.
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que lleva a una minima amortiguacion del plasmoén, mejorando asi las
reacciones quimicas de transferencia de electrones.201.202

En estas estructuras se han empleado como nucleo combinaciones de
dos metales. Por ejemplo, Liz-Marzan y col. desarrollaron un método
para encapsular nUcleos bimetdlicos AU@Ag de diferentes tamanos y
formas denfro de microgeles de pNIPAM, resultando estructuras hibridas
tipo nucleo@corteza. 203204205

La Figura C.3.3 muestra ejemplos de nanoparticulas bimetdlicas
encapsuladas en pNIPAM. Como puede observarse en las imagenes de
dicha figura, se emplean nudcleos con distinfas geometrias vy
composicion, que se obtienen variando el agente reductor en la etapa
de formacion de la semilla de oro y también en la posterior etapa de
crecimiento mediado por semilla. En la Figura C.3.3.A se muestra una
imagen TEM de una nanoparticula de oro con forma de flor recubierta
de pNIPAM y en la Figura C.3.3.B se incluye una imagen TEM de un
nanocilindro bimetdlico de Au@Ag recubierto de pNIPAM.

Para la caracterizacion de la composicion y la homogeneidad del
recubrimiento en el nUcleo bimetdlico, se emplean técnicas como la
microscopia electréonica de barrido de campo oscuro (dark-field STEM)
a la que se le acoplan otras técnicas de andlisis elemental como la
espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDX). En las Figuras
C.3.3.C y C.3.3.D se incluyen imagenes dark-field STEM de un nucleo
metdlico de Au/Pt@Ni que muestra una estructura tipica
nUcleo@corteza, ademdas del andlisis STEM-EDX de ese mismo nucleo,

201 Cruz, D. A., Rodriguez, M. C., Lopez, J. M., Herrera, V. M., Orive, A. G., Creus, A. H. (2012).
Metallic nanoparticles and surface plasmons: A deep relationship. Av. cienc. ing., 3 (2), 67-78.

202 Wang, H., Tam, F., Grady, N. K., Halas, N. J. (2005). Cu nanoshells: effects of interband transitions
on the nanoparticle plasmon resonance. J. Phy. Chem. B, 109(39), 18218-18222.

203 Contreras-Caceres, R., Sdnchez-Iglesias, A., Karg, M., Pastoriza-Santos, 1., Pérez-Juste, J., Pacifico,
J., Hellweg, T., Fernandez-Barbero, A., Liz-Marzan, L. M. (2008). Encapsulation and growth of
gold nanoparticles in thermoresponsive microgels. Adv. Mater., 20, 1666-1670.

204 Fenandez-Lopez, C., Pérez-Balado, C., Pérez-Juste, J., Pastoriza-Santos, 1., de Lera, A. R., Liz-
Marzan, L. M. (2012). A general LbL strategy for the growth of pNIPAM microgels on Au
nanoparticles with arbitrary shapes. Soft Matter, 8, 4165-4170.

205 Pérez-Juste, J., Pastoriza-Santos, 1., Liz-Marzan, L. M. (2013), Multifunctionality in
metal@microgel colloidal nanocomposites. J. Mater. Chem. A, 1, 20-26.
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donde se aprecia el nucleo de Au(0) en el centro de la nanoparticula,
en rojo, y una corteza de Ni(0), en verde.

Figura C.3.3. Imgenes TEM de varias estructuras que han sido obtenidas
mediante crecimiento selectivo de nucleos de oro en sistemas hibridos
Au@pNIPAM: (A) AUNP con forma de flor; (B) Au@Ag nanocilindros; (C)
Microscopia electronica de barrido de campo oscuro (STEM) de un nucleo de
particula de Au/Pt@Ni que muestra una estructura tipica nacleo@corteza; y (D)
imagen STEM-EDX de la estructura anterior (Au en rojo y Ni en verde).

En general, para sistemas coloidales que contienen MeNPs, la actividad
catalitica de las mismas se expresa normalmente mediante la constante
aparente de velocidad (Kgpp), cuyo valor estd relacionado con la
disminucion de la concenfracion de reactivos durante la reaccion
catalitica. Sin embargo, para una comparacion cualitativa de la
actividad catalitica, un pardmetro mds apropiado es K, que se
establece como la Kapp Normalizada al darea superficial especifica (S) de
las nanoparticulas metdlicas.
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Cabe mencionar también, que la dependencia de la constante de
velocidad con la temperatura viene descrita por la ecuacion de
Arrhenius:

Egct

k = Ae RT

Donde A es un parédmetro constante de la reaccion, R es también una
constante, 8.31 J/mol K, Eact €5 la energia de activacion de la reaccion
y T, la temperatura expresada en grados Kelvin.

La catdlisis heterogénea por parte de las AgNPs afecta al valor de Eqcet
disminuyendo el valor de este pardmetro. Ademds, un aumento de la
temperatura implica un aumento del valor de K. Por tanto, un
comportamiento tipico de Arrhenius (como se menciona en diferentes
puntos de nuestro andlisis de resultados) consiste en la observacion del
incremento de la velocidad de la reaccion al aumentar la tfemperatura.

En este contexto, Ballauf y col. han publicado la sintesis de estructuras
tipo nuUcleo@satélites compuestas de poliestreno y pNIPAM como
nucleo donde se inmovilizaron satélites de plata (PS@poNIPAM@AQST).
Estos autores utilizaron estos sistemas como nanoreactores para la
reduccion de 4-nitrofenol a 4-aminofenol. En la Figura C.3.4 se muestran
imagenes TEM de dichos sistemas hibridos. Los resultados de estos
experimentos revelaron que los valores de K; dependian de la
temperatura, siendo el valor de Ky mds alto de 5.2 x 102 L/m2s, 206,207

206 Lu, Y., Mei, Y., Drechsler, M., Ballauff, M. (2006). Thermosensitive core—shell particles as carriers

for Ag nanoparticles: modulating the catalytic activity by a phase transition in networks. Angew.
Chem. Int. Ed., 45, 813-816.

207 Lu, Y., Mei, Y., Ballauff, M., Drechsler, M. (2006). Thermosensitive core—shell particles as carrier
systems for metallic nanoparticles. J. Phys. Chem. B, 110, 3930-3937.
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Figura C.3.4. Imagenes de microscopia electrénica A) TEM ) y B) FESEM del sistema
hibrido PS@pNIPAM@AQST.

Mas recientemente, Liu y col. llevaron a cabo la sintesis de sistemas fipo
nucleo@satélites a base de microgeles de pNIPAM empleando
nanoparticulas de plata como satélites.208 A diferencia del caso anterior,
estos investigadores encontraron que la actividad catalitica en funcion
de la temperatura podia aqjustarse en cuatro etapas distintas, con
valores de Kqpp que iban de 7.0 x 104 a 2.5 x 103 s,

Wu y col. han llevado a cabo la sintesis de nanoesferas huecas de
PNIPAM con estructura pNIPAM@AQST. 20? En |la Figura C.3.5 se muestran
imagenes TEM de estos sistemas. Estos investigadores estudiaron también
las propiedades cataliticas de estos microgeles hibridos para la
reaccion de reduccion de referencia de 4-nitrofenol a 4-aminofenol @
distintas temperaturas. Como conclusiones de ese estudio se desprende
que las nanoparticulas huecas de pNIPAM siguen siendo sensibles a la
temperatura con un comportamiento catalitico controlable, y que las
PNIPAM@AQST tienen un comportamiento termosensible tipico con LCST
en torno a 32 °C, con valores de Kgpp comprendidos entre 4.23 x 104 a
5.02 x 10351,

208 Liu, Y., Liu, X., Yang, J., Lin, D., Chen, X., Zha, L.. (2012). Investigation of Ag nanoparticles
loading temperature responsive hybrid microgels and their temperature controlled catalytic activity.
Colloids Surf. A: Physicochem. Eng. Asp., 393, 105-110.

209 Xie, L., Chen, M., Wu, L. (2009). Fabrication and properties of hollow poly(N-
isopropylacrylamide)-Ag nanocomposite spheres. J. Polym. Sci. A: Polym. Chem., 47(19), 4919-
4926.
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Figura C.3.5. Imagenes de microscopia electrénica A) nanoparticulas huecas de
pNIPAM y B) nanoparticulas huecas de pNIPAM@AQST.

Por otro lado, Lu y col. prepararon nanoclusters de plata usando un
ligando copolimérico tfermosensible que consistio en unidades de 5-(2-
metacriloiletiloximetil)-8-quinolinol y N-isopropilacrilamida. Estos sistemas
mostraron una actividad catalitica en la reduccidon de 4-nitrofenol
dependiente del tamano y de la temperatura. De manera
sorprendente, estos autores mostraron que por encima de 32 °C la
actividad catalitica de los nanoclusters de Ag(0) recubiertos de ligando
polimérico se reduce, debido al colapso del pNIPAM, con valores de
Kapp que variaron de 5.0 x 103 a 2.0 x 102 51,210

Zhu y col. también usaron hidrogeles nanocompuestos de fipo
nucleo@satélites (DNIPAM@AUST) para la reduccion de o-nitroaniling,
obteniendo un valor de Kqpp de alrededor de 2.8 x 104 s-1.211

En otro frabajo, Lu, Y. y col. prepararon estructuras nucleo@satélites
formadas por nanocilindros bimetdlicos de Au-Pt con actividad
catalitica, incorporados dentro de microgeles termosensibles de PS-

210 Lu, J., Fu, Y., Song, Y. (2016). Wang, D., Lu, C., Temperature-dependent catalytic reduction of 4-
nitrophenol based on silver nanoclusters protected by a thermo-responsive copolymer ligand. RSC
Adv., 6, 14247-14252.

211 Zhu, C. H., Hai, Z. B., Cui, C. H., Li, H. H., Chen, J. F., Yu, S. H. (2012). In situ controlled
synthesis of thermosensitive poly(N-isopropylacrylamide)/Au nanocomposite hydrogels by gamma
radiation for catalytic application. Small, 8, 930-936.
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NIPAM. 212 En |la Figura C.3.6 se muestra el esquema sintético seguido en
la fabricacion de estos sistemas hibridos PS@oNIPAM@AUST, ademds de
imdagenes TEM con detalle de la estructura de los nanocilindros de oro
con nanoesferas de platino. El sistema hibrido mostré una gran actividad
catalitica debido al efecto sinérgico de las NPs bimetdlicas, obteniendo
valores de K; entre 8.2 x 102y 0.21 L/m2s. Sin embargo, en su sistema
coloidal, la reacciéon catalitica se produce principal o totalmente en la
superficie del polimero, donde se acumulan las particulas de Au-Pt, y los
reactivos no difunden a través del microgel hacia un nucleo metdlico.

HAuC,, AgNO,

n—=P»

Acido ascérbico
0,1M CTAB

Au nanocilindros

K,Ptcl,
Acido ascérbico

Microgel termosensible
Core-Shell PS-pNIPAN

\ '
Nanoparticulasde Au ~ +, Avnanocilindro

s
. SR Au nanocilindros recubiertos
de Pt

Figura C.3.6. llustracién esquematica de la generacion in situ de nacleos bimetalicos Au/Pt
dentro de microgeles termosensibles con estructura nicleo@corteza mediante el método de
crecimiento mediado por semilla, e im&genes de microscopia TEM del sistema hibrido
PS@NIPAM@AUNR-PINP.

212 Lu, Y., Yuan, J., Polzer, F., Drechsler, M., Preussner, J. (2010). In situ growth of catalytic active
Au—Pt bimetallic nanorods in thermoresponsive core—shell microgels. ACS Nano, 4, 7078-7086.
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Xu y col. han llevado también a cabo la reduccion catalitica de 4-
nitrofenol a 4-aminofenol, entre otros nitrobencenos, empleando NaBH4
y usando catalizadores hibridos nanoestructurados del  tipo
SIO2@pPNIPAM@AGQGST. 213 Estos autores obtuvieron rendimientos vy
conversiones excelentes, con valores de Kqgpp de 3,8 x 104 a 8,4 x 103571,

Por ofra parte, Carregal-Romero y col. fabricaron nanoparticulas de oro
esféricas de 60 nm recubiertas con pNIPAM (Au@pNIPAM). 214 Estos
autores investigaron la reaccion de transferencia de electrones del
complejo hexacianoferrato(lll) por borohidruro de sodio, y encontraron
un comportamiento catalitico similar al de nuestras investigaciones
(véase el apartado Resultados y Discusion, C.3.2).

De igual forma, Wu y col. investigaron la reduccion de 4-nitrofenol con
NaBHs usando sistemas AuU@pNIPAM. 215 Sin embargo, estos autores
fabricaron un sistema hibrido en el que hay una distancia (un espacio
hueco) entre el nucleo de Au(0) y el microgel de pNIPAM, como puede
apreciarse en la ilustracion de la Figura C.3.7 y en las imagenes TEM
incluidas. Estos autores incluyen un modelo tedrico para el andlisis del
comportamiento cinético, en el cual influye en gran medida la distancia
existente entre el microgel y la superficie de la AuNP. Los valores de Kqpp
obtenidos para estos sistemas oscilan entre 7,1 x 104y 7,4 x 104 51,

213 Xu, J., Zhou, T., Jia, L., Shen, X., Li, X., Li, H., Cao, J. (2017). Generation and thermally adjustable
catalysis of silver nanoparticle immobilized temperature-sensitive nanocomposite. J. Nanopart. Res.,
19(3).

214 Carregal-Romero, S., Buurma, N. J., Pérez-Juste, J., Liz-Marzan, L. M., Hervés, P. (2010). Catalysis
by Au@pNIPAM nanocomposites: effect of the cross-linking density. Chem. Mater., 22(10), 3051—
3059.

215 Wu, S., Dzubiella, J., Kaiser, J., Drechsler, M., Guo, X., Ballauff, M., Lu, Y. (2012).
Thermosensitive Au-pNIPAM yolk-shell nanoparticles with tunable selectivity for catalysis. Angew.
Chem. Int. Ed., 51(9), 2229-2233.
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100 nm . PNIPA  1007m

Figura C.3.7. llustracion que representa la obtencion de las microesferas huecas de Au-
pNIPAM con nicleo mavil e imagenes TEM de los sistemas hibridos de Au-SiO2-pNIPAM y del
sistema Au-pNIPAM hueco tras eliminar la envoltura de silice.

Li y col. desarrollaron un nucleo Au@Ag bimetdlico recubierto de
PNIPAM.216 El nUcleo bimetdlico se prepard mediante una reaccion de
reemplazamiento galvanico (galvanic replacement, GR) enfre AgNPs y
HAUCI4. Estos autores encontraron un doble comportamiento tipo
Arrhenius. Sin embargo, después de una observacion detallada de las
imdagenes TEM, se puede comprobar que las nanoparticulas bimetdlicas
no estdn rodeadas de manera homogénea por una cubierta de
PNIPAM. En consecuencia, por las zonas mds expuestas del nicleo
(dreas no recubiertas) los reactivos no difunden a través de la red del
microgel, y probablemente esta circunstancia afecta  al
comportamiento catalitico.

Li y col. investigaron el efecto de la temperatura en la velocidad de
reduccion de 4-nitrofenol empleando sistemas cataliticos de pNIPAM
copolimerizado con dcido acrilico (AA) y satélites de plata incorporados

216 Li, L., Niu, R., Zhang, Y. (2018). Ag—Au bimetallic nanocomposites stabilized with organic—
inorganic hybrid microgels: synthesis and their regulated optical and catalytic properties. RSC
Advances, 8(22), 12428-12438.
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(PNIPAM-co-AA@AQST).217 El efecto catalitico de este sistema  hibrido
nucleo@satélites tuvo un doble comportamiento fipo Arrhenius, con el
mayor valor de Kgpp de 7.5 x 103 571 a 32 °C.

Trabajos mds recientes, como el de Hellweg y col. describen sistemas
hibridos mdas complejos, con la incorporacion de satélites de plata en
nucleos de microgeles en nanoparticulas de tipo niucleo@corteza.218
Estas estructuras estdn formadas por un nuUcleo fabricado con N-
isopropilacrilamida (NIPAM), N-isopropilmetacrilamida (NIPMAM) o N-(n-
propil)acrilamida (NNPAM) copolimerizados con d&cido acrilico (AA) y
recubierta por una envoltura formada por poli-N-(n-propil)acrilamida
(DNNPAM). En estos sistemas, como se aprecia en la Figura C.3.8, donde
se incluye una representacion 3D de la nanoparticula hibrida y la
imagen TEM correspondiente, las nanoparticulas de plata estdn
incluidas en el nucleo, y la cubierta polimérica se encuentra en el
exterior. De esta manera, este recubrimiento proporciona estabilidad
coloidal y puede confrolar la difusion de los reactivos involucrados en la
reaccion.

A)

Figura C.3.8. A) representacion esquematica de la arquitectura de nanoparticulas
hibridas tipo nacleo@corteza , con un nicleo compuesto por microgel @AgST y una
corteza de otro microgel. Las AgNP estan localizadas dentro del nucleo de microgel

(azul) con cobertura de PNNPAM (naranja). B) imagen TEM de dicho sistema.

217 Li, K., Chen, X., Wang, Z., Xu, L., Fu, W., Zhao, L., Chen, L. (2015). Temperature-responsive
catalytic performance of Ag nanoparticles endowed by poly(N -isopropylacrylamide-co-acrylic acid)
microgels. Polym. Compos., 38(4), 708-718.

218 Brindel, T., Sabadasch, V., Hannappel, Y., Hellweg, T. (2019). Improved smart microgel carriers
for catalytic silver nanoparticles. ACS Omega, 4(3), 4636-4649.
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Roa y col. han publicado un articulo de revision centrado en la catdlisis
realizada por nanoparticulas metdlicas.2'” En esta revision, los autores
dividieron los portadores activos en fres tipos:

i) microgeles huecos con MeNP
ii) sistemas MeNP@microgel
iii) nanoparticulas integradas aleatoriamente dentro del microgel.

Estos autores incluyen una teoria para la difusion de los reactivos y un
estudio del comportamiento cinético de esa difusion en los diferentes
sistemas. Los autores concluyen que la arquitectura de los sistemas
hibridos es critica y condiciona el comportamiento termo-catalitico.

En el apartado siguiente, de Resultados y Discusion de este Capitulo 3
de la Tesis Doctoral, se detalla la sintesis y la caracterizacidon morfolégica
de sistemas hibridos nanométricos termosensibles con estructura
nicleo@corteza y  nUcleo@corteza@satélites  consistentes  en
AU@QAg@PNIPAM y AUQAg@pPNIPAM@AQST. Asimismo, se han sintetizado
sistemas hibridos pNIPAM@AQST, ya publicados, 220 con el objeto de
comparar su morfologia y caracteristicas con los que tienen nucleo
bimetdlico AU@Ag, ademds de satélites de plata. Por Ultimo, también
se estudia la actividad catalitica para los sistemas AU@Ag@pPNIPAM y
AU@Ag@pNIPAM@AQST utilizando la reaccion de reduccion de 4-Nip a
4-Amp en presencia de NaBH4, y se investiga sobre el efecto de la
temperatura sobre la velocidad de reduccion.

219 Roa, R., Angioletti-Uberti, S., Lu, Y., Dzubiella, J., Piazza, F., Ballauff, M. (2018). Catalysis by
metallic nanoparticles in solution: Thermosensitive microgels as nanoreactors. Z. Phys. Chem., 32(5-
6), 773-803.

220 Satapathy, S. S., Bhol, P., Chakkarambath, A., Mohanta, J., Samantaray, K., Bhat, S. K., Si, S.
(2017). Thermo-responsive pPNIPAM-metal hybrids: An efficient nanocatalyst for the reduction of 4-
nitrophenol. Appl. Surface Sci., 420, 753-763.
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C.3.2. Resultados y Discusidn

C.3.2.1. Preparaciéon y morfologia de las nanoparticulas hibridas

En la preparacion de los sistemas hibridos Au@Ag@pNIPAM y
AU@Ag@PNIPAM@AGST se siguid el esquema sintético indicado en la
Figura C.3.9. Como puede observarse en esta Figura, en primer lugar, se
sinfetizan AuNPs esféricas de 50 nm, para lo cual se sigue el
procedimiento descrito en la Parte Experimental, apartado 3.2.1.
Posteriormente se funcionalizan con 3BA (apartado 3.2.3). La siguiente
etapa consiste en la encapsulacion del nicleo con pNIPAM (para el
caso del sistema Au@pNIPAM, método del apartado 3.3.1) o con el
copolimero pNIPAM-alilamina (para el caso de Au@pNIPAM-Alilaming,
descrito en el apartado 3.3.2). En tercer lugar, se crece una capa de
Ag(0) sobre el nucleo de Au(0), obteniendo microgeles bimetdlicos
AU@Ag@PNIPAM (véase apartado 3.3.3). Finalimente se aprovecha la
presencia de alilomina para coordinar iones Ag*, que se reducen a
satélites de Ag(0) dentfro de la estructura del microgel, generando
estructuras  nucleo@corteza@satélites de AU@Ag@pNIPAM@AQST
(procedimiento que se describe en el apartado 3.3.4).

176



Capitulo 3. Nanoparticulas hibridas termosensibles con propiedades cataliticas

ePIRLIDBSIQUAIAW-, N'N

RUITUR[Y . eprurepuoepdoidos-N
i H
C N
ZHN \/\O H /\:/Z\/Z\:/\ \/_._\ /_\
H H a
enImey
-INV D)y DNy
1SEVDINVAINIDSY Dny sy Z«Eﬁm vany
. z z 021qI00SE
HN HN oy
5 *ONBY
< —— 3y. —"HN -5 TN — _
e <o W HN <
'
"HN
enImey
-INVJINGDnY vdas@ny avid@ny
) ‘HN
*HN THN
0J10u2
: : SA -€-10q OPRY
HN — _HN < 0 :
EUTEY e —
EPIUETIOBSIQUARAM-, T\ Bt

epnuenroendoidosT-\ o

termosensibles Au@Ag@pNIPAM y Au@Ag@pNIPAM@AQST.
177

Figura.C.3.9 Esquema sintético seguido en la obtencion de los sistemas hibridos
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La forma y tamanos de las nanoparticulas hibridas se demuestran por
microscopia electronica de tfransmision (TEM) y mediante andlisis de
dispersion dindmica de la luz (DLS). Cabe senalar que los tamanos de
microgel medidos por DLS son mayores que los obtenidos por TEM, ya
que el primero refleja el famano de microgel hinchado en disolucion,
mientras que el segundo revela la morfologia del microgel colapsado
en estado deshidratado, tras el secado de éste en una rejilla de TEM.

Como evidencia directa de la formacion de estos sistemas hibridos, en
la Figura C.3.10 se incluyen imdagenes TEM representativas de los sistemas
AU@pNIPAM, AU@Ag@pNIPAM vy AU@Ag@pNIPAM@AgGST. Como
podemos observar en la figura, existen varias diferencias en
comparacion con el sistema publicado recientemente por Hellweg vy
col.;22!

i) Nuestro sistema consiste en un nucleo bimetdlico Au@Ag
encapsulado por una capa de pNIPAM (AU@QAg@PNIPAM), vy
los satélites de plata se encuentran bien distribuidos en toda la
corteza de microgel pNIPAM (Au@Ag@pNIPAM@AQST), como
se demostrard en las proximas secciones de este capitulo.

i) Utilizamos como comondmero alilamina en lugar de dcido
acrilico.

iii) Nuestros sistemas no contienen una cubierta polimérica de
PNN, solo usamos NIPAM como mondmero.

221 Bréndel, T., Sabadasch, V., Hannappel, Y., Hellweg, T. (2019). Improved smart microgel carriers
for catalytic silver nanoparticles. ACS Omega, 4(3), 46364649
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Figura.C.3.10. Imagenes TEM representativas de A) Au@pNIPAM, B)
Au@Ag@pNIPAM, C) y D) Microgeles hibridos Au@Ag@pNIPAM@AgQST
a dos magnificaciones distintas.

La Figura C.3.10.A muestra la estructura hibrida compuesta por el ndcleo
de nanoparticula de oro encapsulada por una cubierta de microgel, en
una esfructura tipica nucleo@corteza. Se observa un alto contraste
entre las esferas de oro localizadas dentro de microgeles esféricos
monodispersos, de menor contraste en la imagen. El andlisis de las
dimensiones de estas particulas (Au@pNIPAM) se ha realizado midiendo
un total de 100 AuNPs, y este cdlculo revela un didmetro del nicleo de
48.6 + 3.4 nm (Figura C.3.11.A). La Figura C.3.10.B muestra una imagen
TEM del sistemma AU@Ag@pNIPAM. En ella se observa la misma
morfologia nucleo@corteza estructurada en un nucleo metdlico
encapsulado por un microgel. En este caso, el andlisis de dimensiones
proporciona un tamano promedio de particula de 63.6 £ 5.9 nm. Esto
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significa que se ha formado una capa de Ag(0) de aproximadamente
15 nm alrededor del nucleo de Au(0).

Finalmente, en las Figuras C.3.10.C y C.3.10.D se exhibe el sistema hibrido
nanoestructurado AU@QAg@pNIPAM@AQST. Las imdagenes muestran la
presencia de satélites de Ag(0) distribuidos en la red polimérica del
microgel de pNIPAM. La distribucion del tamano de particula
correspondiente a los AgST se incluye en la Figura C.3.11.C, resultando
un didmetro medio de 14.6 £ 4.8 nm.

636450 | 148+48
C)

154

Numero de particulas
Numero de particulas

© 45 8 5 54 5 45 0 5 606 05O B O 4 s o m

Tamaiio de particula (nm) Tamafo de particula (nm) Tamafio de particula (nm)

Figura C.3.11. Distribucion de diametros de nanoparticulas obtenidos a partir de las imagenes
TEM para A) AuNPs, B) Au@Ag y C) AgSTs.

Es importante mencionar que, dado que en la microscopia
convencional TEM se obtienen imdagenes en 2D, es dificil demostrar si las
nanoparficulas de plata se encuentran solo en la superficie del microgel
o forman parte del interior de la matriz polimérica. No obstante, a partir
de estas imdgenes, si se puede concluir de forma cualitativa que los
AQST se distribuyen uniformemente.

Para confirmar la posicion exacta de los satélites de Ag en el microgel
de pNIPAM, incluimos imdagenes de tomografia 3D para una muestra
AU@QAg@pPNIPAM@AQGST. En este caso, la muestra se estructura en un
nucleo de Au de 100 nm, recubierto por una capa de plata de 15 nm, la
cual estd encapsulada por pNIPAM que contiene satélites de plata
(véase Figura C.3.12).
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Figura C.3.12. Imagenes tomograficas tomadas para el sistema AU@Ag@pNIPAM@AQST
tomadas girando la rejilla portamuestra en el interior del microscopio Talos a A) 0°, B) 20°,
C)40°D)80° E)100°, F) 120°, G) 140°y H) 160 °.
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Como se observa en las imagenes de la Figura C.3.12, tomadas a
distintos dangulos, se puede concluir que los satélites de Ag estdn
distribuidos uniformemente dentro de la red de microgel, confirmando
gue no se encuentran Unicamente en la superficie de pNIPAM. Esto se
puede explicar en base a que los iones Ag*, precursores de las
nanoparficulas AgSTs , se estabilizan mejor en la zona inferna del
microgel, por presentar un mayor nUmero de interacciones con los
grupos funcionales de los mondmeros, comparado con las interacciones
que podrian presentar en la zona superficial del microgel o en el propio
nucleo, donde el volumen de contacto es menor.

En la Figura C.3.13 se muestra la caracterizacion por microscopia TEM de
los tres sistemas hibridos, junto con un esquema de las estructuras
preparadas. En la Figuras C.3.13.A y C.3.13.B se muestran los sistemas de
estructura  nucleo@corteza de AUu@pNIPAM vy Au@Ag@pNIPAM
respectivamente. Como se observa en las imdgenes, los sistemas
obtenidos son muy homogéneos en cuanto a famanos y dispersibilidad.
En la Figura C.3.13.C, se muestra el sistemma con estructura
nucleo@corteza@satélites. En este caso, los AgSTs se prepararon con
cantidades de AgNOsz y NaBHs duplicadas en comparacion con las
cantidades indicadas en la sintesis detallada en la Parte Experimental
(apartado 3.3.4). Como se puede apreciar en la imagen, algunos AgSTs
estdn conectados o fusionados. Esto hecho se puede explicar como
consecuencia del aumento en el tamano de particula.

Es importante mencionar que, en el caso de la formaciéon del sistema
bimetdlico AU@QAQ, la capa de plata sobre la superficie del nicleo de
oro ha sido obtenida por reduccion de Ag* a Ag(0) mediante la accion
de un agente reductor suave (dcido ascorbico). De esta manera la
plata no nuclea, y crece homogéneamente sobre la superficie de la
nanopartficula de oro. Sin embargo, como el dcido ascoérbico no tiene
suficiente potencial redox para reducir Ag* a Ag(0) a pH neutro, fue
necesario aumentar el pH, y con ello, aumentar el potencial redox y
favorecer la reduccidén de los iones plata.?22 Para ello se utilizd una

222 Yang, Z., Lin, Y.-W., Tseng, W.-L., Chang, H.-T. (2005). Impacts that pH and metal ion
concentration have on the synthesis of bimetallic and trimetallic nanorods from gold seeds. J. Mater.
Chem., 15(25), 2450.
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disolucion tampon de glicina de pH 9.5. Al usar estas condiciones
suaves, sigue sin producirse nucleacion, y los iones Ag* pueden difundir
a través de la red de pNIPAM hasta la superficie de oro, donde se lleva
a cabo la reduccion a Ag(0), obteniendo asi la estructura de fipo
nucleo@corteza.?23224 Por ofro lado, los iones Ag* proporcionados por la
sal de plata (AgNQO3), después de coordinarse con los grupos NH2 de la
allamina, generan satélites cuando se infroduce en la mezcla un
agente reductor fuerte. En nuestro caso, hemos usado NaBH4, que
conlleva a la nucleaciéon de la plata (formaciéon de satélites), en lugar
de formar una corteza de Ag(0) sobre la superficie del ndcleo de Au(0).

A) ) w Au microgel
P ®
® Y :
:
L J #
(E) . - ® AuAg microgel

AuAg@Ag

Figura C.3.13. Imagenes TEM y representacion esquematica de los tres sistemas hibridos
sintetizados A) Au@pNIPAM, B) Au@Ag@pNIPAM y C) Au@Ag@pNIPAM@AQGST.

223 Contreras-Caceres, R., Pastoriza-Santos, 1., Alvarez-Puebla, R. A., Pérez-Juste, J., Fernandez-
Barbero, A., Liz-Marzan, L. M. (2010). Growing Au/Ag nanoparticles within microgel colloids for
improved surface-enhanced Raman scattering detection. Chem. A Eur. J., 16(31), 9462-9467.

224 Contreras-Caceres, R., Dawson, C., Formanek, P., Fischer, D., Simon, F., Janke, A., Stamm, M.
(2013). Polymers as templates for Au and Au@Ag bimetallic nanorods: UV—-Vis and surface
enhanced Raman spectroscopy. Chem. Mater., 25(2), 158-169.
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Con objeto de detallar su estructura composicional, estos tres sistemas
también se han caracterizado mediante microscopia electrénica de
transmision de campo oscuro anular de alto dngulo (HAADF-TEM) y
mapeo elemental de rayos X de energia dispersiva (EDX). En la Figura
C.3.14 se muestran las imdgenes obtenidas para microgeles de
AU@pPNIPAM, y en la Figura C.3.15 para los sistemas AUQAg@pPNIPAM y
AU@Ag@pPNIPAM@AQST.

Como se observa en las imagenes de ambas figuras, la técnica de
HAADF muestra imagenes de confraste a una posicion diferente del
detector del equipo, capaz de despreciar las dispersiones de electrones
a angulos pequenos (efectos Bragg). De esta manera se obtiene una
imagen nitida de dicho nicleo. Por otra parte, el detector EDX muestra
la estructura composicional del nucleo (en rojo, Au(0) y en verde, Ag(0))
porque analiza el espectro caracteristico de dispersion de rayos X de
cada elemento presente en la muestra.

Figura C.3.14. A) Imagen HAADF-TEM y B) Analisis de mapeo elemental EDX de Au en
particulas de Au@pNIPAM.

Para el caso del sistema AU@QAg@pNIPAM, el recubrimiento de plata y el
nucleo de oro pueden distinguirse con claridad. Superponiendo los
mapas elementales de ambos metales (Figura C.3.15.A y C.3.15.B) se
observa una capa homogénea de Ag(0), de aproximadamente 17 nm
de espesor, que rodea el nicleo de oro.
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Para el sistema AU@QAg@PNIPAM@AQST, ademds de la configuracion
nUcleo@corteza previomente observada, se puede distinguir también
una gran cantidad de AgST (Figura C.3.15.E-l), distribuidos alrededor de
la estructura nucleo@corteza.

Figura C.3.15. Imagen HAADF-TEM para microgeles A) Au@Ag@pNIPAM y E)
Au@Ag@pNIPAM@AQST B) y F) Mapeo elemental EDX de plata y oro mixtos para los dos
sistemas. C) y D) mapeo elemental EDX de plata y oro para AU@Ag@pNIPAM, y G) y H)
mapeo elemental EDX de plata y oro para microgeles Au@Ag@pNIPAM@AgQST.

Es importante enfatizar que las nanoparticulas bimetdlicas con
estructura nucleo@corteza de AuU@Ag han sido descritas previamente,
pero este microgel tipo AU@RAg@PNIPAM@AQST es el primer sistema
publicado con estructuras de satélites sobre nlcleo@corteza, que
muestra ademds capacidad de respuesta térmica. Este sistema lo
denominamos nucleo@corteza@satélites.

C.3.2.2. Andlisis de la termosensibilidad en microgeles hibridos

La caracterizacion dimensional de los sistemas preparados se ha
realizado mediante la técnica de DLS. El didmetro hidrodindmico (Dn),
asi como las variaciones de tamano de los microgeles hibridos en
funcion de la temperatura (en el rango 25-44 °C) para los sistemas
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AU@pPNIPAM, AURAg@PNIPAM y AU@Ag@PpNIPAM@AQST, se muestran
en la Figura C.3.16.

El factor de confraccion (B) se define como la relaciéon entre el volumen
de la particula en el estado hinchado (a 25 °C) y el volumen de la
particula a cada temperatura (B= Vhinchado (25 °C) / V (T)), siendo el
inverso del factor de hinchamiento (a).?25 Como era de esperar, la
variacion del didmetro hidrodindmico y el factor de contraccion
inducido por la temperatura de los sistemas AU@PNIPAM (cuadrados
negros en la Figura C.3.16) y AU@Ag@pNIPAM (circulos rojos en la Figura
C.3.16) fueron similares. Para los microgeles de Au@pNIPAM vy
AU@Ag@pPNIPAM se obtuvo un valor de Dn de ~342 nm a 25 °C, con una
disminucion significafiva del tamano hasta ~240 nm en el estado
colapsado a 44 °C, resultando un factor de contraccion de ~2.7 para
ambos sistemas. Sin embargo, el sistemma AU@QAg@PNIPAM@AQGST
muestra una capacidad de hinchamiento mads reducida, con un factor
de contraccidn menor en comparacioén con los ofros dos sistemas. El
tamano de particula en el estado hinchado se midié en ~345 nm, y
después de que la temperatura se elevara a 44 °C, el valor de Dn se
redujo a ~260 nm. Bdasicamente, el sistema que contiene AgST produce
un menor colapso de microgel, en comparaciéon con los sistemas
anteriores sin AgST, con un factor de contraccion B de ~2.2. Este
comportamiento se puede explicar si pensamos que los satélites de
plata incorporados en la red polimérica de pNIPAM reducen las
capacidades de hinchamiento y colapso del microgel, y esto a su vez,
puede ser debido a que la presencia de AgSTs dificultaria la movilidad
de las cadenas poliméricas durante el colapso del microgel, lo que se
traduce en una menor capacidad de hinchamiento.

Este comportamiento fambién se sustenta con el hecho de que, debido
a la naturaleza hidréfila de los AgSTs, estos se encuentran rodeados de
una atmosfera de aniones BH4 y solvatados por moléculas de agua. Esta
circunstancia dificulta que el microgel expulse eficientemente las

225 Contreras-Caceres, R., Pacifico, J., Pastoriza-Santos, 1., Pérez-Juste, J., Fernandez-Barbero, A., Liz-
Marzan, L. M. (2009). Au@pNIPAM thermosensitive nanostructures: control over shell cross-
linking, overall dimensions, and core growth. Adv. Funct. Mater., 19, 3070-3076.

186



Capitulo 3. Nanoparticulas hibridas termosensibles con propiedades cataliticas

moléculas de agua por encima de LCST. Este hecho confirmaria por otra
parte, que los AgSTs se distribuyan dentro de todo el microgel de
PNIPAM.
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Figura C.3.16. A) Dh en funcion de la temperatura, y B) factor de contraccion g para los
microgeles hibridos Au@pNIPAM (cuadrados negros), Au@Ag@pNIPAM (circulos rojos) y
Au@Ag@pNIPAM@AGQST (triangulos azules).

C.3.2.3. Propiedades espectroscopicas (UV-vis y FTIR) de los microgeles
hibridos

Es interesante destacar que, al registrar los espectros UV-vis para los
sistemas AU@PNIPAM, AUQAg@PNIPAM y AU@Ag@pNIPAM@AQST, en
todos los microgeles se observd madximos de plasmon superficial
localizado, asi como un comportamiento dependiente de la
temperatura. Esto se puede observar en la Figura C.3.17, en la que se
incluyen los espectros UV-Vis de los microgeles hibridos obtenidos a 25
°Cy50°C.
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Figura C.3.17. Espectros UV-Vis de microgeles hibridos A) Au@pNIPAM, B)
AU@Ag@pNIPAM y C) Au@Ag@pNIPAM@AGST obtenidos a 25 °C (linea negra)
y 50 ° C (linea roja).

El espectro UV-vis de los microgeles de Au@pNIPAM (Figura C.3.17.A),
reveld un mdaximo de absorcion para el oro ubicado a 540 nm a 25 °C,
que se desplaza a 552 nm a 50 °C (un desplazamiento de 12 nm). Para
el sistema AU@Ag@PNIPAM (Figura C.3.16.B), el espectro UV-vis
inicialmente  mostrdé un minimo a aproximadamente 320 nm,
caracteristico de la transicion entre bandas de conduccidon y de
valencia de Ag(0).226 Se detectaron mdximos plasmonicos para el oro a
507 nm y para la plata a 403 nm. El nicleo de oro es el principal
contribuyente plasmonico en los espectros debido a su mayor tamano,
(50 nm), en comparacién con el recubrimiento de Ag, de 15 nm, tal

226 Kreibig, U., Vollmer, M. Experimental results and discussion. In optical properties of metal
clusters, Springer Berlin Heidelberg, 275-436. 1995.
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como se ha demostrado en las imagenes TEM incluidas en el apartado
C.3.2.1. El mdaximo correspondiente al Au(0), observado en la Figura
C.3.17.B, se desplazd a longitudes de onda mas bajas en comparacion
con la de oro. Este hecho coincide con resultados ya publicados, que
explican que la banda de plasmén de oro para particulas bimetdlicas
tipo nucleo@corteza de AU@QAg desplaza la posicidon de la banda de
plasmén de oro a longitudes de onda mas cortas. El origen de dicho
desplazamiento se asigna a las diferencias en la funcion dieléctrica
compleja de plata y oro, lo que resulta en una variacion de la funciéon
dieléctrica efectiva de las nanoparticulas bimetdlicas de
AU@AQ.?227.228.229 Ademds, experimentalmente también se observa un
desplazamiento hacia el rojo del méximo del plasmén del oro por el
aumento de la temperatura. La banda de plasmdn para el oro se
localiza a 507 nm a 25 °C (estado hinchado) y a 518 nm a 50 °C (estado
colapsado), lo que supone un desplazamiento de 11 nm.

Como se ha mencionado, la sensibiidad del desplazamiento
plasmonico en las nanoparticulas bimetdlicas de Au@Ag depende de la
funcidon dieléctrica efectiva de las nanoparticulas bimetdlicas.230.231.232
Este desplazamiento coincide con ofros publicados previamente,
donde se mostré un desplazamiento en la banda del plasmon del oro
de 17 nm para las particulas AU@Ag@pPNIPAM, formadas por un nucleo
de Au(0) de 64 nm y un recubrimiento de Ag(0) de 40 nm.

227 Contreras-Caceres, R., Dawson, C., Formanek, P., Fischer, D., Simon, F., Janke, A., Stamm, M.
(2013). Polymers as templates for Au and Au@Ag bimetallic nanorods: UV—-Vis and Surface
enhanced Raman spectroscopy. Chem. Mater., 25(2), 158-169.

228 Carbo-Argibay, E., Rodriguez-Gonzalez, B., Pacifico, J., Pastoriza-Santos, 1., Pérez-Juste, J., Liz-
Marzan, L. M. (2007). Chemical sharpening of gold nanorods: the rod-to-octahedron transition.
Angew. Chem. Int. Ed., 46(47), 8983-8987.

229 Sanchez-Iglesias, A., Carbd-Argibay, E., Glaria, A., Rodriguez-Gonzalez, B., Pérez-Juste, J.,
Pastoriza-Santos, 1., Liz-Marzan, L. M. (2010). Rapid epitaxial growth of Ag on Au nanoparticles:
from Au nanorods to core-shell Au@Ag octahedrons. Chem. A Eur. J., 16(19), 5558-5563.

230 Khalavka, Y., Becker, J., Sonnichsen, C. (2009). Synthesis of rod-shaped gold nanorattles with
improved plasmon sensitivity and catalytic activity. J. Am. Chem. Soc., 131(5), 1871-1875.

231 Sepulveda, B., Angelomé, P. C., Lechuga, L. M., Liz-Marzan, L. M. (2009). LSPR-based
nanobiosensors. Nano Today, 4(3), 244-251.

232 Contreras-Caceres, R., Pastoriza-Santos, 1., Alvarez-Puebla, R. A., Pérez-Juste, J., Fernandez-
Barbero, A., Liz-Marzan, L. M. (2010). Growing Au/Ag nanoparticles within microgel colloids for
improved surface-enhanced Raman scattering detection. Chem. A Eur. J., 16(31), 9462-9467.
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Finalmente, el espectro UV-vis para las particulas
AU@Ag@pNIPAM@AQST (Figura C.3.17.C) mostrd un minimo a 320 nm,
igual que en el sistema Au@Ag@pNIPAM. Ademds, se observa un
desplazamiento de la posicion del plasmon del Au(0) hacia menores
longitudes de onda (desplazamiento hacia el azul), comparado con los
sistemas anferiores. Al aumentar la temperafura en el sistema
AU@Ag@PNIPAM@AQGST el desplazamiento hacia el rojo del plasmoén de
oro fue de 11 nm (511 nm a 50 °C), igual al del caso del sistema
AU@Ag@pPNIPAM. Otra observacion que se puede exiraer en este
sistema es el desplazamiento hacia el rojo de 4 nm para la banda de
plasmon de plata, producido por la presencia de AgSTs.

Los desplazamientos hacia mayores longitudes de onda observados en
todos los sistemas cuando se mide a 50°C se atribuye al aumento del
indice de refraccion local, como establece la Teoria de Mie (apartado
1.1.1). Esa diferencia se debe a la expulsion de agua del microgel, que
se produce a temperaturas superiores a la de transicion de fase
volumétrica del pNIPAM.

Como se ha publicado en otros estudios similares, la espectroscopia UV-
vis es una técnica adecuada para monitorear el desplazamiento de la
banda del plasmén superficial debido al cambio en la distribucion
espacial de las nanoparticulas metdlicas. 233 . 234 Por lo tanto, ofro
mecanismo que podria explicar el desplazamiento hacia mayores
longitudes de onda, especialmente para el plasmdon de plata en el
sistema AU@QAg@pPNIPAM@AQST, es que debido al colapso de los
microgeles de pNIPAM por encima de LCST podria reducir la distancia
enfre las AgNTs y el nuicleo bimetdlico Au@Ag, causando el
acoplamiento plasmoénico entre ellos.235 Sin embargo, los resultados

233 Contreras-Caceres, R., Sanchez-Iglésias, A., Matthias, K., Pastoriza-Santos,l., Pérez-Juste, J.,
Pacifico, J., Hellweg, T., Fenandez-Barbero, A., Liz-Marzan, L. (2008). Encapsulation and growth
of gold nanoparticles in thermoresponsive microgels. Adv. Mater., 20, 1666-1670.

234 Dong, X., Zou, X., Liu, X., Lu, P., Yang, J., Lin, D., Zhang, L., Zha, L. (2014). Temperature-tunable
plasmonic property and SERS activity of the monodisperse thermo-responsive composite microgels
with core—shell structure based on gold nanorod as core. Colloids Surfaces A: Physicochem. Eng.
Asp., 452, 46-50.

235 Satapathy, S. S., Bhol, P., Chakkarambath, A., Mohanta, J., Samantaray, K., Bhat, S. K., Panda, S.
K., Mohanty, P. S., Si, S. (2017). Thermo-responsive PNIPAM-metal hybrids: An efficient
nanocatalyst for the reduction of 4-nitrophenol. Appl. Surface Sci., 420, 753-763.
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experimentales apuntan a que este fendmeno no se produce, ya que el
desplazamiento del plasmoén fue el mismo que el observado en los
microgeles AU@Ag@pPNIPAM sin satélites de plata.

Del andlisis de la absorcion en UV-vis se puede concluir que las
propiedades opticas de los nUcleos de Au(0), recubiertos de Ag(0) y con
AQSTs incorporados dentro de los microgeles de pNIPAM, se pueden
regular con la temperatura. Este hecho proporciona nanocoloides
plasmonicos de respuesta térmica para su uso en catdlisis modulada por
la temperatura, e incluso en otros campos como la espectroscopia SERS
0 en biomedicina.

Una vez demostradas las propiedades plasmonicas de los sistemas
hibridos fabricados, y con el objetivo de demostrar la presencia de
grupos amino en el microgel de pNIPAM para su posterior union a AgSTs,
se ha llevado a cabo el andlisis mediante espectroscopia FTIR de los
sistemas  bimetdlicos preparados, AU@Ag@pNIPAM-Alilamina vy
AU@QAg@PNIPAM@AQGST. En la Figura C.3.18 se muestran los espectros
FTIR obtenidos, junto con el espectro de referencia de la alilamina. En
ambos sistemas, el FTIR muestra la banda correspondiente a la vibracion
de estiramiento antisimétrica y simétrica del enlace C-H, 2923 y 2852 cm-
I la cual estd asociada a alcanos alifaticos. Para el sistema sin satélites
de plata (linea negra), se observan bandas a 3424 y 3315 cm-!, que se
atribuyen a la vibracién de estiramiento de los grupos -NH2, asi como los
picos ubicados a 1646 y 1540 cm-!, atribuidos a la vibracion de flexion
de los grupos -NH> de alilamina.

Si se compara con el espectro FTIR del sistema con AgSTs (linea roja en
la Figura 3.18A), los picos de absorcion de alilamina a 3424 y 3315 cm T,
asi como el pico de absorcion a 1646 y 1540 cm-! presentan menor
intensidad. Esto se puede explicar como consecuencia de la nueva
interaccion resultante entre los grupos amino de alilamina vy los satélites
de plata presentes en la red del microgel.
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Figura C.3.18. Espectros FTIR de A) sistemas hibridos Au@Ag@pNIPAM-Alilamina (linea
negra) y Au@Ag@pNIPAM@AQST (linea roja) y B) alilamina pura.

Estos resultados de FTIR estdn en concordancia con los obtenidos para
otro tipo de microgeles copoliméricos previamente publicados, como,
por ejemplo, de poliestireno, dcido metacrilico o polipirrol con NIPAM.236

C.3.2.4 Andlisis de concentracion y drea superficial de metal

Para determinar la concentracidon de metal en los sistemas sintetizados
con nucleo bimetdlico de AU@Ag, asi como en los sistemas con satélites
de plata, se utilizaron las técnicas de andlisis TGA y EDX-TEM.

En la Figura C.3.19 se presentan las grdficas obtenidas en los andlisis
termogravimétricos. En ellas se observa la pérdida de masa medida
para los microgeles de AuU@Ag@pNIPAM (Figura C.3.19.A) y de
AU@QAg@PNIPAM@AQGST (Figura C.3.19.B).

Para el primer sistema, AU@RAg@pPNIPAM, el residuo metdlico de AU@Ag
restante después de calentar la muestra a 800 °C, representa el 14 % de
la masa total del sistema  hibrido. Y  para el sistema
AU@Ag@PNIPAM@AQST, el residuo que proviene del nicleo bimetdlico
de Au@AQg vy los AgST, resulto el 26 % de la masa total del sistema.

236 Zhang, C., Li, C., Chen, Y., Zhang, Y. (2014). Synthesis and catalysis of Ag nanoparticles trapped
into temperature-sensitive and conductive polymers. J. Mater. Sci., 49(20), 6872—6882.
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Figura C.3.19. Analisis TGA para los microgeles hibridos A) Au@Ag@pNIPAM y B)

AU@Ag@pNIPAM@AQST

El porcentaje relativo de plata y oro para estos residuos metdlicos se
obtuvo a partir del espectro EDX, el cual se incluye en la Figura C.3.20.A
para AU@QAg@pNIPAM vy Figura C.3.20.B para AU@QAg@pNIPAM@AQST.

Por ofra parte, el cdlculo del drea superficial de plata (Sag)

se ha

realizado siguiendo el procedimiento publicado ya anteriormente,237.238

y que se deduce de la siguiente manera, a partir del volumen y el drea
de una esfera:

Vestera = 4/3MR3

Aesfera = 4IMR?

[1]
[2]

Despejando R de [1] y sustituyendo en [2], resulta:

Aestera = 3Vesfera /R

[3]

Siendo V= volumen, A=drea superficial y R es el radio.

237 Liz-Marzan, L. M., Giersig, M., Mulvaney, P. (1996). Synthesis of nanosized gold—silica core—shell

particles. Langmuir, 12(18), 4329—4335.

238 Khalavka, Y., Becker, J., Sonnichsen, C. (2009). Synthesis of rod-shaped gold nanorattles with
improved plasmon sensitivity and catalytic activity. J. Am. Chem. Soc., 131, 1871-1875.
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Como el volumen especifico de las nanoparticulas de plata se puede
calcular con la concentracion y el volumen molar de esta, el drea
superficial o especifica de plata (Sag) se puede expresar como:

Sag = 3[AQg] Vmag/ Rag , donde las unidades son cm2/L  [4]

siendo [Ag] la concentfracion de plata en mol/L, Vmag €s el volumen
molar de plata (10.27 cm3/mol) y Rag €s el radio del recubrimiento de Ag
(0) (en cm).

El conocimiento del drea superficial que presenta el metal en los
sistemas AU@QAg@PNIPAM y AU@Ag@pNIPAM@AQST es importante
porque de ella depende en gran medida la actividad catalitica del
sistema. A partir de este valor, se podrd comparar de forma cuantitativa
la actividad catalitica de estos dos microgeles hibridos con otros
sistemas basados en plata publicados, y que se han usado como
nanocatalizadores para la reduccion de 4-nitrofenol.

En la Figura C.3.20 se muestra el espectro EDX y la tabla con el
porcentaje de plata y oro obtenidos para el sistema hibrido
AU@Ag@pPNIPAM. En este caso, los porcentajes de plata y oro fueron
74.7 y 25.3 %, respectivamente.
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Figura C.3.20. Anélisis EDX y porcentaje de oro y plata para los microgeles hibridos A)

Au@Ag@pNIPAM and B) Au@Ag@pNIPAM@AgST.
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Con estos datos, y tomando como cantidad de microgel anadida 50 uL
en la reacciéon catalitica (cuyo residuo seco nos dio una concentracion
de 0.05 mg microgel /mL de dis.) y como radio de la esfera del nucleo
bimetdlico, 32 nm (medidos por TEM), el drea superficial de Ag(0)
calculada para el sistema AU@RAg@pPNIPAM es de 9.16 x104 m2/L.

Este cdlculo se detalla a continuacion:

1°) calculamos la concentracion molar de plata:

residuo seco (% de dis. ) x volumen cat. (uL)x % metal TGA x % Ag EDX

A = 10—7

[Ag] 107.86 x volumen dis. (mL) x
Donde:

= volumen cat. = volumen de dis. que anadimos como

catalizador en la reaccién de 4-Nip a 4-Amp.
= volumen dis.= volumen de dis. a la que le hacemos residuo
seco (en nuestro caso 2.55 mL)

» residuo seco = material que queda tras eliminar
completamente el agua de la dis. secando en estufa a 90 °C
durante 24h.

* % metal TGA = porcentagje de contenido metdlico que

obtenemos de TGA.

» % Ag EDX = porcentaje de contenido en plata que obtenemos
del andlisis TEM-EDX del sistema hibrido.

» dividimos por 107.86, peso atdmico de la plata, para convertir a
mol de plata y el factor multiplicador 107 reordena todos los
demds cambios de unidades que deben hacerse para expresar
el resultado de concentracion de plata en mol/L.

En nuestro caso, el resultado obtenido fue [Ag]= 9.51x107 M

2°) Aplicando este valor de concentracion en la ecuaciéon [4] (Sag =
3[AQ] Vmag/ Rag). se obtiene el valor de Sag.
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Para el sistema Au@Ag@pNIPAM@AGST, el andlisis TGA dio como
resultado un 26 % de residuo bimetdlico, y el espectro EDX proporciond
un 85.8 % de plata y un 14.2 % de oro. El drea de superficie de plata (Sag)
calculada (siguiendo el mismo razonamiento que en el caso anterior)
fue enfonces de 4.2 x 103 m?2/L, tomando en este caso como cantidad
de microgel anadido durante el proceso de catdlisis, 50 uL de dispersion
coloidal de residuo seco igual a 0.025 mg/mL, y como radios de nucleo
bimetdlico y satélites de plata (medidos por TEM), 32 nm y 7.5 nm,
respectivamente.

Para el cdlculo de Sagse procede de manera andloga al caso anterior,
pero para este sistema, la superficie de plata en el nicleo y en los
satélites se calculan por separado y luego se suman. El cdlculo se
detalla a confinuacion:

1°) Para calcular las concentraciones de plata total ([Aglewm). 1O de plata
en el nucleo bimetdlico AURAQ ([Aglaeng). Y |0 de plata en forma de
satélites ([Aglagsr):

residuo seco (% de dis. ) x volumen cat. (uL)x % metal TGA x % Ag EDX

A = 10—7
[Agloral 107.86 x volumen dis. (mlL) x
residuo seco (% de dis. ) x volumen cat. (uL)x % metal TGA™ x % Ag EDX* ,
A = 10™
[Aglaueag 107.86 x volumen dis. (mL) x
[Ag]AgST = [Agltotal — [Ag]Au@Ag
Donde:

= volumen cat., volumen dis., residuo seco, % metal TGA y % Ag
EDX ya se han definido anteriormente y se refieren al sistema
hibrido Au@Ag@pNIPAM@AQST.
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* % metal TGA®™ = porcentaje de contenido metdlico que
obtenemos de TGA del sistema AUQAg@pPNIPAM.

» % Ag EDX" = porcentaje de contenido en plata que obtenemos
del andlisis TEM-EDX del sistema AU@Ag@pPNIPAM.

2°) Se aplica la ecuacion [4] para obtener el drea superficial de plata
en el nucleo y en los satélites, empleando la concentracion de plata y
los radios de superficie de plata, correspondientes en cada caso.
Finalmente, se suman para obtener la superficie de plata total.

En nuestro caso, los resultados fueron:

[Agliota = 1.02 X 106 M

[Aglaueng = 4.68 X 107 M Sageau=4.52 x104 m?/L
[Aglagst = 5.52 x 107 M SagsT=2.27 X103 m2/L

Sag = Sageaut Sagst = 2.72 x10:3 m?/L

También se ha readlizado una comparativa con sistemas hibridos
PNIPAM@AGQGST. Estos sistemas presentaron un porcentaje de plata de
solo el 11.22 % respecto a la masa total de la nanoparticula, obtenido
mediante andlisis por TGA. Es curioso comprobar como este porcentaje
se corresponde, de manera casi exacta, con la diferencia que existe en
% de plata entre el sistema bimetdlico sin satélites AUQAg@pPNIPAM (14
%) y el sistema AU@Ag@PNIPAM@AQST (26 %).

En la Figura C.3.21 se muestra una imagen TEM del sistema
nucleo@satélites de pPNIPAM@AQST y el andlisis termogravimétrico
llevado a cabo.
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Figura C.3.21. Imagen TEM del sistema hibrido pNIPAM@AQST (a la izquierda) y gréfica de
analisis TGA para ese mismo sistema (derecha).

C.3.2.5 Efecto catalitico en funcion de la temperatura

Se ha descrito recientemente que los nitrofenoles y sus derivados son
uno de los contaminantes mds persistentes que se pueden encontrar en
las aguas residuales industriales, convirtiéndose asi en una gran
amenaza para el medio ambiente.23? Al mismo tiempo, la reduccion de
4-nitrofenoles es también importante en la produccion de materias
primas industriales.

Aungque la reduccion de 4-Nip a 4-Amp usando NaBHs es
termodindmicamente favorable (potenciales estdndar de reduccion: E°
(4-Nip/4-Amp) es de -0.76 V y EO(BO2™ /BH4 ) es de -1.24 V), la presencia
de una barrera cinética debido a la gran diferencia de potencial entre
dador y aceptor de electrones, sumado a la repulsion mutua que
experimentan los iones negativos de 4-Nip y BH4~, dificultan la viabilidad
de la reaccion, y por lo tanto, la reduccion no puede proceder sin
mediaciéon de un catalizador.

En este contexto, las nanoparticulas metdlicas pueden hacer de puente
de electrones desde los iones BH4~, donadores de electrones (reductor),

239 Wang, M. L., Jiang, T.T., Lu, Y., Liu, H. J., Chen, Y. (2013). Gold nanoparticles immobilized in
hyperbranched polyethylenimine modified polyacrylonitrile fiber as highly efficient and recyclable
heterogeneous catalysts for the reduction of 4-nitrophenol. J. Mater. Chem. A, 1, 5923-5933.
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a los iones del receptor 4-nitrofenolato (oxidante), superando la barrera
cinética y catalizando eficientemente la reducciéon de 4-Nip a 4-Amp.240

Como  se ha mencionado  anteriormente, para evaluar
cuantitativamente la eficiencia catalitica de los microgeles hibridos
AU@QAg@pPNIPAM@AQST, se empledé como reaccidon modelo la
reduccion de 4-nitrofenol (4-Nip) a 4-aminofenol (4-Amp) en presencia
de NaBH4. La capacidad catalitica de los sistemas pNIPAM@AQST ya ha
sido descrita anteriormente, por lo que en este apartado se detallan los
resultados obtenidos en la catdlisis de la reaccidn mencionada por
parte de los sistemas hibridos con nucleo bimetdlico Au@Ag y con AgST,
y se comparan con los resultados de sistemas pNIPAM@AQST que se
disponen en la bibliografia.24!

Un UV-vis tipico de una disolucion acuosa de 4-Nip muestra un pico
maximo de absorcidon a una longitud de onda de ~317 nm. Tras la
adicion de NaBH4, el color amarillo claro de 4-Nip cambia a amarillo-
verde y el méximo de absorcion se desplaza inmediatamente hacia 400
nm, debido a la formacidon de iones 4-nitrofenolato en el medio alcalino
causado por el NaBHa.

En esta tesis, el progreso de la reaccion catadlitica se evalud
cuantitativamente monitoreando los cambios de los espectros de
absorcion UV-vis de los iones 4-nitrofenolato en funcion del tiempo
(cada 60 s), como ya se menciond en la Parte Experimental (apartado
C.3.2.4).242

Como experimento de control, se evalud la actividad catalitica de los
microgeles de pNIPAM puros. Para esta reaccion y como era de
esperar, después de un periodo de tiempo de seis horas, no se observd

240 Gangula, A., Podila, R.,, M, R., Karanam, L., Janardhana, C., Rao, A. M. (2011). Catalytic
Reduction of 4-Nitrophenol using biogenic gold and silver nanoparticles derived from breynia
rhamnoides. Langmuir, 27, 15268-15274.

241 Liu, Y., Liu, X., Yang, J., Lin, D., Chen, X., Zha, L. (2012). Investigation of Ag nanoparticles
loading temperature responsive hybrid microgels and their temperature controlled catalytic activity.
Colloids Surf. A: Physicochem. Eng. Asp., 393, 105-110.

242 Zhang, W., Tan, F., Wang, W., Qiu, X., Qiao, X., Chen, J. (2012). Facile, template-free synthesis of
silver nanodendrites with high catalytic activity for the reduction of p-nitrophenol. J. Hazard., 217—
218, 36-42.
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ningun cambio en la intensidad mdxima en el UV-vis de los aniones

nitrofenolato.

Después de la adicion de cada uno de los sistemas cataliticos hibridos, y
para diferentes temperaturas, se midio la reduccion de 4-Nip por NaBH4
y su conversidon a 4-Amp. En este proceso la intensidad del pico a 400
nm disminuyd gradualmente con el tiempo, acompanado por la
aparicion simultanea de un nuevo pico a 295 nm que indica la
formacion de 4-Amp.

En la Figura C.3.22 se presentan los espectros UV-vis en funcion del
tiempo de reaccion, registrados cada 60 s. La reaccion de reduccion se
lleva a cabo a distintas temperaturas (25, 28, 32, 36, 40 y 44 °C) y usando
el sistema de microgel termosensible AUQAg@PNIPAM como catalizador
de reaccion. Los resultados muestran que la reaccidon tarda en
completarse un tiempo diferente en funcidon de la temperatura de

reaccion.

Absorbancia
Absorbancia

Absorbancia
Absorbancia

T T T T T T T T T T T T
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Figura C.3.22. Espectros UV-Vis dependientes del tiempo para la reduccion catalitica de 4-Nip
por NaBHj, en presencia de Au@Ag@pNIPAM.
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Por otra parte, en la Figura C.3.23 se muestran los espectros obtenidos
durante la reduccion de 4-Nip en funcidon del tiempo utilizando el
sistema AU@Ag@PNIPAM@AQGST como catalizador de reaccion.

En este caso, los resultados indican que los microgeles de
AU@Ag@PNIPAM@AQST catalizan la reaccion de forma mads eficiente.
Comparados con los microgeles de AU@RAg@pPNIPAM, los tiempos de
reaccion son significativamente mas bajos para todas las temperaturas

de reaccion.
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Figura C.3.23. Espectros UV-Vis dependientes del tiempo para la reduccion catalitica de 4-Nip
por NaBH, en presencia de AU@Ag@pNIPAM@AQST.

Dado que la concentracion de NaBH4 se mantiene constante para
todas las reacciones debido a que se encuentra en exceso con
respecto a la de 4-Nip y de microgel, la velocidad de reduccion y
constantes cinéticas aparentes dependerdn solo de la concentracion
de 4-Nip. Teniendo en cuenta este supuesto, las constantes de
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velocidad de reaccion aparente (Kgpp) para la reduccion catalitica
pueden evaluarse estudiando la cinética de primer orden con respecto
a la concentracion de 4-Nip de la siguiente manera:243

—In(C;/ Co) = kapp t [5]

donde Kqgpp €5 la constante aparente de velocidad de la reaccion
catalitica, Ci representa la concentracion en el tiempo t, y Co es la
concentracion inicial en el tiempo 0 de la disolucion de 4-Nip. Los
valores Cty Co pueden representarse como los valores de absorbancia,
Abst y Abso, correspondientes de los espectros UV-vis. En concreto, Abst
representa la absorbancia a un tiempo ty Abso para la absorbancia en
el tiempo 0, la cual se tomd como el valor medido a un tiempo de 60 s.
Este valor corresponde al valor de absorbancia a 400 nm del segundo
espectro registrado. Se siguid esta metodologia porque los tiempos de
induccion (tiempo de espera hasta que da comienzo la reaccion)
observados son relativamente pequenos para este tipo de reaccion.244
Los valores de Kqpp (S7) se calcularon a partir de las pendientes de los
ajustes lineales de las graficas en las que se representan el Ln(Abst/Abso)
frente al 1.

Ambos sistemas exhibieron tiempos de induccidon muy pequenos, de
menos de 60 s, en todas las temperaturas probadas. Este hecho indica
que la difusion y la transferencia de materia de 4-Nip y BH4s hacia el
interior del microgel y la adsorcion sobre las nanoparticulas de plata se
facilitan de manera eficiente. 245

243 Yuan, J., Wunder, S., Warmuth, F., Lu, Y. (2012). Spherical polymer brushes with
vinylimidazolium-type poly(ionic liquid) chains as support for metallic nanoparticles. Polymer, 53,
43-49.

244 Signori, A. M., Santos, K. d. O., Eising, R., Albuquerque, B. L., Giacomelli, F. C., Domingos, J. B.
(2010). Formation of catalytic silver nanoparticles supported on branched polyethyleneimine
derivatives. Langmuir, 26, 17772-17779.

245 Satapathy, S. S., Bhol, P., Chakkarambath, A., Mohanta, J., Samantaray, K., Bhat, S. K., Panda, S.
K., Mohanty, P. S., Si, S. (2017). Thermo-responsive PNIPAM-metal hybrids: An efficient
nanocatalyst for the reduction of 4-nitrophenol. Appl. Surface Sci., 420, 753-763.
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En la Figura C.3.24.A se incluye la representacion del Ln(Abst/Abso) en
funcion del tiempo, para diferentes temperaturas utilizando el sistema
AU@Ag@pPNIPAM como catalizador.

Podemos confirmar que el valor de Kgpp mas alto (8.5 x 103 s1) se
corresponde con la temperatura de 32 °C vy, por lo tanto, a esta
temperatura se obtiene el fiempo mds corto para la conversion
completa de 4-Nip a 4-Amp, que resultd ser de 540 s. En la Figura
C.3.24.B se muestra la representacion de los valores de Kapp €n funcion
de la temperatura. Estos resultados demuestran la potencial
aplicabilidad del sistema hibrido desarrollado en la catdlisis modulada
por temperatura.
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Figura C.3.24. Representacion gréafica correspondientes al Ln(Abs/Absg) en funcion del
tiempo t para la reaccion de reduccion y representacion de Kapp para las distintas
temperaturas utilizadas.

En la Figura C.3.24.C se muestra la representacion del Ln(Absi/Abse) en
funcion del tiempo a varias temperaturas para las particulas de

204



Capitulo 3. Nanoparticulas hibridas termosensibles con propiedades cataliticas

AU@Ag@PNIPAM@AQGST. En este caso, al valor mds alto de temperatura
(44 °C) le corresponde el menor tiempo necesario para la conversion
completa de 4-Nip a 4-Amp, que resultd ser de 300 s, con un valor de
Kapp de 16.4 x 103 s71. En la Figura C.3.24.D se incluye los valores de Kapp
para las diferentes temperaturas de reaccidon en las que se ha
ensayado la catdlisis con microgeles de AU@Ag@PNIPAM@AQGST.

Del andlisis de las representaciones anteriores para ambos sistemas se
puede extraer |o siguiente:

i. La intensidad del pico a 400 nm disminuye gradualmente a
medida que trascurre la reaccion catalizada, pero con una Kgpp
diferente en cada caso (Figuras C.3.24.Ay C.3.24.C).

i. Esevidente que la actividad catalitica puede ser modulada por la
temperatura, debido a la fransicion de fase de los microgeles de
PNIPAM.

En consecuencia, estos sistemas hibridos sensibles a la temperatura son
capaces de servir como "nanoreactores inteligentes" para la reduccion
catalitica de 4-Nip a 4-Amp. Todas las graficas mostradas en la Figura
C.3.24.A y C.3.24.C presentan una buena relacidn lineal entre
Ln(Absi/Absg) y el fiempo t, para prdacticamente el 90 % de las
reacciones llevadas a cabo a diferentes temperaturas y con cada
sistema catalitico.

Las figuras C.3.24.B y C.3.24.D demuestran las diferencias de las
constantes de velocidad de reaccion a diferentes temperaturas,
mientras se mantienen constantes todas las demds condiciones de
reaccion. Se pueden distinguir claramente tres regiones diferentes para
los dos sistemas estudiados (véase la Tabla C.3.1):

» temperaturas < 32 °C, la constante de velocidad observada
aumenta con la temperaturag,

» region de 32-40 °C el valor de Kgpp disminuye al aumentar la
temperaturay,

» temperaturas > 40 °C, la constante de velocidad aparente
aumenta nuevamente con la temperatura.
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Como se indicdé anteriormente, la explicacion del comportamiento
observado se basa en la respuesta térmica del pNIPAM. A una
temperatura inferior a la LCST, el microgel se encuentra en estado
hinchado, por lo tanto, los reactivos pueden difundir facilmente a fravés
de los poros y alcanzar la superficie de Ag(0) en ambos sistemas
hibridos. Como cabia esperarse de la ley de Arrhenius,246 la constante
de velocidad aumentd con la temperatura, de 5.7 x 103 a 6.3 x 103 5!
para AUQAg@pNIPAM y de 8.3 x 103 a 11.2 x 103 51 para los sistemas de
microgel AU@RAg@pPNIPAM@AQST.

En las proximidades de la LCST (~ 32 °C), el didmetro de particula
comienza a disminuir debido a la contraccion de pNIPAM. En este
estado, las moléculas de agua son expulsadas de la red del microgel,
afectando a la difusidon de los reactivos a fravés de la cubierta del
polimero. Dicha difusion se ralentiza a medida que aumenta la
temperatura, y en consecuencia, lleva a una disminucion en la
constante de velocidad de 85 x 103 a 33 x 103 s! para
AU@Ag@PNIPAM y de 11.3 x 103 a 4.7 x 103 s! para particulas
AU@Ag@PNIPAM@AQST. Estos resultados indican que esta disminucion
en los coeficientes de difusion no se compensa con el aumento de la
velocidad de reaccion debido a la temperatura, como ocurrid por
debajo de 32 °C.

Una vez que la cubierta polimérica estd completamente colapsada, la
difusidon de los reactivos ya no se ve afectada por la expulsion de las
moléculas de agua de la estructura del microgel, y los aumentos de
temperatura nuevamente conducen a un aumento gradual de la
constante de velocidad con la temperatura. A 44 °C, la Kgpp para los
microgeles AU@Ag@pNIPAM aumento ligeramente (3.8 x 103 s°1) debido
al comportamiento tipo Arrhenius. Sin embargo, el valor de Kepp para los
microgeles AUQAg@pNIPAM@AQST mostrd un aumento brusco (16.4 x
103 s1), obteniendo la constante de velocidad mds alta, debido a los
AQST inmovilizados dentro del recubrimiento de pNIPAM.

246 Carregal-Romero, S., Pérez-Juste, J., Hervés, P., Liz-Marzan, L. M., Mulvaney, P. (2010). Colloidal
gold-catalyzed reduction of ferrocyanate (III) by borohydride ions: A model system for redox
catalysis. Langmuir, 26, 1271-1277.
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Para comparar cuantitativamente las actividades cataliticas de los
diferentes sistemas coloidales, en esta Tesis se incluye un pardmetro
denominado Kj, que es la constante de velocidad aparente (Kapp)
normalizada para el drea de superficie especifica de particulas
metdlicas (S o Sag en nuestro caso):

dcC
_d_tt = kappct - k]_SCt [6]

En la Tabla C.3.1 se incluye los valores calculados de K; para ambos
sistemas de microgel a todas las temperaturas investigadas.

Tabla C.3.1. Resumen de la actividad catalitica de los dos sistemas de microgel diferentes en la
reduccion de 4-Nip a 4-Amp por NaBH, a diferentes temperaturas.

o Cantidad Temperatura Kepo (5] Ki*
i¥e)) (°C) (L/m?s)
AU@Ag@pNIPAM 2,5 25 5.7x103 6,22
AU@Ag@pPNIPAM 2,5 28 6.3x103 6,88
AU@Ag@pNIPAM 2,5 32 8.5x103 9,28
AU@Ag@pNIPAM 2,5 36 4.2x103 4,59
AU@Ag@pPNIPAM 2,5 40 3.3x10°3 3,60
AU@Ag@pPNIPAM 2,5 44 3.8x103 4,15
AU@Ag@PNIPAM@AQGST 1,25 25 8.3x10°3 3,05
AU@QAg@pPNIPAM@AQST 1,25 28 11.2x103 4,12
AU@Ag@pPNIPAM@AQST 1,25 32 13.3x103 4,89
AU@QAg@PNIPAM@AQGST 1,25 36 7.3x103 2,68
AU@Ag@pPNIPAM@AQST 1,25 40 4.7%x103 1,73
AU@Ag@PNIPAM@AQST 1,25 44 16.4x103 6,03

207



Capitulo 3. Nanoparticulas hibridas termosensibles con propiedades cataliticas

Nota(*): El valor de K; que se indica para ambos sistemas no es
comparable directamente, ya que la cantidad de catalizador
empleada no ha sido la misma. Aunque si podemos llegar a estimar
para el sistema AU@QAg@PNIPAM@AQGST, que este valor podria haber
sido el doble si se hubiera empleado la misma cantidad que en el caso
del sistema AU@QAg@pNIPAM.

Lo que se puede observar, es que los valores de Kqpp obtenidos son muy
superiores a los descritos en bibliografia para los sistemas pNIPAM@AgST,
que van desde 4.23 x 104 a 5.02 x 103 571, lo que hace que los sistemas
hibridos con niucleo AU@Ag sean mads eficientes que las nanoparticulas
sin  nucleo metdlico. Ademds, los nuevos sistemas hibridos
AU@Ag@PNIPAM@AQST presentan una mejor actividad catalitica
(mayor Kapp) que los sistemas sin satélites, AU@Ag@pPNIPAM, incluso
habiendo empleado la mitad de cantfidad de catalizador, a casi todas
las temperaturas estudiadas.

Como se menciond anteriormente, ambos sistemas cataliticos
termosensibles exhibieron tiempos de induccion muy cortos para todas
las temperaturas. El fiempo de induccidon es un fendbmeno tipico para la
catdlisis heterogéneaq, y estd relacionado con el tiempo requerido para
la activacion del catalizador. En las reacciones realizadas en este
estudio, se observa después de la adicidon de todos los reactivos, una
disminucion de la intensidad de absorbancia a los 60 s, revelando el
inicio de la reaccion catalitica.

Esta observacion puede demostrar que el tiempo de induccidon en
nuestros sistemas fue muy pequeno porque las AgNP estdn
directamente en contacto con los componentes de la reaccion y no se
necesitd fiempo para que la difusion de 4-Nip alcance la superficie de
los NP metdlicos como en otros estudios.247.248

247 Yuan, J., Wunder, S., Warmuth, F., Lu, Y. (2012). Spherical polymer brushes with
vinylimidazolium-type poly(ionic liquid) chains as support for metallic nanoparticles. Polymer, 53,
43-49.

248 Signori, A. M., Santos, K. d. O., Eising, R., Albuquerque, B. L., Giacomelli, F. C., Domingos, J. B.
(2010). Formation of catalytic silver nanoparticles supported on branched polyethyleneimine
derivatives. Langmuir, 26, 17772-17779.
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Los fiempos de induccion mds grandes normalmente se atribuyen a
varios factores:

i. La adsorcion controlada por difusion de reactivos en la
superficie de las nanoparticulas.

i. La presencia de oxigeno disuelto en el agua que
reacciona a una velocidad mas rapida con NaBHs que
con 4 -Nip.

ii. Elrecubrimiento de una capa de 6xido metdlico sobre la
superficie metdlica tras la adicion de BH4~, envenenando
la superficie del catalizador.

iv. Una reestructuracion lenta de la superficie de las
nanoparticulas.

Sin embargo, en esta Tesis el medio de reaccion acuoso que contiene el
4-Nip se desgasificd antes de agregar NaBH4, por lo tanto, evitamos la
formacion de una capa de oxido en la superficie de las AgNP, asi como
la reaccion de NaBH4 con oxigeno disuelto.

Estos resultados presentan similifudes con las investigaciones publicadas
por Carregal-Romero y col.24? sobre sistemas AU@pPNIPAM. Estos autores
describen un comportamiento catalitico similar al nuestro, para la
reaccion de transferencia de electrones del i6n complejo
hexacianoferrato(lll) por borohidruro de sodio. Para este caso se obtuvo
un aumento de Kgpp en las proximidades de la LCST (comportamiento
tipo Arrhenius), una disminucién durante la transicion de fase y de
nuevo, un aumento después del colapso del microgel (comportamiento
tipo Arrhenius). La Unica diferencia es que para estos investigadores el
doble comportamiento de “tipo Arrhenius” se obtuvo a temperaturas
ligeramente mds bajas. Esta diferencia puede deberse a que la
molécula utilizada para la catdlisis es diferente, KsFe(CN)s, que es mas
pequena y polar en comparacion con 4-Nip (mds grande y que
contiene un anillo aromdatico).

249 Carregal-Romero, S., Buurma, N. J., Pérez-Juste, J., Liz-Marzan, L. M., Hervés, P. (2010). Catalysis
by Au@pNIPAM Nanocomposites: Effect of the Cross-Linking Density. Chem. Mater., 22(10),
3051-3059.
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En la Figura C.3.25 se muestra el esquema de los mecanismos de la
reaccion de reduccion de 4-Nip a 4-Amp. En la misma figura, se
observan dos soluciones de diferentes colores: una es el color amairillo
que distingue al 4-Nip, y la otra es el producto incoloro reducido, el 4-
Amp.

La reduccidn de 4-Nip a todas las temperaturas puede estar
relacionada con el modelo Langmuir-Hinshelwood de catdlisis
heterogénea. 250 Segun este modelo, los iones de borohidruro se
adsorben en la superficie de los AGNP vy les ceden los electrones (Figura
C.3.25). Al mismo tiempo, estos electrones son los responsables de la
formacion de las moléculas de H que van a reducir a moléculas de 4-
Nip, también adsorbidas sobre la superficie de los AQNP. Después de la
reduccion, el producto de reaccion 4-Amp se desorbe de la superficie
de plata.

Absorcion Etapa A (k,) Etapa B (k)

T

NO NHOH N,

QG2

4-Nip

4-Amp

Figura C.3.25. Mecanismos de reaccion de reduccion para 4-Nip a 4-Amp. La foto muestra una
cubeta que contiene una mezcla de 4-Nip y NaBH. antes de agregar el sistema catalitico
(izquierda) y después de la reaccion catalitica (derecha).

250 Khalavka, Y., Becker, J., Sonnichsen, C. (2009). Synthesis of Rod-Shaped Gold Nanorattles with
Improved Plasmon Sensitivity and Catalytic Activity. J. Am. Chemical Society, 131, 1871-1875.
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En ofras palabras, la adicion de NaBHs en H.O da como resultado la
aparicion de la banda a 400 nm, debido a la formacién de aniones 4-
nitfrofenolato. Al mismo tiempo, el NaBH4 reduce el agua a hidrogeno
como lo muestra la reaccion:

NaoBH4 + HLO ——> NaBO, + 4H»

La reaccion de reduccion la lleva a cabo el hidrégeno, e implica la
produccion de gas hidrébgeno que se ve en forma de burbujas. La
adsorcion del hidrogeno por AgNP hace que se libere eficientemente
durante la reaccion de reduccion. Por tanto, las AgNP transportan el
hidrégeno entre NaBH4 y 4-Nip, actuando éstas como un facilitador de
hidrogeno en esta reaccion de reduccion.

La reaccion de reduccion de 4-Nip es la siguiente:

OH OH
catalizador
4 +3BH; ———»4 +3B0; + 2H,0
NO, NH,

gue se puede dividir en una reaccidon que produce hidréogeno y una
que consume hidrégeno de la siguiente manera:

BHY + 2H,0 — BO;+ 4H,

OH OH

catalizador

+3H, +2H,0

NO, NH,
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Para la produccion de hidrogeno, la fransferencia de electrones es el
factor cinético mds importante y en nuestro caso, se trata de una
reaccion superficial, que depende de la morfologia, el drea superficial y
la estructura bimetdlica del catalizador, lo que convierte a estos
microgeles hibridos en unos sistemas eficaces de transmision de
electrones.

Es bien sabido que las aplicaciones de MeNP en catdlisis dependen de
la cantidad de dtomos de metal en la superficie de las nanoparticulas,
por lo tanto, las que contienen una mayor cantidad de dtomos en la
superficie tienen mas actividad catalitica. Esto explica también el hecho
de que nuestros resultados son superiores al rendimiento catalitico
(mayor Kapp) obtenido con los AuU@pNIPAM publicados anteriormente en
la bibliografia.2s

251 Carregal-Romero, S., Buurma, N. J., Pérez-Juste, J., Liz-Marzan, L. M., Hervés, P. (2010). Catalysis
by Au@pNIPAM nanocomposites: effect of the cross-linking density. Chem. Mater., 22,
3051-3059.
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4. Conclusiones

Como resultado del trabajo de investigacion llevado a cabo en esta Tesis

Doctoral se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1.- Se ha redlizado el estudio cinético de la reaccion de oxidacion del
nucleo de Au(0) en nanoparticulas hibridas metalopoliméricos con
comportamiento sensible al pH y a la temperatura (capitulos 1y 2 de esta

Tesis). De este trabajo se desprende que:

v Las nanoparticulas hibridas de Au@pNIPAM y Au@4VP que
responden a la temperatura y al pH se pueden utilizar como
semillas en la fabricaciéon de microgeles huecos de pNIPAM y p4VP.
Esta sintesis se puede llevar a cabo mediante la eliminacion del
nucleo de Au por difusion del complejo AuCls/CTAB a través de la

red de microgel.

v' La caracterizacion microscopica demostrd la naturaleza hibrida
nucleo@corteza y la morfologia de las nanoparticulas, asi como la
estructura de los microgeles huecos. Se ha demostrado que estos
sistemas hibridos no tienen la misma estructuracion dentro del
polimero. El nicleo de Au(0) esférico se encuentra en el centro en
la estructura nicleo@corteza para microgeles termosensibles de
PNIPAM. Contrariamente, se observd una morfologia tipo Janus
para las particulas de Au@p4VP. Este hecho se explica en base a
la baja fendencia de los mondmeros hidrofobos de la 4VP a

polimerizar alrededor de las particulas de Au(0) hidrofilicas.

v' Tras una investigacion detallada acerca de los factores que
influyen en la morfologia de nanoparticulas Au@p4VP con
estructura tipo nucleo@corteza, se obtuvieron sistemas hibridos
Au@p4VP-co-MMA con la particula de Au(0) en el centro, y a partir

de éstas, microgeles p4VP huecos con este hueco centrado.
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v' Se obtiene una disminucion de las constantes de velocidad de
oxidacion y de los valores del coeficiente de difusion de la especie
AUCls/CTAB para las parficulas AuU@PNIPAM a medida que
aumenta la cantidad de BA en la red polimérica. Ademds, se
obtuvo una mayor velocidad de atague quimico a temperaturas
superiores a LCST del pNIPAM. Por el contrario, los coeficientes de
difusion fueron menores cuando el proceso de oxidacion se realizd
en el estado colapsado. Este comportamiento dependiente del
porcentaje de agente entrecruzante fue diferente para el caso de
las particulas Au@p4VP. En este caso, los valores de las constantes
de velocidad de oxidacion fueron casi independientes de la
canfidad de BA por debagjo y por encima de la transicion de fase.
Se puede explicar este hecho en base a la morfologia tipo Janus
qgue exhiben estas nanoparticulas, que hace que la difusidon del
complejo AuCls/CTAB se produzca de forma directa sobre la parte

no recubierta, o menos recubierta, de la superficie de Au(0).

v' Por lo tanto, se han preparado microgeles huecos que pueden ser
empleados como microcontenedores con capacidad de
acumulacioényy liberacién de activos, con distintas concentraciones
de entrecruzante y sintonizables con la temperatura o el pH, para

aplicaciones biomédicas.

2.- Se ha desarrollado un nuevo protocolo quimico en fase acuosa para
la sintesis de coloides cataliticos "con actividad controlada por
temperatura" que consisten en nanoparticulas bimetdlicas AU@Ag tipo
nucleo@corteza, encapsuladas por un microgel de pPNIPAM y con
satélites metdlicos incorporados dentro del estructura de microgel. De

este frabajo se extraen las siguientes conclusiones:

v El sistema nUcleo@corteza@satélites se puede obtener a partir de

nanoparticulas esféricas de Au(0) de 50 nm de didmetro que se
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usan para polimerizar una cubierta de pNIPAM. Posteriormente se
lleva a cabo un recubrimiento de plata sobre el nicleo de Au(0)
mediante la difusion de una sal de plata a tfravés del microgel
(obteniéndose un sistema AuU@Ag@pNIPAM). Usando alilamina
como comondmero durante la polimerizacidn de pNIPAM, se
facilita la coordinacion de los iones Ag* con el par de electrones
no compartidos del nitrdgeno de los grupos -NH2, que finalmente se
reducen a semillas de Ag(0) de ~ 14 nm, obfeniéndose los
microgeles hibridos AU@Ag@PNIPAM@AQGST.

El sistema fabricado tiene propiedades plasmonicas (confirmadas
mediante espectroscopia UV-vis), ademds posee capacidad de
respuesta a la temperatura en todos los casos (medida mediante
DLS). Los microgeles hibridos nanoestructurados sinfetizados son
muy homogéneos en cuanto a tamano y composicion metdlica
(analizada mediante microscopia electronica y mapeo elemental
EDX).

Los dos sistemas fabricados (AUQRAg@pPNIPAM y
AU@Ag@pNIPAM@AQST) tienen actividad catalitica en la
reduccion de 4-nitrofenol a 4-aminofenol usando NaBH4. Ambos
sistemas exhibieron constantes de velocidad de reacciéon
dependientes de la temperatura extremadamente sensibles, con
el mayor valor de Ki de 6.03 L/m2, que es uno de los valores mdas
altos de los publicados en bibliografia. La cinética de la reacciéon
de reducciéon se llevd a cabo a diferentes temperaturas para
ambos sistemas cataliticos. Los microgeles AU@Ag@PNIPAM@AQST
mostraron un rendimiento catalitico superior a todas las
temperaturas debido al efecto sinérgico del nicleo AU@Ag v los
AQST. Por todo ello, estos microgeles hibridos podrian ser unos
candidatos ideales para ser empleados en otfras reacciones de
catdlisis heterogénea, como pueden ser en el tratamiento de

aguas 0 medios orgdnicos.
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v' Finalmente, se ha obtenido un diferente comportamiento de la
velocidad de reaccion en funcidon de la temperatura, resultando
un comportamiento tipo Arrhenius a temperaturas por debajo de
LCST, un comportamiento anti Arrhenius en temperaturas proximas
a LCST, y un comportamiento tipo Arrhenius a temperaturas por

encima de LCST.
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