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RESUMEN

El interés cientifico en la nanotecnologia se basa en la nocion que el tamafio de un sistema
material en la nanoescala tiene un efecto significativo sobre las propiedades. Existen propiedades
materiales que cambian radicalmente cuando el tamafio llega a la escala nanométrica. Otras
permanecen sin cambio cuando el tamafio disminuye desde un sélido macroscépico a niveles
nanométricos e incluso subnanométricos. Sin embargo, en un sistema determinado una propiedad
puede cambiar y las otras permanecer. Especificamente, la relacion area/volumen siempre aumenta
cuando el tamafio disminuye, por lo cual la estabilidad de las dispersiones y el transporte de masa
desde el medio externo se hace mas rapido. En el caso de las dispersiones de solidos esféricos en
liquidos, la velocidad del transporte de masa dentro del sélido es inversamente proporcional al
cuadrado del radio. Ademas, para muchas aplicaciones tecnoldgicas la propiedad subyacente esta
presente en moléculas y nanoparticulas, permitiendo obtener mezclas moleculares y
nanocompuestos. Aunque las moléculas (incluyendo las macromoléculas) son méas pequefias que las
nanoparticulas, es posible que la incorporacion de un grupo funcional afecte a las propiedades de
toda la estructura. Por el contrario, en los nanocompuestos cada parte mantiene sus propiedades. Los
polimeros conductores han tenido un gran auge especialmente en la tltima mitad del siglo XX. Son
materiales de interés basico y tecnol6gico ya que combinan las propiedades de los metales o
semiconductores con una estructura organica que permite versatilidad en los procesos de sintesis y
funcionalizacion. Por otro lado, los polimeros de naturaleza termosensible han sido muy
desarrollados en los altimos afios, con especial enfoque en las aplicaciones biolégicas debido a su
caracteristica de responder a un estimulo externo del medio tan importante como es la temperatura.

En la presente Tesis se estudian sistemas materiales que consisten en la combinacién de
polimeros termosensibles (ej. PNIPAM, HPC) y polimeros conductores (ej. PANI, PPy) en una
misma estructura haciendo uso de las herramientas que provee la nanotecnologia para la sintesis y
caracterizacién. Se exploran diferentes niveles de tamafio donde se estudian las propiedades de cada
uno de los componentes y el efecto sinérgico de la conjuncién de ambos en una misma estructura,
partiendo desde el nivel macroscépico hasta llegar al molecular. Entre ambos, surgen otros niveles
interesantes como lo son el microscépico, el nanométrico y el supramolecular u organizado. Se hace
un especial hincapié en el desarrollo de materiales compuestos y nanocompuestos. Aprovechando la
conductividad y termosensibilidad de cada componente, se estudian las propiedades sinérgicas para
conocer acerca del comportamiento del sistema compuesto haciendo uso de diversas técnicas
microscopicas, espectroscépicas y de dispersion de luz, sumado a estudios de propiedades
electronicas. Con los resultados obtenidos se explora el concepto propuesto en los objetivos, esto es:
si la accién sinérgica de la absorcion de radiacion electromagnética y la termosensibilidad se
mantienen desde el nivel macroscopico al macromolecular. Se muestran ejemplos que sugieren que
el mencionado efecto permanece en las diferentes escalas de tamafo. A su vez, se demuestra el efecto
fototérmico logrado por irradiacion con luz infrarroja cercana, microondas o radiofrecuencias para
los materiales mas prometedores, aprovechando la capacidad de absorcion de luz de los polimeros
conductores para luego transformarla en energia térmica, provocando asi cambios en la estructura
por el colapso del polimero termosensible. Adicionalmente, se plantean ensayos referidos a la
toxicidad de los materiales desarrollados en lineas celulares diversas y en modelos animales con
vistas a sus potenciales aplicaciones en sistemas bioldgicos, especialmente enfocados a terapia
fototérmica antibacteriana. Otra area de aplicaciones a la que se apunta en esta Tesis es el desarrollo
de sensores (tanto resistivos como de presion) y dispositivos actuadores.




ABSTRACT

Research interest in nanotechnology is based on the fact that the size of the system on the
nanoscale has an important effect on its properties. There are properties of materials that change
significantly, when the size arrive at the nanometric scale. Other kinds of properties are not affected
when the size change from macroscopic to nanometric or sub-nanometric levels. However, in a
system, one of the properties is able to change but others remain unaffected. In particular, the surface
area/volume ratio increase when the size of the system decrease, making more effective the
dispersion stability and the mass transport from the external medium. In the case of spherical solid
materials dispersed in liquids, the mass transport rate within the solid is inversely proportional to the
square radius. On another side, for many technological applications, the underlying property is
present in molecules and nanoparticles, allowing molecular and hanocomposite mixtures. Although
molecules (including macromolecules) are smaller than nanoparticles, it is possible that the
incorporation of a functional group affects the properties of the entire molecule. Conversely, in
nanocomposites each part maintains its properties. Conducting polymers were studied and
developed, particularly in the second part of the XX century. These kind of materials are very
interesting for basic and applied science/technology due to they combine the properties of materials
such as metals or semiconductors with an organic structure that allow versatility in synthetic design
and functionalization. On another hand, thermosensitive polymers have been studied in the last years,
especially because are promising to apply in biological systems due to be able to respond external
stimuli such as temperature.

In this Thesis, systems that combine thermosensitive polymers (e.g. PNIPAM, HPC) with
conducting polymers (e.g. PANI, PPy) in the same structure are studied. Nanotechnology provides
different tools and ways to synthesize and characterize the generated materials. Different sizes are
explored (from the macroscopic to molecular) to understand the properties of each component and
the synergistic effect of the combination in the same structure. Between macroscopic and molecular
size, other levels are also interesting: microscopic, nanometric and supramolecular. A special
approach to the development of nanocomposites and composite materials is made. Taking advantage
of the conductivity and thermosensitivity of each component, the synergistic properties are studied
by microscopic, spectroscopic, light dispersion and conductive/electronic techniques. Based on the
obtained results, the proposed concept in the objectives is explored, that is: if the synergistic action
of electromagnetic radiation absorption and thermosensitivity are maintained from macroscopic to
macromolecular level. Examples that suggest that the mentioned effect is maintained at the different
size scales are shown. Photothermal effect produced by the irradiation with near infrared light,
microwaves or radiofrequency is tested with the most promising materials, taking advantage of
conducting polymers are capable to absorb light and generate localized heat that induce a collapse of
the thermosensitive polymer. In addition, the toxicity of the materials is tried using assays with
different cell lines and animal models. One of the desired applications of the materials in biological
systems is the antibacterial photothermal therapy. Another kind of applications is referred to the field
of sensors (resistivity or pressure changes) and actuators devices.
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ABREVIATURAS

% Hinch.

% Hinch. eq.

% HR
2-CI-ANI
A

AAcC
AAM
AFM
AMPS
ANI
ATF

B

BIS
ButOH

C1
C2
Cs

Cs

ChS
CIA
Cp
DADMAC
DEA
DLS
DMEM
DNS-CI
DOT
DSC
EDMA
EDS
EHEC

ELISA

EM
EtOH
EWC
F
FT-IR

ABREVIATURAS

Porcentaje de hinchamiento

Porcentaje de hinchamiento en equilibrio

Porcentaje de humedad relativa

2-cloroanilina

Seccion transversal

Acido acrilico

Acrilamida

Microscopia de fuerza atomica

Acido 2-acrilamido-2-metilpropansulfonico

Anilina

2-aminotiofenol

Unidad bencenoide

N,N'-metilbisacrilamida

Butanol

Coloidosoma a partir de NP PANI estabilizadas con PVP en
ciclohexano

Coloidosoma a partir de NP PANI estabilizadas con PVP en
octanol

Coloidosoma a partir de NP PANI estabilizadas con PNIPAM
en ciclohexano

Coloidosoma a partir de NP PANI estabilizadas con PNIPAM
en octanol

Sulfato de condroitina

Cisteamina

Coeficiente de particion

Cloruro de dialilmetilamonio

N, N-dietilacrilamida

Dispersion de luz dindmica

Medio modificado Dulbecco's Eagle's

Cloruro de dansilo

Dodecanotiol

Calorimetria diferencial de barrido

Dimetacrilato de etilenglicol

Espectrometria de dispersion de energia de Rayos X
Etil(hidroxietil)celulosa

Ensayo inmunoenzimatico (del inglés Enzyme Linked Inmuno
Sorbent Assay)

Esmeraldina

Etanol

Contenido de agua en equilibrio

Fuerza restauradora

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier
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G Factor Gauge
HEMA Metacrilato de 2-hidroxietilo
Hept Heptano
HG Hidrogel
HG-NF PANI Nanocompuesto hidrogel con NF PANI
HG-NP PANI Nanocompuesto hidrogel con NP PANI
HG-NP PPy Nanocompuesto hidrogel con NP PPy
HPC Hidroxipropilcelulosa
HPMC Hidroxipropilmetilcelulosa
I Corriente
IPN Red interpenetrada
IT indice teratogénico
k Constante de velocidad
Ki Constante de iniciacion
kp Constante de propagacion
kt Constante de terminacion
A Longitud de onda
LB Caldo Luria-Bertani
LCST Temperatura critica inferior
LM Leucoesmeraldina
Lo Longitud inicial
MBAA N,N'-Metilenbisacrilamida
MC Metilcelulosa
MeOH Metanol
MP Microparticulas
MTT Ensayo colorimétrico de actividad metabdlica
NAD(P)H Enzima nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato reducida
NC Nanocompuesto
NF Nanofibras
NF PANI Nanofibras de polianilina
NF PANI-2-CI-ANI Nanofibras de polianilina modificadas con 2-CI-ANI
NF PANI-ATF Nanofibras de polianilina modificadas con ATF
NF PANI-CIA Nanofibras de polianilina modificadas con CIA
NF PANI-DOT Nanofibras de polianilina modificadas con DOT
NF PANI-TIO Nanofibras de polianilina modificadas con TIO
NIPAM N-isopropilacrilamida
NIR Radiacion infrarroja cercana
NMP N-metilpirrolidona
NMR Resonancia magnética nuclear
NP Nanoparticulas
NP PANI Nanoparticulas de polianilina

NP PANI/DNS-CI

Nanoparticulas de polianilina funcionalizadas con cloruro de
dansilo
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ABREVIATURAS

NP PPy
PAA

PAAC
PANI
PANI-2-CI-ANI
PANI-ATF
PANI-CIA
PANI-DOT
PANI-TIO
PBMEAM
PBS
PDADMAC
PDEA
PDMA
PEA
PEMA
PentOH
PEOZ
PEPA
PIPOZ
PMPAM
PN
PNIPAM

PNIPAM-b-PANI

PNPAM
PP

PPO
PPy
PropOH
PSA
PTT
PVA
PVC
PVCL
PVDF
PVME
PVME
PVP

Py

Q

Qendo
Qpw

Nanoparticulas de polipirrol
Poliacrilamida

Acido poliacrilico

Polianilina

Polianilina modificada con 2-cloroanilina
Polianilina modificada con 2-aminotiofenol
Polianilina modificada con cisteamina
Polianilina modificada con dodecanotiol
Polianilina modificada con acido tioglicolico
Poli(N,N-bis(2-metoxietil) acrilamida)
Solucién tampon fosfato salino
Poli(cloruro de dialilmetilamonio)
Poli(N, N-dietilacrilamida)
Poli(2-dimetilamino)etil metacrilato
Poli(N-etilacrilamida)
Poli(N,N-etilmetilacrilamida)

Pentanol

Poli(2-etil-2-oxazolina)
Poli(etoxipropilacrilamida)
Poli(2-isopropil-2-oxazolina)
Poli(N-(3-metoxipropil)acrilamida)
Pernigranilina
Poli(N-isopropilacrilamida)

Copolimero blogue en base a poli(N-isopropilacrilamida) y
polianilina

Poli(N-propilacrilamida)

Polipropileno

Poli(6xido de propileno)

Polipirrol

Propanol

Persulfato de amonio

Terapia fototérmica

Poli(vinilalcohol)

Poli(cloruro de vinilo)
Poli(N-vinilcaprolactama)

Fluoruro de polivinilideno
Poli(vinilmetileter)

Poli(vinilmetileter)

Poli(vinilpirrolidona)

Pirrol

Unidad quindnica

Calor endotémico

Calor endotérmico de fusion de agua pura
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ABREVIATURAS

R Resistencia eléctrica

) Resistividad

RS Solucion de Ringer

SDS Dodecilsulfato de sodio

SEM Microscopia electronica de barrido
semi-1PN Red semi-interpenetrada

t Tiempo

TEM Microscopia electronica de transmision
TEMED N,N,N",N"-tetrametiletilenacrilamida
TGA Anélisis termogravimétrico

TIO Acido tioglicélico

UCST Temperatura critica superior

UFC Unidades formadoras de colonias
ul Unidad internacional (farmacologia)
uv Ultravioleta

\Y Variacion de potencial

w Ancho de "gap"

Wo Masa inicial

wd Masa seca

W+ Agua libre

Wb Agua congelada enlazada

Wireezing Agua total congelada

Whib Agua no congelada enlazada

WS Masa himeda

Wt Peso del hidrogel a tiempo t

AT Variacion de temperatura

c Conductividad
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I HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.1 HIPOTESIS

Las propiedades fisicoquimicas de los polimeros conductores y los termosensibles se

mantienen desde el nivel macroscépico al molecular.
1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

Explorar la persistencia de las propiedades fisicoquimicas de nanocompuestos basados en
polimeros termosensibles y conductores a diferentes niveles de tamafio: macroscopico,

microscopico, nanomeétrico, supramolecular y molecular.

1.2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar nuevos materiales -particularmente nanocompuestos- a partir de polimeros
conductores y termosensibles, en diferentes tamafios y morfologias: nanoparticulas,

nanofibras, superficies, hidrogeles, coloidosomas y macromoléculas, entre otros.

e Estudiar las propiedades electrénicas y conductoras de los polimeros por técnicas de

conductividad, tanto macroscopicas como espectroscopicas.

e Analizar el comportamiento de los polimeros termosensibles haciendo uso de técnicas de
dispersion de luz, espectroscopias, turbidimetria, calorimetria y microscopia de fuerza

atémica.

e Estudiar las propiedades sinérgicas en los materiales por monitoreo de los cambios
volumétricos provocados por irradiacion con luz infrarroja, microondas y

radiofrecuencias.

e Evaluar aspectos tales como la viabilidad celular, toxicidad y teratogenicidad de los
materiales sintetizados méas prometedores para dilucidar acerca de su interaccion con

sistemas bioldgicos.
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e Desarrollar aplicaciones en el area de sensores, tanto de presiébn como cambios de

resistividad, asi como también en lo que respecta a la terapia fototérmica antibacteriana.
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Il ANTECEDENTES Y FUNDAMENTOS

1.1 NANOCIENCIA Y NANOTECNOLOGIA

Los términos de “ciencia” y “tecnologia” hacen referencia a dos facetas diferentes de
la actividad humana. Mientras el término de ciencia incluye la basqueda de los principios
que puedan explicar o dilucidar el comportamiento de las entidades de las que estamos
rodeados e inclusive de los seres humanos, la tecnologia comprende al conjunto de los
conocimientos, instrumentos y procedimientos que posibilitan que modifiquemos nuestro
entorno.! Esta definicion, muy propia de la filosofia clasica, no resulta muy util en areas de
la ciencia diferentes de la fisica. En quimica se realiza un mayor esfuerzo en la creacion de
nuevos entes (ej. sustancias quimicas) que en el estudio de los ya existentes, por lo cual la
quimica podria ser considerada m&s como una tecnologia que como una ciencia. Sin

embargo, esta creacion también amplia el campo de estudio de las ciencias.

El prefijo “nano” hace referencia a un factor 10°. Un nanometro (nm) es la unidad
de longitud que equivale a la millonésima parte de un milimetro; define las dimensiones
tipicas donde la nanotecnologia muestra todo su potencial: la nanoescala. En el Esquema 1
es posible observar la dimension nanométrica y compararla con seres vivos, objetos,
estructuras bioldgicas o moléculas a fin de poder tener idea de dicha dimension. La
nanociencia y la nanotecnologia buscan comprender los fundamentos y propiedades de los
objetos (nanociencia) y disefiar elementos o dispositivos con funciones especificas

(nanotecnologia) cuyas dimensiones sean del orden de los nanometros.?
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Esquema 1. Escala de tamafios donde es posible dimensionar al nanometro. Adaptado de referencia.®
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El origen del término “nanotecnologia” no es muy lejano a nuestros dias. Fue en el
afio 1974 cuando Norio Taniguchi lo utilizo para describir el conjunto de técnicas que se
necesitan para fabricar objetos o dispositivos con la precision del orden del nanometro.* En
un sentido méas amplio, la nanotecnologia es vista como la combinacion de técnicas
pertenecientes a diversos campos que tienen como finalidad la investigacion y el desarrollo
tecnoldgico a nivel atdbmico, molecular y supramolecular. Las mismas estan destinadas a
proporcionar el entendimiento fundamental de los fendmenos y los materiales en la
nanoescala para asi poder crear y utilizar estructuras, dispositivos y sistemas con nuevas
propiedades y funciones que podrian surgir por el particular comportamiento cuando su
tamafo deja de ser considerado macroscopico ya que al menos una de sus dimensiones es
del orden de los nanometros.® En una primera instancia puede decirse que la nanotecnologia
se encuentra fuertemente relacionada con la mecanica cuéntica, cuyos principios tienen una
discontinuidad de tamafio ya que a tamafios comparables a la longitud de onda de la

particula, las leyes de la fisica macroscopica dejan de ser validas.

El interés cientifico en la nanotecnologia se basa en la nocion que el tamafio del
sistema material tiene un efecto significativo sobre las propiedades.® Esto se produce por
dos mecanismos contrapuestos. Por una parte, existen propiedades materiales que cambian
radicalmente cuando el tamafio de la especie llega a ser nanométrico. Un ejemplo de este
comportamiento es el confinamiento cuantico en semiconductores que cambia la brecha de
banda del material generando propiedades Opticas de interés.” El otro mecanismo esta dado
por aquellas propiedades que permanecen sin cambio cuando el tamafio disminuye desde
un s6lido macroscopico a sistemas nanométricos. Un ejemplo es una resina de intercambio
iGnico cuya capacidad de absorcion de iones es la misma para particulas nanomeétricas que
micrométricas.® Sin embargo, en un sistema determinado una propiedad puede cambiar y
las otras permanecer sin variar o viceversa. Especificamente, la relacion area-volumen
siempre aumenta cuando el tamafio disminuye, por lo cual el transporte de masa se hace
mas rapido.® Por otra parte, en sistemas nanotecnoldgicos pueden surgir las Ilamadas

propiedades emergentes, esto es: que el todo sea mas que la suma de las partes (sinergismo).

Es de importancia destacar que el propio caracter multidisciplinar de la
nanotecnologia hace que el campo de sus aplicaciones sea muy extenso y variado. Muchas
de ellas se encuentran muy proximas a insertarse en el mercado actual e incluso algunas ya

forman parte del mismo. Entre algunos ejemplos pueden citarse a los sensores de gases 0
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aromas en forma de narices y lenguas electronicas, materiales para la industria aeroespacial
y la microelectronica, envases para alimentos, cosméticos, materiales para catalisis,
revestimientos, sistemas para la conversion de energia, técnicas de diagnostico,
dispositivos y materiales para aplicaciones biomédicas, entre otros.° Por todo lo expuesto,
queda de manifiesto que la nanociencia y la nanotecnologia actualmente experimentan un
desarrollo que se incrementa en forma exponencial. Es asi que algunos autores consideran
que estas areas junto a las tecnologias de la informacion, las comunicaciones y la

biotecnologia sientan las bases para la actual revolucion cientifico-tecnoldgica.!

11.1.1 Métodos de obtencion de nanomateriales

Con el objetivo de generar materiales en la escala nanomeétrica, se han desarrollado
numerosas técnicas que involucran las herramientas de la nanotecnologia. Las vias de
obtencion para la generacion de dichas estructuras pueden ser clasificadas en dos grandes
grupos: via “top-down” (de arriba hacia abajo) y via “bottom-up” (de abajo hacia arriba).
La primera de ellas consiste en la obtencion de nanoestructuras a partir de una pieza masiva
de material, reduciendo su tamafio por procesos de remocion como la molienda o las
técnicas litograficas. En contraposicion, la via “bottom-up” se refiere a la posibilidad de
generar estructuras a partir del ensamblado a nivel atomico, molecular e incluso
supramolecular, haciendo uso de interacciones fisicas 0 por procesos que involucran

reacciones quimicas.? 2 Ambos métodos se diagraman ilustrativamente en el Esquema 2.

‘Ensamblado de
atomos/moléculas

“TOP-DOWN” “BOTTOM-UP”

Esquema 2. Principales vias para la obtenciéon de materiales utilizadas en nanotecnologia. Adaptado de

referencia.l3
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La via “top-down” esta basada principalmente en métodos fisicos, aunque también
pueden utilizarse otros con caracteristicas de tipo quimicas. El resultado del mismo es la
obtencion de nanoestructuras generalmente mayores al tamafio de 100 nm, presentando
distribuciones de tamafio polidispersas, con defectos y sin una morfologia bien definida.
Entre los mas populares méetodos agrupados en esta categoria se destacan la trituracion o
molienda a partir del material masivo, los métodos de activacion mecano-quimicos, la
evaporacion térmica, la utilizacion de depositos en fase vapor, la preparacion de clusters
(conjuntos de atomos 0 moléculas) gaseosos, la ablacion laser y la litografia. A excepcién
de que se utilice la molienda, los demas métodos requieren de un instrumental complejo y

costoso, 1416

En lo que respecta a la via “bottom-up”, el procedimiento generalmente ocurre
quimicamente, logrando caracteristicas en la nanoestructuras a las que no pueden arribarse
facilmente por la via antes descripta como la uniformidad y el menor tamafio de particula.
Es posible que la sintesis ocurra por equilibrio termodinamico o sea controlada por cinética,
de acuerdo a los mecanismos de nucleacion y crecimiento de los nanomateriales. Existen
diversos métodos y variantes de cada uno de ellos para obtener un nanomaterial por la via
que parte desde abajo hacia arriba. Entre los més conocidos se destacan los métodos
coloidales, el proceso sol-gel, sintesis solvotermales, métodos fotoquimicos, sonoquimicos,
electroquimicos, sintesis en microemulsiones, aerosoles, por moldeo o nanoprecipitacion,
entre otras.'* 7-22 Es interesante sefialar que la fabricacion “bottom-up ” implica la creacion
de orden a partir del desorden y por lo tanto es un proceso que implica disminucion de
entropia. De acuerdo a la Segunda Ley de la termodinamica, la entropia de otra parte del
universo debera aumentar en mayor medida y esto se logra a través de un intercambio de

energia.®

1.2 POLIMEROS

El término “polimero” proviene del griego poly (muchos) y meros (partes). La
palabra designa a una molécula formada por la repeticién de muchas unidades simples, las
cuales son llamadas monémeros.?* Quimicamente, los polimeros son moléculas de cadena
larga de muy alto peso molecular. Es por ello que el término de macromoléculas es usado
frecuentemente para referirse a los materiales poliméricos.?® Existen polimeros de origen
natural y también los fabricados o sintetizados por el hombre, a los cuales se los denomina

polimeros sintéticos.?® A lo largo de la historia de la ciencia, la investigacion en polimeros

-10-



s
"NH[ Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores
YV S
e ol

daasls ANTECEDENTES Y FUNDAMENTOS

se ha ido incrementando hasta llegar al punto de que existen diversos investigadores que
han recibido el Premio Nobel en las disciplinas de la Quimica o la Fisica por su contribucién
en este campo. En la Tabla 1 se resumen aquellos hechos mas relevantes que dieron origen
a dicha distincion junto a una breve descripcion del descubrimiento o desarrollo en

cuestion.

Tabla 1. Premios Nobel otorgados a investigadores por su contribucion en el area de los polimeros.

Afo de Investigador/es Aporte, desarrollo o descubrimiento

otorgamiento

1953 Hermann Staudinger Descubrimientos en el campo de la

quimica macromolecular.

1963 Karl Ziegler y Giulio Natta | Desarrollo en el campo de la quimica y
tecnologia de polimeros (catalizador
Ziegler-Natta).

1974 Paul J. Flory Logros tedricos y experimentales en la

fisicoguimica de las macromoléculas.

1991 Pierre-Gilles de Gennes Desarrollo de métodos de estudio referidos
a fendmenos simples de los materiales para
crear formas mas complejas de la materia
como los polimeros. Desarrollo de una
teoria generalizada de las transiciones de
fase con aplicaciones particulares para
describir el orden y las transiciones de fase

en polimeros.

2000 Alan J. Heeger, Alan G. | Descubrimiento y desarrollo de los
MacDiarmid y  Hideki | polimeros conductores.

Shirakawa

11.2.1 Polimeros conductores

Se hace referencia a los polimeros conductores para indicar aquellos materiales
sintéticos de naturaleza polimérica que presentan la capacidad de conducir corriente
eléctrica.?” 2 La denominacion suele utilizarse en forma exclusiva para aquellos polimeros

en los que la conductividad eléctrica es una propiedad inherente a la naturaleza del material,

-11-
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son estos los denominados polimeros conductores intrinsecos. En contraposicion a los
recientemente mencionados, los polimeros conductores extrinsecos son aquellos que
adquieren la propiedad de conducir corriente eléctrica por la adicion de un material que
posee la propiedad de ser conductor. En este ultimo grupo, la conductividad se rige segun
el modelo de percolacion, es decir, el movimiento de electrones se produce a través de los
dominios conductores del material adicionado (ej. metales en forma de polvo o hilos,
grafito, complejos de transferencia de carga u otros) que forman rutas de conduccion en el

seno de la matriz polimérica aislante.?®

Puede realizarse otra clasificacion de acuerdo al origen de la conductividad: si es
debida a portadores de carga como los electrones, o bien, a iones.*® Los primeros
mencionados son los denominados polimeros electronicos, donde la conduccion se debe al
movimiento de electrones en las cadenas. Si se mide la conductividad de una cadena
individual (macromolécula), la misma es definida por la movilidad de los electrones en la
cadena. Sin embargo, aln en sistemas nanométricos, la transferencia de carga ocurre a
través de varias macromoléculas. Por lo tanto se requiere el salto de electrones entre
cadenas (“electron hopping”) que puede ocurrir por un mecanismo redox.’ %2 Los
conductores de iones se comportan como electrolitos sélidos, siendo el fenédmeno de
conduccion el resultado de la difusion de iones en el interior de la matriz polimérica.®® %

En el Esquema 3 se resumen los distintos tipos de polimeros conductores mencionados.

Extrinsecos

Segun
naturaleza del
material
Intrinsencos
Polimeros
conductores
16nicos
Segun origen
de la
conductividad
Electronica

Esquema 3. Clasificacion de los polimeros conductores segin naturaleza del material y origen de la

conductividad.

Centrandonos ahora en los polimeros conductores intrinsecos, cabe mencionar que
en este caso para tener propiedades de tales es condicidén necesaria la existencia de un

sistema de enlaces conjugados a lo largo de la cadena polimérica. Incluidos en este grupo
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se encuentran, entre los principales: el poliacetileno (PA), el politiofeno (PT), el polipirrol
(PPy) vy la polianilina (PANI), cuyas estructuras quimicas se muestran en la Figura 1. %
Todos ellos poseen atomos de carbono en la cadena principal con hibridacion sp?, la cual
es capaz de crear enlaces covalentes entre los carbonos de la cadena principal y los de las
cadenas ramificadas del polimero. El hecho de que tengan hibridacion sp? deja un orbital p
sin enlazar, lo que hace que estos orbitales se solapen y constituyan un enlace  con una
distribucion de dobles enlaces C=C, alternandose con enlaces simples C-C a lo largo de la
cadena. Una serie de polimeros conductores intrinsecos incluyen heterodtomos como el

azufre y el nitr6geno en la unidad repetitiva.36: 3/

/
N e N )
n S n
Poliacetileno (PA) Politiofeno (PT)
N H
\S
N N N n
H n H \ /
Polianilina (PANI) Polipirrol (PPy)

Figura 1. Estructuras moleculares de los polimeros conductores intrinsecos mas estudiados.

El hecho de que los polimeros conductores sean estructuras conjugadas no es
suficiente para conducir la corriente eléctrica: un polimero neutro posee una conductividad
relativamente baja, del orden de 107-10° S cm™.%® Es asi que se requiere de un dopado para
gue pueda transportar la carga a lo largo del material. De esta manera, se le otorga a los
polimeros una conductividad mayor que puede asemejarse a la que poseen otros materiales
como los metales (10-10* S cm™).3® 40 El dopado es definido como un proceso de
introduccion de cargas maviles en el sistema conjugado logrado por una oxidacion (o
reduccién) de la matriz polimérica. Sin embargo, la electroneutralidad de la materia es

mantenida por la incorporacion de contraiones.**

Usualmente, para explicar los procesos o mecanismos de conduccién en materiales
s6lidos se usa la denominada Teoria de Bandas.®® Esta hace referencia a que en el caso de
atomos o moléculas agregadas en forma sélida, ocurre un desdoblamiento de los orbitales

atdmicos que contienen los electrones de valencia en orbitales enlazantes y antienlazantes,
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generandose dos niveles energéticos: banda de valencia y banda de conduccién. Segun la
ocupacién de dichas bandas, las propiedades electronicas de un material variaran. Si la
banda de valencia solo se encuentra ocupada parcialmente por los electrones permisibles,
0 bien, si las dos bandas se superponen de forma tal que no existe barrera energética entre
ambas, la aplicacion de un potencial permite el paso de algunos de los electrones hacia
niveles vacantes donde pueden encontrarse libres para desplazarse a traves del sélido
produciendo corriente eléctrica. Dicho comportamiento se corresponde con la descripcion
de un material conductor. Cuando la banda de valencia se encuentra completa y separada
de la banda de conduccion vacante por una barrera energética, no se presenta flujo de
electrones bajo la influencia de un campo externo y para poder hacerlo se requiere una
considerable cantidad de energia. Tales materiales seran semiconductores o aislantes,
dependiendo de la barrera energética. Sin embargo, en el caso de los polimeros conductores
existe no s6lo conductividad a lo largo de una cadena, sino también entre cadenas. Por
dicho motivo, y otras cuestiones como referidas a los espines de electrones, es que se debe
recurrir a otros conceptos para poder explicar los fendmenos que ocurren en este caso.
Baséandose en estudios del campo de la fisica del estado sélido, puede decirse que existen
diferentes tipos de cargas moviles, encontrandose entre las mas comunes el polaron vy el
bipolarén (Esquema 4). El primero es un electrén desapareado que esta asociado a una
carga (positiva o negativa) que posee espin igual a %2; mientras que el bipolarén es conocido
como la presencia de dos cargas (positivas 0 negativas) que estdn confinadas en una
pequefia region de la cadena del polimero, no posee espin y generalmente es la combinacién

de dos polarones cuando estos son encontrados en gran densidad en el polimero.*2

BANDA DE
CONDUCCION o

BANDA DE — B
w1 - .

Muestra no dopada Polaron Bipolarén Muestra muy dopada

Esquema 4. Banda de valencia y banda de conduccién de un polimero conductor durante el proceso de

dopado.
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11.2.1.1 Historiay desarrollo de los polimeros conductores

Los polimeros conductores son materiales de interés basico y tecnologico, ya que son
capaces de combinar las propiedades conductoras de metales o de materiales
semiconductores con una estructura de tipo organica que permite la sintesis, modificacion
y funcionalizacion por métodos clasicos de quimica organica.?’” Si bien este tipo de
polimeros es muy importante en la actualidad, posee una historia que se remonta a un siglo
y medio atras, cuando se llevaron a cabo los primeros experimentos y descubrimientos
relacionados con este campo de la ciencia. En los siguientes parrafos se resumen los hechos

mas importantes acaecidos en la historia de los polimeros conductores.

Basado en reportes de la década de 1830, fue Letheby quien en el afio 1862 obtuvo
por primera vez polianilina.** En ese entonces, fue publicada haciendo referencia a un
producto (negro de anilina), el cual fue sintetizado por oxidacion de anilina en una solucién
acida sobre un electrodo de platino.** Afios después, a principios del siglo XX, comenzaron
a proponerse diversas estructuras del producto obtenido en el depésito sobre el electrodo.
En la misma época, los investigadores Green y Woodhead estudiaron con mas detalle la
polianilina como producto de la éxido-reduccion al utilizar oxidantes del tipo persulfato y
reductores como tricloruros.*® Adicionalmente, Mecoy y Moorer se refirieron a la
capacidad conductora de compuestos organicos.*® Por esos afios, en 1916, Angeli dio a
conocer el negro de pirrol, obtenido como un precipitado negro insoluble por oxidacién del

mondmero. 4/

Debieron pasar décadas hasta que en 1950 Khumotov y Gorbahev retomaron los
estudios de Letheby para proponer mecanismos de la reaccion para obtener la polianilina.*®
49 En 1958, un importante hecho fue reportado por parte de Ziegler y Natta: la sintesis de
poliacetileno en forma de polvo color negro a partir del monémero gaseoso acetileno en
hexano, utilizando el hoy conocido catalizador de Ziegler-Natta.*° Ya finalizando la década
de 1960, otros polimeros conductores como el politiofeno y polifurano fueron reportados
al mismo tiempo que se estudiaba la capacidad conductora de los ya conocidos polipirrol y
polianilina, relacionando estos aspectos con la acidez del medio y los estados de dxido-

reduccion.>153

Promediando los afios 1970, Heeger y Mac Diarmid estaban centrados en el estudio
de las propiedades que exhibia un polimero de naturaleza inorganica: el polisulfuronitruro.

Sin embargo, luego comenzaron colaboraciones con Shirakawa, Louis y Chiang para asi
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obtener poliacetileno de color plateado y brillante, el cual fue dopado con iodo logrando de
esta manera que la conductividad aumente significativamente respecto a la pelicula de
polimero sin dopar.>* Los recién mencionados investigadores direccionaron alin mas sus
estudios en estos materiales poliméricos conductores a partir de este descubrimiento,
logrando en 1985 Mac Diarmid y sus colaboradores que la polianilina pasara a ser el
polimero conductor méas estudiado junto con el polipirrol y el politiofeno.>® % Tras tantos
afios de estudio, investigacion y desarrollo en este campo, en el afio 2000 Heeger,
MacDiarmid y Shirakawa fueron galardonados con el Premio Nobel de Quimica por el

descubrimiento y desarrollo de los polimeros conductores.®’

A partir del importante acontecimiento acaecido en el afio 2000, la investigacion en
torno a esta disciplina fue participe de un gran auge y acoplada a la nanotecnologia se
direcciond en busca de nuevas aplicaciones entre las que se pueden mencionar: sensores y
biosensores, supercapacitores, dispositivos opticos y fotovoltaicos, actuadores, liberacién

de sustancias, membranas, etc.%® 5

En el Esquema 5 se resumen en una linea de tiempo los acontecimientos mas

significativos e importantes de la investigacion en esta area de la ciencia.

Mecanismos de Reporte polimeros

Obtencién de negro Estudios de conqu.clmda‘d polimerizacion conductores (1985)
de anilina (1862) en compuestos organicos (1910) PANT (1950)
Reporte de politiofeno Aplicaciones
v polifurano (1960) de polimeros conductores
1860 l I
Obtencion de Uso de catalizador Premio Nobel
negro de pirrol Ziegler-Natta (1958) Polimeros Conductores
(1916) (2000)
Propuestas sobre Estudios de conductividad
estructuras de PANI de poliacetileno (1970)

(1900-1910)

Esquema 5. Hechos mas importantes acontecidos en el area de estudio relacionada con los polimeros

conductores.

11.2.1.2 Polianilina (PANI)

La polianilina (PANI) es uno de los polimeros conductores intrinsecos que se ha
estudiado con mayor profundidad.?® EI nombre del polimero segun IUPAC es

poli(p-fenileniminoamina).  Posee  como  formula  general la  siguiente:
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[(-B-NH-B-NH-)y(BN=Q=N-)1.y]n, donde la nomenclatura B y Q corresponde a unidades

bencenoides y quindnicas, respectivamente (Figura 2).

Figura 2. Estructura de la molécula de PANI.

Su estructura varia, dependiendo de su estado de oxidacién, desde unidades tipo
quinonaiminas hasta arilaminicas. En la PANI, el estado redox intrinseco neutro de forma
totalmente oxidada es conocido como pernigranilina (PNA, donde y = 0), y la estructura
totalmente reducida es la denominada leucoesmeraldina (LM, donde y = 1). En el caso que
el polimero contenga un porcentaje de 50 % de su estructura oxidada y otro 50 % de su
estructura reducida, el mismo es denominado esmeraldina (EM, donde y = 0,5). A
continuacion, en la Figura 3, se representan los distintos estados de oxidacion-reduccion

del polimero de anilina.* 6

> KOl
o HO= O OO
OO

Figura 3. Estados de 6xido-reduccion de la PANI: a) leucoesmeraldina, b) pernigranilina y c)

e}
~—
|

esmeraldina.

Es importante destacar que la PANI en los estados redox de la Figura 3 es
semiconductora. Sin embargo, es posible que en la forma esmeraldina se protone (en medio
acido) y se origine asi la sal esmeraldina. En general, esto sucede preferencialmente en el
grupo imina (el cual tiende a tener mayor basicidad), logrando asi que al generarse
polarones la capacidad conductora del polimero se incremente. De esta manera, se obtienen
dos nuevas estructuras: una donde la imina esta protonada, la cual posee diferentes formas
de resonancia al deslocalizarse la carga positiva en los demas nitrogenos de la cadena,

estabilizandose energéticamente y originando los polarones y bipolarones;®? mientras que
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otra estructura surge al poseer nitrogenos sp® de naturaleza cuaternaria impidiendo la
posibilidad de resonancia y desplazamiento de la carga positiva.®® En el Esquema 6, se

representan las estructuras originadas por la protonacion de la PANI esmeraldina.

)

OO0,

(0w OO = <
® ®

-

Esquema 6. Estructuras que se obtienen por protonacion de PANI en estado esmeraldina base.

La sintesis de PANI puede llevarse a cabo principalmente por via quimica o
electroquimica. Sin embargo, se han reportado otros métodos donde es posible obtener
PANI por catalisis de transferencia de fase, utilizacion de enzimas, polimerizacién
utilizando plasma o depdsitos de vapor, polimerizacion en emulsion y varias mas.®* En esta
Tesis se hard hincapié en la descripcion de la sintesis quimica por polimerizacion oxidativa
a partir del monomero (anilina o sales de anilina) en medio acido, utilizando generalmente
soluciones &cidas (ej. a partir de acido clorhidrico o sulfarico) para controlar el pH. Es
necesario un agente que provoque la oxidacion; se han empleado diferentes tipos, siendo
los mas populares el persulfato de amonio, el dicromato de potasio, el sulfato de cerio (IV),
el peroxido de hidrogeno v el tricloruro férrico. Generalmente, se utiliza el oxidante en una
relacion estequiométrica respecto al monémero, aunque existen autores que han trabajado
también en exceso o defecto de oxidante respecto a la anilina.®>®" La reaccion de
polimerizacion es una adicion nucleofilica de anilina al extremo de la cadena, generando el
polimero en su forma leucoesmeraldina. Entonces, parte del oxidante (0,25 moles) se usa
en oxidar el polimero a la forma esmeraldina, por lo cual cualquier relacion menor a 1,25
implica un exceso de mondmero. Aunque se conocen casos en que se llevo a cabo el
proceso a temperaturas mayores a 0 °C,% es muy comin que la temperatura sea cercana a
dicho valor para controlar el peso molecular del polimero obtenido y evitar reacciones
secundarias. Tras 12 horas de reaccién se obtiene la PANI, debiendo luego realizar un

proceso de filtrado y lavado para eliminar subproductos como son los oligémeros.
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El mecanismo de la reaccion corresponde al de una polimerizacion en cadena, como
puede observarse en el Esquema 7. En un primer momento, ocurre la iniciacion de la
polimerizacion, donde se forma el ion anilinio por la pérdida de dos electrones en el
nitrégeno y un protdn en la molécula de anilina. La estructura obtenida tras este primer
paso posee ademas estructuras de resonancia. En un segundo paso, el ion anilinio ataca a
una nueva molécula de mondmero por sustitucion electrofilica dando lugar a un dimero.
Luego, el dimero se oxida para formar un nuevo cation radical, el cual puede reaccionar
con el cation radical del monémero o del dimero para formar estructuras de trimero o
tetramero, respectivamente. La propagacion de la reaccion ocurre y los oligdmeros son
oxidados, reaccionando hasta llegar a formar el polimero. El producto formado
directamente por polimerizacion oxidativa no es la estructura neutra sino que posee la

estructura cargada positivamente denominada sal esmeraldina.®®

-2 e-

+
<C::>__NH2 —_— NF@
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+
Orine Oy = O Cpms
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Esquema 7. Mecanismo de polimerizacién para la obtencién de PANI.

11.2.1.3 Polipirrol (PPy)

Otro polimero conductor de gran importancia en ciencia de los materiales es el
denominado polipirrol (PPy). EI mismo es la repeticién de la unidad monomérica que
corresponde al anillo pirrol (una amina heterociclica y aromatica). El polimero posee
conjugacion de enlaces (sistema conjugado ) y su formula correspondiente es [C4HsN]x.

En la Figura 4 se muestra la estructura quimica tanto del monémero como del polimero.
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Pirrol (Py) Polipirrol (PPy)

Figura 4. Estructuras quimicas del mondmero pirrol (Py) y su correspondiente polimero (PPy).

Se conoce que el PPy presenta alta conductividad eléctrica, estabilidad térmica,
resistencia a la oxidacion, siendo ademas relativamente simple su obtencion, generalmente
a partir de disoluciones acuosas y en disolventes organicos.” Sin embargo, la conductividad
eléctrica del polipirrol depende del dopado. Como ya se ha mencionado para el caso de la
PANI, el proceso de dopado es capaz de crear bandas parcialmente llenas por medio de las
cuales los electrones libres conducen la electricidad. Ademas, debe mencionarse que las
propiedades conductoras del PPy dependen no sélo del nivel de dopado sino también de la
temperatura y la morfologia del material.

El PPy neutro es semiconductor, siendo su estructura de tipo bencenoide, como se
muestra en la Esquema 8a. Cuando el polimero es dopado, una carga negativa (electron)
es extraida del estado neutro, transformandose asi la estructura del PPy en una mas
favorable desde el punto de vista energético: estructura quinoide. De esta manera, ocurre
la formacion de un polardn (espin ¥2), donde la molécula posee una carga positiva y hay
un espin desapareado (Esquema 8b). Si continla la oxidacion, otro electron de la
molécula del PPy es extraido, generandose asi otra estructura (aln mas favorable
energéticamente que el polarén) que corresponde al denominado bipolarén y se muestra
en la Esquema 8c.
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b)

Esquema 8. Proceso de dopado del PPy: a) PPy neutro, b) polarén y c) bipolarén.

Al ser el polipirrol es relativamente estable en aire y en agua, puede sintetizarse
facilmente con bajos costos, ya sea por oxidacion quimica o electroquimica del monémero
de pirrol.” La sintesis electroquimica es un método relativamente sencillo y utilizado
ampliamente para fines de investigacion. Permite el control de las caracteristicas
fisicoquimicas del polimero durante el proceso de polimerizacion.”? Ademas, la
conductividad electronica del polipirrol puede aumentarse varias veces introduciendo un
anion de dopante externo durante la electropolimerizacion.” Sin embargo, en esta Tesis se
utilizara la sintesis por via quimica. Es asi que se comienza la oxidacion del mondémero en
solucion utilizando cualquier agente oxidante del tipo cloruro férrico, quinonas o diversos
persulfatos.”#"® Tras el mecanismo de polimerizacion, el resultado es la obtencion del PPy
dopado. Debe aclararse que aunque la sintesis quimica presente ventajas como un mayor
grado de control del peso molecular, generalmente la conductividad del polimero obtenido
por esta via es inferior a la conductividad de las peliculas electropolimerizadas.”” Al igual
que en el caso de la polimerizacion oxidativa para obtener PANI, el polimero obtenido
depende de factores como la temperatura, el tiempo de reaccion, el agente oxidante y el

medio en el que ocurre la reaccion.’®

La polimerizacion para dar lugar al PPy esta descripta por el mecanismo basado en

el acoplamiento que se da entre radicales cationicos. En el Esquema 9 se puede observar
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el mecanismo de la reaccion de polimerizacion que da lugar al PPy. Al comienzo, en la
etapa de iniciacion, se genera un cation radical debido a la oxidacién del mondmero pirrol.
Luego dos radicales cationicos se acoplan y tras sufrir una deprotonacion se obtiene un
bipirrol (dos unidades monoméricas de pirrol juntas). Este dltimo es también oxidado y es
asi capaz de combinarse con otro segmento similar. Tras ello, ocurre la etapa de
propagacion del mecanismo de polimerizacién donde tiene lugar la formacion de
oligbmeros tras la reoxidacion, el acoplamiento, la deprotonacion correspondiente de los
bipirroles y la combinacion con radicales. Estos oligomeros dan lugar al PPy, momento
en el cual se llega a sobrepasar el limite de solubilidad y el polimero se obtiene como un
precipitado. La terminacion en el mecanismo de reaccion se adjudica a un ataque

nucleofilico que ocurre sobre la cadena polimérica de PPy.

N N A
-2e- AR -2H+
2y 2y 2y

I\ o N
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Esquema 9. Mecanismo de reaccion de polimerizacion del Py para dar PPy.

11.2.2 Polimeros inteligentes

En las tltimas décadas, el desafio por crear sistemas poliméricos funcionales que sean
capaces de imitar a los existentes en la naturaleza es considerado la fuerza motriz hacia una
nueva generacion de polimeros: los “polimeros inteligentes”.’® Este tipo de sistemas abarca,
entre una diversidad de materiales, a los sistemas poliméricos capaces de presentar cambios
significativos desde el punto de vista fisicoquimico respondiendo a diferentes tipos de
agentes o estimulos externos. Entre los principales estimulos ambientales se destacan la
temperatura,®® el pH,® la concentracion de algun ion especifico o fuerza ionica,® la
radiacion,®® el campo eléctrico y magnético,3* & sustratos enzimaticos o agentes de tipo

bioquimico,® entre otros.®” 8 El grado o la magnitud, asi como también las caracteristicas
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de las respuestas, dependen de diversos factores como el tipo de sistema, la estructura del

mismo o la composicion y conformacion del polimero en cuestion.®%-9t

Estos materiales experimentan asi una transicion de fase, la cual se manifiesta en
cambios macroscopicos y generalmente de tipo reversible en la estructura del sistema.
Estas variaciones se evidencia en aspectos como la forma o el volumen del material, la
solubilidad, las caracteristicas superficiales, las transiciones de tipo sol-gel, entre otros
cambios.®” ® Dependiendo de su forma fisica, los polimeros inteligentes pueden ser
clasificados en tres tipologias: polimeros con cadenas lineales libres en solucion, geles

reticulados covalentemente o cadenas injertadas sobre superficies.”

Los materiales inteligentes poseen una gran versatilidad desde el punto de vista de
sus potenciales aplicaciones. Pueden ser utilizados en diferentes estados fisicos como
hidrogeles (sistemas entrecruzados), ya sean permanentes o reversibles, micelas, interfaces
modificadas o en solucidn. Principalmente, las aplicaciones se orientan al campo de la
biomedicina, destacAndose su potencialidad en medicina regenerativa (ingenieria de tejidos
e implantes)®, asi como también en sistemas para el transporte y liberacion controlada de
sustancias activas o farmacos.®® Sin embargo, en los Gltimos afios se han reportado estudios
que muestran la potencial aplicaciéon de este tipo de materiales en otras areas como la

agricultura® °"y también se han empleado en la regulacion de las reacciones enzimaticas.®®

11.2.2.1 Polimeros termosensibles

Una clase de polimeros inteligentes muy estudiados son los que se caracterizan por
ser termosensibles. El comportamiento de los polimeros que responden a estas
caracteristicas puede aprovecharse para la confeccidn de sistemas inteligentes con especial

aplicacion en seres vivos.8!

Basicamente, los materiales sensibles a la temperatura pueden ser clasificados en tres

categorias, las cuales se muestran en el Esquema 10.
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Esquema 10. Clasificacion de los materiales termosensibles.

Los materiales con memoria de forma se caracterizan por poseer varias temperaturas
de transicion vitrea. Los mismos pueden llegar a deformarse al calentarse por encima de la
temperatura de transicién vitrea superior, obteniendo una forma que no es reversible
(permanente); si la deformacion ocurre entre dos temperaturas de transicion, se induce una
forma temporal, la cual puede ser revertida por cambios en la temperatura. Aquellos
materiales considerados liquidos cristalinos poseen una fase liquida cristalina con cierto
orden anisotropico, ademas del estado vitreo y su forma gomosa de caracteristicas
isotropicas. Finalmente, las disoluciones poliméricas termosensibles sufren una transicion
de fase de tipo liquido-liquido cuando la temperatura es modificada.®® Este ultimo tipo de
polimeros sera estudiado con detalle en esta Tesis.

Al hacer foco en los polimeros de tipo termosensible, es importante destacar que
son solubles en los disolventes en un determinado rango de temperaturas. Esto implica que
muchas veces sea limitada la disolucién de los mismos a bajas y/o a altas temperaturas.
Cuando se trabaja en el rango de bajas temperaturas, se conoce como temperatura critica
superior (UCST) a la maxima temperatura que se debe alcanzar para que el polimero se
disuelva. En cambio, en las regiones de temperaturas altas, la minima temperatura a la que
debe llegarse para que el polimero precipite es llamada la temperatura critica inferior
(LCST).1 Es decir que LCST y UCST son los puntos criticos de temperatura en los que
un polimero y su disolvente son completamente miscibles. Generalmente, cuando una
solucion que contiene un polimero se encuentra a temperaturas inferiores que la LCST de

ese polimero, se puede apreciar homogénea, de aspecto incoloro; sin embargo, cuando la
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temperatura supera ese punto critico, en la solucion comienza a aparecer cierta turbidez. Si
se considera la energia libre (dada por la ecuacion de Gibbs) al aumentar la temperatura, la
entropia del sistema aumenta siendo la causa que el agua se encuentra menos ordenada
cuando el polimero no esté disuelto en ella, aumentando la entropia (efecto hidr6fobo). El
otro punto critico (UCST), es un efecto del otro componente de la energia libre del sistema
en la ecuacion de Gibbs: efecto entalpico. Cabe destacar que si bien LCST y UCST no estan
limitados a medios acuosos, en la mayoria de los casos la propiedad es tomada en cuenta
para el agua.’’® En el Esquema 11 se muestra un diagrama cualitativo que explica las
temperaturas LCST y UCST, de donde se deduce la separacion de fases dada por la
inmiscibilidad en esos puntos criticos. Otro aspecto a considerar es el hecho de que las

temperaturas criticas pueden ser variadas utilizando técnicas como la copolimerizacion.1%2

| 1
§ :E UCST
3 LCST 3
= M = @
> >
0 Composicion 1 0 Composicion 1

Esquema 11. Diagramas que explican las temperaturas criticas LCST y UCST.

En el caso de los polimeros que forman parte de la familia de las poliacrilamidas, el
comportamiento relacionado con la LCST basa su explicacion en el balance hidrofobico-
hidrofilico de la molécula, ya que como se menciond existe una situacién de compromiso
entre los componentes entélpico y entropico. La formacién de uniones tipo puente
hidrogeno entre los grupos del polimero afines al agua y el agua contribuye a que la energia
libre de la mezcla resulte menor a cero cuando la temperatura es baja. En el caso de
sustancias 0 moléculas con caracteristicas hidrofébicas, el ordenamiento de las moléculas
de agua se ve desfavorecido desde el punto de vista entropico, lo cual se traduce en una
escasa solubilidad en agua.'®® Cuando la temperatura se incrementa en sistemas acuosos
este efecto es ain mas marcado, por lo que aumentan las interacciones hidrofobicas entre
segmentos de cadenas poliméricas al generarse ruptura de los enlaces de puente

hidrogeno.’%* 1% Es asi que el polimero llega al denominado colapso, generandose la
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segregacion de fases. [Este comportamiento es el que ocurre en la
poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) lineal. En el caso de que exista entrecruzamiento
(ej. en hidrogeles), la segregacion no ocurre pero tiene lugar la contraccién de la red
tridimensional al superarse la LCST.

A la actualidad se ha reportado un numero considerable de polimeros con
caracteristicas termosensibles. En la Tabla 2 se muestra un listado de diversos

homopolimeros termorresponsivos con su correspondiente LSCT.%

Tabla 2. Homopolimeros termosensibles reportados en bibliografia.

Abreviatura | Nombre LCST (°C)
PNIPAM Poli(N-isopropilacrilamida) 32
PVCL Poli(N-vinilcaprolactama) 31
PPO Poli(éxido de propileno) 10-20
PVME Poli(vinilmetileter) 33,8
MC Metilcelulosa 50
EHEC Etil(hidroxietil)celulosa 65
PDMA Poli(2-dimetilamino)etil metacrilato 50
PEOZ Poli(2-etil-2-oxazolina) 62
PIPOZ Poli(2-isopropil-2-oxazolina) 36
PEA Poli(N-etilacrilamida) 82
PEMA Poli(N,N-etilmetilacrilamida) 70
PNPAM Poli(N-propilacrilamida) 25
PBMEAM Poli(N,N-bis(2-metoxietil) acrilamida) 49
PMPAM Poli(N-(3-metoxipropil)acrilamida) >60
PEPA Poli(etoxipropilacrilamida) 32
HPC Hidroxipropilcelulosa 42

Los polimeros termosensibles se pueden combinar de diferentes maneras para
producir dispositivos que, entre otras posibilidades, sean capaces de mostrar cambios de
mojabilidad en la superficie,'°” hidrogeles que conmuten su capacidad de hinchamiento,%®
sistemas que exhiban transicion sol-gel,’®® membranas que exhiban cambios en la
permeabilidad a las moléculas!® 1 o particulas coloidales que intercambien su estado de

agregacion.!?
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11.2.2.1.1 Poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM)

La poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) es el mas conocido de la clase de
polimeros termosensibles. Los primeros reportes acerca de este polimero datan de la década
de 1970. Actualmente es uno de los mas usados y estudiados para entender la
termosensibilidad e incorporarlo en aplicaciones de tipo tecnoldgicas.'!® Ha sido empleado

114 superficies modificadas,'*® hidrogeles

118

en diversas formas: polimeros solubles,

116 peliculas delgadas,*'’ nanoparticulas,

entrecruzados, cadenas injertadas sobre
superficies (“polymer brushes”).*'® Ademas, se ha usado PNIPAM para estabilizar
nanoparticulas metalicas.!?® Especificamente, la PNIPAM se ha estudiado y explorado
ampliamente en el area de aplicaciones biologicas debido a la caracteristica singular de
tener una baja temperatura critica de la solucién (LCST) de 32-33 °C, la cual es cercana a
las temperaturas fisiol6gicas. Ademas, cabe decir que la copolimerizacién de PNIPAM con
monomeros mas hidrofilicos como por ejemplo con &acido acrilico (AAC), N-vinil-2,2-
pirrolidona, N-metilacrilamida o acrilamida (AAM), permite incrementar la temperatura de

transicion de fase hacia valores mas cercanos a la temperatura del cuerpo humano.

La estructura de la molécula de PNIPAM se muestra en la Figura 5. En la misma, se
distingue una seccion que es mas hidrofilica que las otras (amida). EI grupo isopropilo y su
rotacion es el causante de la termosensibilidad. La solucién acuosa de PNIPAM se
convierte en opalescente por encima de 32-33 °C debido al colapso y a un posterior
reordenamiento de las cadenas poliméricas. En dicha transicion, las interacciones por
enlaces de hidrogeno entre la PNIPAM vy el agua se rompen, quedando los grupos
isopropilo mas expuestos. De esta manera, el comportamiento hidrofilico de PNIPAM (por
debajo de 32 °C) cambia a un comportamiento hidrofébico (por encima de 33 °C).
Asimismo, se ha observado que al incrementarse la longitud de la cadena polimérica o la

concentracion de éste, el valor de la LCST decrece.'?
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11.2.2.1.2 Celulosay derivados

La celulosa es un polisacarido estructural presente en las plantas que constituye los
tejidos de sostén. Se forma por la union de moléculas de B-glucopiranosa mediante enlaces
B-1,4-O-glucosidicos. La mayoria de los polimeros naturales en solucion forman un gel a
medida que la temperatura decrece. Entre estos polimeros naturales se pueden mencionar,
entre otros, la gelatina y la carragenina.'?® Algunos derivados de la celulosa son una
excepcion en lo que respecta a los mecanismos de gelacion: a concentraciones bajas
(1-10 % p/v) son capaces de formar soluciones estables a bajas temperaturas pero gelifican
cuando la temperatura comienza a incrementarse. La metilcelulosa (MC),
hidroxilpropimetilcelulosa (HPMC) e hidroxipropilcelulosa (HPC) son tipicos ejemplos
que presentan este comportamiento. MC forma un gel entre 40 y 50 °C mientras que para
HPMC se observa la transicion de fase entre 75y 90 °C. Esta temperatura de transicién
puede verse reducida realizando modificaciones fisicas y quimicas, como por ejemplo
incorporando sales (ej. NaCl) a la solucién de MC reduciendo asi la temperatura de
transicion a 32-34 °C. Del mismo modo, si se sustituyen los grupos oxidrilos de HPMC (gj.
por grupos éteres) la temperatura también decrece a 40 °C.12% 124 A bajas temperaturas las
macromoléculas son hidratadas y existe muy baja interaccion entre las cadenas del

polimero.®?

Entre los polimeros naturales con caracteristicas termosensibles, la HPC es atractiva
debido a su amplia y sintonizable LCST, la cual esta en el rango de 41-45 °C en agua y
puede ser ajustado por injerto de una cadena lateral de caracteristicas mas hidrofébicas.*?>
126 Considerando sus excelentes caracteristicas bioldgicas y fisicoquimicas como la
biodegradabilidad, la no toxicidad, la multifuncionalidad y respuesta a la temperatura, éste
polimero se ha convertido en un material muy atractivo desde el punto de vista de las

aplicaciones farmacéuticas y modificaciones quimicas.'?’1?° La estructura quimica de la

H
;
0O\

Figura 6. Estructura molecular de la hidroxipropilcelulosa (HPC)

molécula de HPC es mostrada en la Figura 6.

7
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11.3 MATERIALES POLIMERICOS DE DIVERSA MORFOLOGIA Y TAMANO

11.3.1 Hidrogeles (HG)

Se denomina hidrogel (HG) al material polimérico entrecruzado de forma
tridimensional que al entrar en contacto con el agua es capaz de hincharse almacenando
grandes cantidades de ésta en su estructura sin disolverse.**® En general, los hidrogeles
presentan ciertas caracteristicas distintivas entre las que se pueden mencionar las

siguientes:

e Caracter hidrofilico. Debido a que en su estructura se encuentran presentes grupos
solubles o que presentan afinidad con el agua (ej. grupos hidroxilos, acidos,
sulfénicos, etc.) y permiten su retencion. 3!

e Insolubilidad en agua. Esta caracteristica esta dada por la tridimensional de la red
polimérica.

e Aumento de volumen considerable. Producido al entrar en contacto con agua,
hinchandose hasta alcanzar un equilibrio.

e Consistencia suave y elastica. La misma se encuentra determinada por los
mondmeros a partir de los cuales se origina la sintesis y la baja densidad de

entrecruzamiento del polimero.*3?

La capacidad de retencion de agua y la permeabilidad son las caracteristicas mas
importantes de los hidrogeles que los distinguen de otros materiales. Los grupos
hidrofilicos polares son los primeros en ser hidratados al tomar contacto con el
agua, conduciendo asi a la formacion de la denominada agua enlazada primaria. Como
resultado, la red se hincha y expone los grupos de caracteristicas mas hidrofébicas que sin
embargo son también capaces de interactuar con las moléculas de agua. Este fendmeno
conduce a la formacién del agua ligada hidrofébicamente, también llamada agua
secundaria. El agua primaria y secundaria ligada a menudo se combinan y
dan lugar a la denominada agua total consolidada. La red absorbe a su vez agua adicional
debido a la fuerza osmotica de las cadenas de red hacia dilucidn infinita. Este hinchamiento
adicional se opone a la retraccion de tipo elastica de la red proveniente del
entrecruzamiento. Por lo tanto, el hidrogel alcanzara un nivel de hinchamiento de

equilibrio. El agua adicional absorbida se denomina agua libre o "agua bulk™, y se supone
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que llena el espacio entre las cadenas de la red tridimensional y/o el centro de poros mas

grandes, macroporos o huecos en el caso de que existieran.'

Adicionalmente a lo descripto, existe otra propiedad caracteristica que es requerida
en los ultimos afios en los hidrogeles: la biocompatibilidad, la cual es determinante en caso
que se persigan potenciales aplicaciones biologicas. Se requiere que tanto el hidrogel como
sus productos de degradacion carezcan de toxicidad. Idealmente deberian ser
metabolizados en productos inocuos o poder ser excretados por el proceso de filtracidn

renal en un organismo (biodegradabilidad).t3*

Generalmente, los hidrogeles pueden ser clasificados de diferentes maneras en base
a sus caracteristicas. Segun la naturaleza de las fuerzas que mantienen unidas las cadenas
poliméricas, pueden ser clasificados como entrecruzados fisica o quimicamente. En los
primeros existen maultiples interacciones que mantienen unidas las cadenas de polimeros
(ej. uniones puente hidrdgeno, interacciones hidrofobicas, etc.), mientras que los
entrecruzados en forma quimica se mantienen unidos por enlaces de tipo covalente.*® Otras
caracteristicas que permiten distinguir a los hidrogeles son: la naturaleza de los grupos
(neutros o i6nicos), el método de polimerizacion utilizado en su sintesis (en solucion,
radicalaria, entre otros), la composicion de los polimeros que conforman la red
(homopolimeros o copolimeros), la estructura fisica de la misma (amorfa, semicristalina,
hidrocoloidal, etc.), el tamafio de poro (inexistencia de poros, poros micrométricos,
mesoporos, macroporos, etc.) y la sensibilidad a estimulos externos como la luz, pH,
temperatura, campos eléctricos y magnéticos, entre varios mas.*3 En la Tabla 3 se resumen

las clasificaciones de los hidrogeles que se han mencionado.

Los hidrogeles que se estudian en esta Tesis poseen la caracteristica de ser
entrecruzados quimicamente, generalmente no porosos y siempre con la caracteristica

distintiva de ser termosensibles.
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Tabla 3. Clasificacion de hidrogeles reportada en bibliografia.

Naturaleza de las fuerzas que mantienen | Fisica
unidas las cadenas poliméricas

Quimica

Red homopolimérica

Modo de preparacion Red copolimérica

Red polimérica interpenetrada

0 semi-interpenetrada

Amorfo

Semicristalino

Estructura fisica de la red Agregados hidrocoloidales

»w > O

Estructura por enlaces
hidrégeno

T

No porosos

Microporosos

Tamarno de poro Mesoporosos

Macroporosos

O > 0O

Superporosos

Fotosensibles

O

Respuesta frente a estimulos externos Termosensibles

pH sensibles

Sensibles a campo eléctrico y

magnético

Los primeros hidrogeles termosensibles comenzaron a estudiarse y ser desarrollados
alla por el afio 1978,*” momento en el que fueron reportados los principios termodinamicos
del fendmeno de colapso que ocurria en redes poliméricas de geles. Se ha demostrado que
la PNIPAM dispersa en agua posee cambios de hidratacion-deshidratacion como respuesta
a las variaciones de temperatura.'® Este polimero ha sido utilizado en hidrogeles
inteligentes, especificamente termosensibles, debido a que posee una LCST definida en
disolucion acuosa. Por debajo de esa temperatura el gel es hidrofilico y permanece
hinchado, mientras que por encima de la LCST el gel se vuelve més hidrofébico y colapsa
disminuyendo su volumen.*® La transicion de fase es un proceso reversible y se debe al

cambio en el balance entre los diversos tipos de interacciones que existen en el sistema,
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especialmente los enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofobicas. La PNIPAM en forma
entrecruzada, se encuentra hidratada con la conformacion de cadena extendida por debajo
de 32 °C y se deshidrata por encima de dicha temperatura, cambiando su conformacion a
forma globular. 14 Como se menciond, la LCST del polimero puede ser mayor o menor
copolimerizando con mondmeros de caracteristicas mas o menos hidrofilicas. De esta
forma es posible sintetizar hidrogeles con diferentes temperaturas de transicion de fase. Los
hidrogeles que contienen unidades de N-isopropilacrilamida (NIPAM) estan clasificados
como materiales de este tipo y han sido ampliamente utilizados por poseer una transicion
de fase reversible, lo que permite efectuar con ellos maltiples ciclos de hinchamiento-
deshinchamiento, modificando el grado de hinchamiento del material por los cambios de

temperatura.l*! Este fendmeno de colapso del hidrogel se muestra en el Esquema 12.

- ===
L P

Esquema 12. Efecto del cambio en la temperatura sobre el hinchamiento de un hidrogel unido

covalentemente.

Se han reportado numerosos métodos para obtener hidrogeles, entrecruzados fisica y
quimicamente. Entre los primeros se pueden mencionar los entrecruzamientos por
interacciones iénicas (ej. utilizando alginato y iones de calcio), hidrofdbicas (utilizando
bloques anfifilicos y los copolimeros de injerto en agua para formar estructuras
organizadas), por puente hidrogeno (donde las mezclas de dos 0 mas polimeros naturales
pueden mostrar sinergismo, lo que significa que las propiedades viscoelasticas de las
mezclas de polimeros son mas similares a un gel que las de los polimeros constituyentes
medidos individualmente), cristalizacion de polimeros, por autoensamblado y por quimica
supramolecular formando complejos de inclusion.**? Sin embargo, aunque este tipo de
materiales se destacan por la formacion del gel sin que sea necesario realizar

modificaciones de tipo quimicas o afiadir un agente de reticulacion (entrecruzador), poseen
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limitaciones. El tiempo de gelificacion, el tamafio de poro de la red formada, la
funcionalizacion y la potencial degradacion son dificiles de controlar. Es asi, que el
entrecruzamiento de tipo quimico resulta en una red que posee ventajas adicionales como
la alta resistencia mecénica, la capacidad de conservar y recuperar la forma durante la

transicion de fase y tiempos de degradacion relativamente largos.

La obtencién de los hidrogeles por entrecruzamiento quimico puede ocurrir por
varios mecanismos. Ellos pueden ser: polimerizacion radicalaria de monomeros vinilicos
de bajo peso molecular, polimerizacién radicalaria de polimeros derivatizados con grupos
polimerizables (macromonomeros), polimerizacion inducida por radiacion (ej. UV,
radiacion de alta energia tal como gamma (y) o radiacion de haz de electrones), a partir de
grupos funcionales con reactividad complementaria (ej. los polimeros hidrosolubles con

grupos hidroxilo pueden estar reticulados utilizando glutaraldehido).43 144

En esta Tesis se aplica el primer mecanismo de polimerizacién mencionado; por tal
motivo se describe a continuacion. En la polimerizacion radicalaria las especies activas son,
como su nombre lo indica, radicales libres. Estos son moléculas de naturaleza organica, las
cuales son inestables o reactivas por poseer un electrén desapareado. Los reactivos vinilicos
son el tipo de monémero mas comunmente utilizados en esta polimerizacion. EI proceso
que da lugar a la formacién del polimero consta generalmente de tres etapas: iniciacion,
propagacién y terminacion, existiendo la posibilidad de que también ocurran reacciones de
transferencia de cadena. Dichas etapas se visualizan en el Esquema 13. En la primera etapa
(iniciacion), una molécula de iniciador (l2) sufre una descomposicion mediante un
mecanismo de disociacion de tipo homolitica para generar dos radicales libres (I-). Esto
ocurre tras haber de alguna manera ingresado energia al sistema, pudiendo darse dicha
ganancia energética por accion de la luz ultravioleta (iniciacion fotoquimica), elevacion de
temperatura (iniciacion térmica) o debido a un potencial redox (iniciacion redox). Una vez
generado el radical altamente reactivo, en una segunda etapa se combina con una molécula
de mondmero para generar asi una especie activa radicalaria (RI). Tras esto, tiene lugar la
propagacion donde dicha especie activa reacciona con otras moléculas de mondémero,
ocasionando una reaccién en cadena; es en esta etapa donde interviene el entrecruzador que
posee grupos vinilicos. Luego, en la etapa de terminacion, se produce el cese o detencién
del crecimiento de las cadenas poliméricas; pudiendo ocurrir por una reaccion de

combinacion donde dos radicales se encuentran y reaccionan, o bien, por una reaccion de
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transferencia donde el radical en crecimiento sufre una desactivacion por transferencia de
algin atomo a una molécula que se encuentre en el medio de reaccion (agente de
transferencia). Este atomo puede ser del mismo mondmero, del iniciador, del polimero o

del solvente en el que ocurre la reaccion.'#®

R + I ——» RI Etapa de Iniciacion

k
RI' + R —L2 » R,I"

k
R,I'+ R—L2 » RyF

Etapas de Propagacion

k¢ ,
R, I' + R,I— > Polimero Etapas de Terminacion

k
RJI-+ T — ' » Polimero

Esquema 13. Etapas de polimerizacion a partir de monémeros vinilicos.

La polimerizacion radicalaria de monémeros vinilicos de bajo peso molecular se
destaca por ser uno de los métodos mas utilizados para la preparacion de hidrogeles a base
de NIPAM mediante una polimerizacion tipo redox que hace uso de persulfato de amonio
(PSA) como iniciador y N,N,N",N"-tetrametiletilenacrilamida (TEMED) como catalizador.
El TEMED acelera la velocidad de formacion de radicales libres a partir de persulfato y
éstos a su vez catalizan la polimerizacion. Los radicales libres de persulfato logran que se
conviertan los monémeros en radicales libres, los cuales reaccionan luego con monémeros
inactivados para comenzar la reaccion en cadena de polimerizacion. Las cadenas de
polimero son aleatoriamente entrecruzados por algun agente (ej. BIS), dando como
resultado un hidrogel con una formulacién caracteristica que depende de parametros tales
como las condiciones de polimerizacién y las concentraciones del monémero y
entrecruzador. Este es un sistema muy eficiente que resulta en la rapida formacion del gel

incluso en condiciones suaves.
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Si bien la caracterizacion que se realice de los hidrogeles dependera de la potencial
aplicacion que se le desee dar al material, existen aspectos basicos que siempre son
estudiados en el caso de los hidrogeles que presentan respuesta al estimulo de la
temperatura. El hinchamiento y el tiempo que tarda el material en llegar al equilibrio es un
factor determinante en las caracteristicas del material, asi como también estudios referidos
a la temperatura critica donde el hidrogel colapsa (LCST), la composicion y morfologia,

entre otros.

11.3.2 Redes inteligentes interpenetradas (IPN) y semi-interpenetradas (semi-1PN)

Las redes interpenetradas (IPN) son una combinacion de dos o mas polimeros en
forma de red, donde por lo menos uno de esos polimeros se encuentra polimerizado y/o
reticulado en la inmediata presencia del otro. Durante la formacion de las IPN, una primera
red polimérica es afectada a nivel molecular con la interpenetracién de otro polimero o red
polimérica. Existe una diferencia entre redes interpenetradas y semi-interpenetradas
(semi- IPN). Estas ultimas estan compuestas por dos polimeros, uno en forma lineal y otro
reticulado; mientras que en el caso de las interpenetradas ambos polimeros son reticulados,
dando lugar a un material termofijo ya que sus redes no son capaces de fluir sin que se
produzca ruptura de los enlaces quimicos. En el Esquema 14 se muestra la diferencia entre

ambas.

Red polimérica

U/
N

~

/ Polimero lineal

Red polimérica
A

Esquema 14. Diferencia entre red semi-IPN (a) y red IPN (b). Adaptado de referencia.'4

En la generacidn de este tipo de redes, la incompatibilidad termodindmica entre dos
0 mas polimeros se puede superar debido al anclaje permanente de los segmentos de red.*4
Las redes poliméricas interpenetradas, incluyendo hidrogeles, han mostrado

comportamientos diferentes que los polimeros individuales convencionales y, en
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consecuencia, los rangos de aplicaciones han crecido rapidamente para dicha clase de
materiales.'® En hidrogeles altamente elasticos y resistentes, generalmente la
interpenetracion podria favorecer a determinadas propiedades interesantes de sistema IPN
como la velocidad de respuesta, la capacidad de hinchamiento y las propiedades mecénicas.
También pueden verse afectados o modificarse los estados del agua y la temperatura de

transicion de fase.'*?

Entre las redes IPN se destacan las que incluyen la conjuncién de dos polimeros del
tipo inteligentes (ej. PNIPAM, termosensible y PAA, sensible al pH). Se han desarrollado
en forma de microgeles para la liberacion controlada de dextrano,** en sintesis secuencial
dentro de matrices poliméricas hidrofobicas activadas mediante radiacion y e injertando
estos dos polimeros inteligentes, empleando la radiacién para construir inicialmente la red
de PAA e iniciadores redox y N,N'-metilenbisacrilamida (MBAA) como agente
entrecruzante para la polimerizacion de la segunda red de PNIPAM,™! sintetizando IPN,
incluyendo una matriz de polipropileno como soporte, para su aplicacion en la carga y
liberacion local de vancomicina, entre otros. Aoki y colaboradores han generado redes IPN
compuestas de poli(dimetilacrilamida-co-acrilamida) y &cido poliacrilico. Los materiales
mostraron temperaturas de transicion entre los estados colapsado e hinchado que se

desplazan hacia valores mas altos al aumentar el contenido de dimetilacrilamida.%2

También se han reportado hidrogeles termosensibles compuestos de PNIPAM
semi-IPN con sulfato de condroitina (ChS), utilizando la técnica de sintesis de
polimerizacion por precipitacion para su generacion.> Con la introduccién del ChS se
logré aumentar la capacidad de absorcion de agua del hidrogel induciendo ademas
morfologia porosa a la red por el método de polimerizacion por precipitacion, lo cual
mejoro la velocidad de respuesta del hidrogel frente a las variaciones de temperatura,
logrando mantener constante la LCST. Otro ejemplo interesante es el que se llevo a cabo
mediane la sintesis de un material semi-IPN de hidrogel de poli(cloruro de
dialildimetilamonio)/poli(N, N-dietilacrilamida) (PDADMAC/PDEA) a partir de DEA,
utilizando la técnica de polimerizacion por radicales libres en presencia de un agente de
reticulacion y DADMAC en solucion acuosa. Al generarse el material semi-IPN, la
porosidad, la LCST y los estados de agua fueron afectados significativamente.
Adicionalmente, al ser el PDADMAC un polielectrolito cationico con propiedades

antibacterianas y altamente hidrofilico, el nuevo material mostr6 una mejora en las
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propiedades respecto al hidrogel sin interpenetrar.’>® También, utilizando PNIPAM se han
generado redes semi-IPN con salecan (glucano soluble en agua) donde la propiedad
termosensible se mantuvo pero se mejoraron aspectos reoldgicos, mecanicos, asi como
también la biocompatibilidad, toxicidad y adhesion celular con vistas a sus aplicaciones

biomédicas.®®

11.3.3 Materiales compuestos y hanocompuestos

Un material compuesto se define como la dispersion de un material sélido en una
matriz de otro material. A diferencia de los materiales de tipo homogéneo, el compuesto
presenta la ventaja de que cada uno de sus constituyentes es capaz de aportarle diferentes
propiedades al resultante, logrando asi que las mismas sean mejores respecto a cuando cada

material se encuentra por separado u obteniendo un material multifuncional .t

Se habla de un material nanocompuesto cuando se hace referencia a una mezcla de
materiales conformada por una matriz y una dispersién de rellenos a escala nanométrica,
es decir: alguno de los constituyentes se encuentra en el rango de pocos o algunos
nanometros disperso en el resto del material sin que existan enlaces quimicos entre las
diferentes partes. Los nanocompuestos pueden ser considerados materiales de gran
versatilidad debido a que sus propiedades dependen de la matriz que se utilice, de la
naturaleza del material nanométrico que actia como relleno y de la forma geométrica que
disponen.t®® Ademas, se considera a estos nanomateriales como multifuncionales debido a
que se pueden realizar combinaciones Unicas de materiales, las cuales serian imposibles de
lograr con materiales tradicionales. Debido a esto es que existe un gran esfuerzo para lograr
controlar la distribucion de tamafios, la dispersion de los objetos nanométricos y el papel
que juegan las interfases, las cuales quimica y estructuralmente difieren de las propiedades
del material masiva.'®® Los nanocompuestos pueden clasificarse, segun el tipo de material

de la matriz, % en:

¢ Nanocompuestos de matriz metalica
e Nanocompuestos de matriz ceramica

e Nanocompuestos de matriz polimérica

Debido a la temaética de esta Tesis Doctoral se hara hincapié en los nanocompuestos
de matriz polimérica. Ellos combinan las propiedades fisicas y quimicas dependientes del

tamafio de las nanoestructuras con la alta procesabilidad y la estructura morfoldgica bien
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definida que presentan los polimeros para lograr obtener nuevos materiales de
caracteristicas distintivas respecto al tradicional.'®® 162 A lo largo del siglo XXy lo que va
del siglo en curso han ocurrido avances significativos en esta area. Se han incorporado

nanoparticulas en compuestos poliméricos como la baquelita,’®® en caucho para

164 165

neumaticos,”®* en materiales a base de nylon dentro de la industria automotriz,

166

aeroespacial y de la construccién™® e incluso en la fabricacion de dispositivos

electrénicos.®’

Los hidrogeles poliméricos han atraido mucha atencion y han sido utilizados en
diversos campos disciplinares debido a las singulares propiedades y a su sensibilidad a
estimulos que se detallaron previamente en esta seccion. Sin embargo, la aplicacion de
estos materiales a menudo se limita como consecuencia del bajo grado de resistencia y la
escasa estabilidad que presentan, como algunos de los principales factores. Es por ello, que
las propiedades mecanicas, térmicas, optico-electronicas y la capacidad o velocidad de
respuesta pueden ser mejorados a partir de la generacion de nanocompuestos, los cuales
pueden facilitar soluciones a los problemas o limitaciones que presenta el material en la
nanoescala, aprovechando las técnicas y oportunidades que las nano/biotecnologias ofrecen

para desarrollar materiales complejos y optimizados con propiedades de tipo sinérgicas.

Principalmente, se destacan en la literatura dos vias para la sintesis de
nanocompuestos de matriz polimérica. Uno de estos enfoques implica la dispersion de
nanoparticulas en la solucion del mondmero seguida luego de la reaccion de
polimerizacion. Sin embargo, puede también sintetizarse un hidrogel y luego ocurrir la
formacion de las nanoparticulas en el material para obtener el nanocompuesto.®® 16° Se han
desarrollado técnicas y procedimientos para atrapar fisicamente la particula dentro del
polimero matriz. Hilt et al. han dispersado nanoparticulas de éxido de hierro con
propiedades magnéticas en una solucién monomérica de NIPAM para luego obtener
nanocompuestos magnéticos de hidrogel por polimerizacion radicalaria.’’® Otros
investigadores han trabajado en metodos de incorporacion de nanoparticulas de oro para
lograr calentamiento remoto por aplicacion de luz NIR (infrarroja cercana). En este sentido,
Budhlall et al. han sintetizado microgeles de (PNIPAM-co-AAm) conteniendo oro y
demostrando accionamiento a distancia por aplicacion de luz y microondas.*’* También, en
matrices de polimeros termosensibles similares se ha incorporado arcilla en forma de

nanoparticulas logrando propiedades mecénicas excepcionales.t’? Lin y Wu prepararon
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nanocompuestos superabsorbentes por copolimerizacion de injerto entre acido acrilico
parcialmente neutralizado y mica.!”® En lo que respecta a polimeros conductores, en los
altimos afios se publicé un método en el cual se generan nanocompuestos a partir de
hidrogeles clasicos de PNIPAM incorporando PPy, logrando una microestructura altamente
porosa con una alta conductividad eléctrica (hasta 0,8 S m™), resistencia térmica,
sensibilidad (cambio de volumen significativo en pocos segundos) y otras propiedades

mejoradas.'’™

Otros materiales compuestos y nanocompuestos muy utilizados actualmente son los
que se generan a partir de polimeros naturales como son los derivados de la celulosa. El
especial interés se centra debido a la abundancia, la naturaleza renovable y ambientalmente
amigable de estos materiales ya que puede aprovecharse residuos de la industria maderera,
papelera, agricultura e incluso celulosa bacteriana. Ademas, otro factor de importancia es
la compatibilidad con otros materiales y con los sistemas bioldgicos. Existen numerosos
derivados de la celulosa que permiten a su vez obtener nanocompuestos de diversas
morfologias y tamafios.!™%"" En el Esquema 15 se muestra la clasificacion de
nanocompuestos basados en materiales celulésicos reportados en literatura, distinguiendo
claramente entre aquellos con propiedades mas hidrofilicas que los otros y también desde
el punto de vista de la biodegradabilidad. Los ejemplos de cada uno hacen referencia a los
componentes con los que puede combinarse la celulosa para dar lugar a cada tipo de

nanocompuesto.

CELULOSA

Nanocompuestos
con matrices
hidrofilicas

Nanocompuestos
con matrices
hidrfobicas

No biodegradables Biodegradables No biodegradables Biodegradables

Ej: Resinas fenol-
formaldehido, resinas
acrilicas, resinas

Ej: polivinilalcohol,
almidon,
amilopectina,
quitosano,
poli(oxidoetileno)

Ej: polietileno, Ej: polilacticos,
polipropileno policaprolactonas

epoxi, alcohol
vinilico, latex.

Esquema 15. Diferentes ejemplos de materiales nanocompuestos generados a partir de celulosa o derivados

y su combinacion con otros compuestos 0 polimeros.
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11.3.4 Micro/nanogeles

Generalmente se utiliza el término “microgel” para describir a los polimeros
resultantes de técnicas de polimerizacion heterogénea en solucion.!’® Suele también
referirse con el mismo nombre a las macromoléculas reticuladas a nivel intramolecular y a
un tipo de polimeros superabsorbentes basados en moléculas reticuladas flexibles que
muestran una combinacion de propiedades de tipo fisicoquimicas de los s6lidos masivos y
los liquidos.1”® Existe una amplia variedad de clasificaciones acerca de los tamafios que se
consideran dentro de lo que se denominan microgeles. Sin embargo, algunos autores tratan
indistintamente a los microgeles y a los nanogeles,® con estructuras de particulas
resultantes desde unos pocos nandémetros hasta decenas de micrones. Estas redes revelan
propiedades intrinsecas, tales como alto contenido de agua, naturaleza suave,
compatibilidad con los tejidos bioldgicos, asi como una excelente dispersabilidad y
solubilidad en agua. A diferencia de las soluciones verdaderas monofésicas, los
micro/nanogeles son dispersiones de particulas debido a su comportamiento tipico coloidal,
como por ejemplo en lo que respecta a la turbidez. Los microgeles coloidales son en general
una fase dispersa de particulas de gel discretas de polimero, las cuales se encuentranen

forma uniforme en un medio solvente continuo, hinchado por un buen disolvente.*e°

Un error comun es el uso indistinto de los términos "hidrogeles™ y "microgeles”. Ellos
tienen en similar la quimica de polimeros pero sus arreglos moleculares fisicos son
diferentes. Los microgeles, comparados con hidrogeles macroscépicos o masivos, son
diferenciados como particulas discretas de tipo gel. Sin embargo, cualquiera de estos
materiales puede responder a cambios sutiles en las condiciones ambientales (un cambio
en la temperatura, pH, fuerza ionica, solvente, intensidad de luz o la influencia de un campo
eléctrico) y podria considerarse un “gel inteligente”. Los microgeles poseen muchas
propiedades fisicoquimicas interesantes, incluyendo viscosidades mucho mas bajas que
macrogeles y areas superficiales muy altas. La velocidad de respuesta es un factor que
también cambia en la escala de tamafio: se puede acelerar la velocidad de respuesta del
material disminuyendo el tamafio de la particula. Como los microgeles forman una solucién
coloidal estable pueden ser analizados con técnicas propias de solucion como
espectroscopias de transmision y fluorescencia.?® En el Esquema 16 se destacan las

propiedades fisicoquimicas entre hidrogeles macroscopicos y microgeles.
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HIDROGELES

-Propiedades Fisicoquimicas-

K A
- .

*Alta viscosidad *Baja viscosidad
*Baja area *Alta drea

superficial superficial
*Respuesta lenta *Respuesta rapida

Esquema 16. Diferencias entre las propiedades fisicoquimicas de geles macroscopicos y microgeles.

11.3.5 Nano-objetos en base a PANI

Tanto los oligémeros de anilina como la PANI son insolubles en medios de reaccion
acuosos. Sin embargo, la precipitacion no siempre ocurre como una aglomeracién
desordenada del polimero insoluble. Se sugiere que en muchos casos la organizacion de
macromoléculas se desarrolla a medida que ocurre el crecimiento durante la sintesis. Este
es acompafiado por la formacion de enlaces de hidrdgeno entre cadenas existentes y en
formacion, siendo la razon por la cual se generan estructuras auto-organizadas e, incluso,
muchas veces cristalinas. Este modelo explica la formacion de todo tipo de estructuras
supramoleculares y permite asi comprender las razones de los cambios morfolégicos segun

las condiciones experimentales.®®

Dependiendo de como se organizan los ndcleos de PANI que se forman, el
crecimiento de los mismos es capaz de producir diferentes morfologias. Entre las formas
que se conocen, puede hacerse referencia a granulos o glébulos, nanofibras, nanotubos,
particulas coloidales, nanoesferas y microesferas de PANI entre las mas comunes, las
cuales se muestran en el Esquema 17. En varias de las estructuras nombradas, algunas
dimensiones son similares (e]. radio de las nanofibras y particulas coloidales, espesores de
las paredes de los nanotubos y peliculas depositadas que es posible fabricar con la PANI).
Se conoce que las mismas varian su tamafio dependiendo de las condiciones experimentales

entre el rango de 50 y 500 nm, pareciendo ser proporcionales al peso molecular del

41-



“Im: Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores
VG

ANTECEDENTES Y FUNDAMENTOS

181

polimero. Estos hechos muestran las similitudes estructurales de todas las

nanoestructuras generadas a partir de PANI.

Globulos Nanofibras
? Nanotubos

3

Particulas
coloidales

Y)

Peliculas delgadas
T
dadiadi

d e

Esquema 17. Diversas morfologias de la PANI: a) globular, b) nanofibras, c) nanotubos, d) peliculas

delgadas, e) recubrimientos y f) particulas coloidales. Adaptado de referencia.5®

Los gldbulos se producen cuando la oxidacion de la anilina se lleva a cabo bajo
condiciones fuertemente acidas. Su formacion se explica por la oxidacion del monémero
anilina, la cual produce oligdbmeros tipo fenazina que son nucleados. Al ser insolubles en
el medio de reaccidn, son separados y forman agregados aleatorios, las cuales actian como
centros de iniciacion y posteriormente comienza el crecimiento de cadenas de polianilina

que producen el glébulo.182

La PANI como polvo por si sola es dificil de aplicar, excepto que se convierta en
parte de materiales compuestos. Sin embargo, se comprime sencillamente a granulos,
quienes presentan buenas propiedades mecanicas. La dilucion de la mezcla de reaccion
permite una mejor organizacion de los ndcleos que tienden a agregarse debido al
apilamiento m-m con la fenazina.'® EI crecimiento de las cadenas a partir de los ndcleos

apilados genera nanofibras de polianilina.

Los nanotubos se producen cuando la oxidacién de la anilina comienza en
condiciones neutras o ligeramente acidas.’®* Los oligémeros de anilina son obtenidos al
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principio y se propone que Se organizan en agujas. Sirven como plantillas para el

crecimiento de cadenas después de que la acidez se vuelva suficientemente alta (pH bajo).

Las peliculas delgadas constituyen quizas la forma de aplicacion mas interesante de
la polianilina. Cualquier superficie en el contacto sumergida en la mezcla utilizada para la
preparacion se recubre con una delgada pelicula. Los oligdmeros de anilina se adsorben en
las superficies disponibles y el crecimiento posterior comienza a partir de nucleos
adsorbidos y produce una pelicula. Se supone que las peliculas finas tienen una estructura
de tipo cepillo; siendo el espesor del film de 100-400 nm dependiendo de las condiciones
de reaccion.'® Las peliculas son mas uniformes en superficies hidrofobicas, mientras que
sobre sustratos hidrofilicos tienden a tener una estructura globular. Los recubrimientos o
revestimientos se han reportado sobre nanotubos de carbono, particulas de silice, particulas

metalicas, y otros nano-objetos. &

Si la oxidacion de anilina tiene lugar en el medio acuoso que contiene un polimero
soluble en agua, a menudo se producen dispersiones coloidales de polianilina. Entre los
agentes estabilizadores conocidos se reportan la poli(vinilpirrolidona),’®” goma arabiga,®
metilcelulosa'® u otros éteres de celulosa,**® poli(acido acrilico), poli(6xido de etileno),*®*
poli(acido estirensulfonico) o su sal de sodio*®® y poli(vinilalcohol).'®® Moléculas y
particulas de otra naturaleza que no son poliméricas se han utilizado también con el mismo
proposito (gj. ciclodextrinas y silica).1®* 1% Las nanoparticulas de PANI se han usado para
diferentes aplicaciones como terapia fototérmica de tumores, fluidos electrorreolégicos,

sensores de gases, sensores electroquimicos, nanocompuestos, entre otros,1%6-1%

Las nanofibras de PANI pueden prepararse mediante una diversidad de métodos
sintéticos tales como polimerizacion interfacial, método de reaccion de mezcla rapida,
sintesis radiolitica, sintesis sonoquimica y otros.'®**-2t Un proceso bien conocido para
sintetizar las nanofibras PANI es el método de Kaner, donde la formacién se da en la
interfase entre el solvente organico y el agua.?%> 2 Es posible generar nanofibras de PANI
modificadas por polimerizacion de mondmeros funcionalizados. Sin embargo, los grupos
funcionales unidos podrian afectar negativamente al proceso de polimerizacion, incluso
inhibiéndola porque los mondémeros modificados tienen menor reactividad.? La PANI
puede ser modificada (no solo como nanofibras, sino también como peliculas delgadas,
microparticulas) mediante reacciones organicas realizadas sobre los materiales solidos, por

ejemplo por reacciones electrofilicas o de adicion nucleofilica.2%5-207
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11.3.6 Emulsiones y coloidosomas

Una emulsion es un tipo de coloide donde tanto la fase dispersa como la fase continua
son liquidas. Ambos liquidos deben ser inmiscibles y uno de ellos esta disperso en forma
de finas gotas dentro del otro.2%® Ya que las dos fases son inmiscibles y no interacttian entre
si, requieren de un estabilizador que se adsorba en la interfase y que posea una parte
interactuante con una fase (ej. aceite) y otra parte interactuante con la otra fase (ej. agua).
Estas especies son moléculas anfifilicas como sales de acidos carboxilicos de cadena larga
o0 son polimeros dibloque con un blogue hidrofilico y otro hidrofébico.

Las emulsiones tipo Pickering son aquellas en las que estan presentes particulas
solidas que generan una pelicula resistente en la interfase entre dos fases no miscibles,
inhibiendo la coalescencia de las gotas de la emulsion. Este tipo de emulsiones abre la
posibilidad de nuevas vias de estabilizacion y posee gran interés préctico ya que son Utiles
en campos como la industria de los alimentos, la cosmética, la petrolera, entre otras.20® 210
La gran diferencia de las emulsiones Pickering con las convencionales es que no utilizan
un agente tensioactivo o emulsificante para estabilizar la emulsion sino que hace uso de

nanoparticulas sélidas.

Los coloidosomas son estructuras formadas por dos fases inmiscibles (liquidas o
gaseosas) en las cuales particulas coloidales estabilizan la emulsién que se origina. Aunque
puedan existir efectos quimicos de estabilizacion, debido a que las particulas se diferencian
de un surfactante por no ser asimétricas (a excepcion de las denominadas particulas
“Jano”),?!! el efecto de estabilizacion se produce por un aumento de la superficie de la
interfase debido a la intrusion de las particulas en ella. La comparacion recientemente

mencionada referida a la estabilizacion de la estructura se muestra en el Esquema 18.

| W
Esquema 18. Diferentes tipos de estabilizacién de emulsiones: a) utilizando surfactantes con carga, b)

utilizando surfactantes no cargados y c) utilizando particulas sdlidas. Adaptado de referencia 2*2
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Estas estructuras pueden ser originadas por una gran variedad de materiales de
distinta naturaleza como particulas inorganicas, materiales particulados con propiedades
magnéticas e incluso particulas de polimeros. En los dltimos afios, estos sistemas
supramoleculares han sido propuestos como una técnica de microencapsulacion muy
promisoria para aplicaciones de liberacion controlada. Entre las ventajas puede
mencionarse el hecho de que este tipo de encapsulacion incluye una gran robustez a nivel
estructural y una porosidad que es definida por la uniformidad de las particulas sélidas
dispersas que acttan en lugar de moléculas. Ademas, se han mostrado coloidosomas que

son capaces de responder a estimulos externos.?t> 214
11.4 APLICACIONES

11.4.1 Sensoresy actuadores de presion

Utilizando materiales como los polimeros conductores (clasificados también como
electroactivos) se han llevado a cabo numerosas investigaciones las cuales son muy
relevantes tanto para el mundo académico como también para su aplicacion como sensores
de presion y actuadores. En esta seccion se comentan los avances méas destacados en dicha

area.

Lau y colaboradores generaron un nuevo material conductor con la capacidad de ser
compresible al utilizar espumas de poliuretano en combinacién con PPy.2* Ellos
demostraron que existe una relacién lineal entre la conductancia y la tensién aplicada,
pudiendo determinar parametros tales como sensibilidad, rango dindmico y repetitividad
del sensor de presion desarrollado, el cual se convirtio en un prototipo para monitoreo de
respiracion.  Estudios  similares  fueron realizados utilizando fluoruro de
polivinilideno (PVDF) y el mismo polimero conductor a través del mezclado en
solucion.?*® También fueron estudiadas membranas fibrosas de materiales compuestos
utilizando polimeros conductores por deposicion a través de electrohilado, logrando una
buena sensibilidad en valores de presion y sensores con respuesta rapida y lineal confiables
en su medida.?*” De esta manera, se podrian aplicar los mismos en dispositivos de protesis,
sistemas de control remoto e interruptores sensibles al tacto.?*® 21° Por otro lado, a través
de la generacion de hidrogeles con matrices poliméricas de diferentes caracteristicas,
algunos cientificos han orientado su investigacion hacia la aplicacion en dispositivos
actuadores activados por microondas, radiacién electromagnética o cambios de temperatura

en la matriz.??> 22! Finalmente, muchos materiales se estan disefiando y confeccionando
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con vistas a la generacion de materiales compuestos y nanocompuestos para poder aplicarse
en diversos sistemas, aprovechando las caracteristicas y propiedades de los componentes
que los constituyen, como es el ejemplo del efecto sinérgico entre nanotubos de carbono y

polimeros conductores. 222223

Otras aplicaciones interesantes de este tipo de sensores-actuadores fueron llevadas a
cabo en la industria automotriz, donde se logro desarrollar sensores de presion basados en
polimeros para colocar en superficies como los asientos de automdviles. Los mismos son
capaces de proporcionar informacion para que pueda activarse o modularse alguna funcion
relacionada con el sistema de seguridad del vehiculo.??* En el 4mbito de la medicina,
también se han aplicado materiales electroactivos para desarrollar sistemas
multifuncionales con aplicaciones en dispositivos médicos a nivel quirargico (ej. en

implantes).22> 226

11.4.2 Sensores de resistividad

Los polimeros conductores han sido ampliamente investigados debido a sus
propiedades eléctricas especiales que permiten aplicarlos en sensores resistivos.??” 228 En
comparacion con otros materiales, los sensores basados en polimeros conductores
presentan varias ventajas como alta sensibilidad, tiempo de respuesta relativamente corto,
funcionamiento a temperatura ambiente, baja histéresis, estabilidad ambiental y
versatilidad quimica. De hecho, es posible ajustar las propiedades fisicoquimicas de los
mismos utilizando diferentes compuestos 0 sustituyentes.??>?3! De esta manera, los
sistemas tecnoldgicos se producen para generar calentadores autorreguladores, sensores de
deteccion quimica, narices electrénicas asi como también en aplicaciones de grabacion
Optica-fototérmica, ingenieria de tejidos, sondas neurales, biosensores, suministro de
farmacos, catalizadores quimicos y electroquimicos, pilas de combustible y baterias.?32-2%
La polianilina es uno de los polimeros conductores intrinsecos més investigados. Algunos
autores clasificaron a la PANI como un "material adaptativo” que se puede conmutar entre
diferentes formas con caracteristicas distintivas.?® 2 En la actualidad se dedica un
especial interés a los polimeros conductores nanoestructurados (nanotubos, nanoparticulas,
nanofibras, peliculas delgadas y otros). De este modo, es posible combinar las propiedades
de las macromoléculas conductoras organicas con las nuevas propiedades de los sistemas

de baja dimension.234 2%
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Debido a la aceleracion del desarrollo de la nanociencia y la nanotecnologia, los
sensores a base de nanomateriales estan atrayendo una considerable atencion.?*® Los
sensores resistivos se basan en un cambio de conductancia o resistencia debido a una
interaccion fisica del material conductor con materiales volatiles.?*° Los sensores basados
en PANI se utilizan comUnmente para el andlisis de especies solubles en sensores
potenciométricos-amperométricos y como un elemento sensible en sensores de pH.2*
Tradicionalmente, las peliculas de PANI se han utilizado en dispositivos sensores donde el
polimero actia como quimiorresistor para detectar vapores quimicos.?*? Cuando el material
es expuesto a vapores, un circuito controlado por ordenador puede registrar facilmente un
cambio en la resistencia de la pelicula. Sin embargo, la baja velocidad de difusion de los
vapores dentro del polimero produce una respuesta lenta del sensor.?*3 El pequefio diametro
de las nanofibras de PANI podria reducir la longitud de la trayectoria de difusion
permitiendo un menor tiempo de respuesta. Por lo tanto, las nanofibras de PANI o
materiales similares se han utilizado para detectar compuestos volatiles como acido
clorhidrico, amoniaco, aminas organicas, cloroformo, metanol, sulfuro de hidrogeno,
etc.24246 virji et al.,?*” compararon la respuesta de PANI no funcionalizada como peliculas
a partir de disolventes (ej. N-metilpirrolidona) y como depositos de dispersiones de
nanofibras. Dichos autores han descripto la respuesta de los sensores frente a gases
reactivos -acidos (HCI), bases (NHz), reductores (N2H4)- y s6lo dos volatiles no reactivos
(CHCI3, CH30H). Dado que la respuesta a los volatiles reactivos es irreversible, los autores
s6lo muestran la respuesta de resistencia de la pelicula a la adicion del analito sin el ciclo
de recuperacion tras la exposicion al gas portador limpio. En todos los casos, se hallo que
la respuesta observada para los dep6sitos de nanofibras es mas rapida que para las peliculas.
Ademas, en el caso de la hidrazina, la pelicula es insensible al volatil mientras que las

nanofibras depositadas muestran un claro aumento de resistencia.

Puesto que la PANI es un polielectrolito, en su estado conductor interactla
fuertemente con las moléculas de agua que estan generalmente presentes en el aire como
humedad. Se ha demostrado previamente que la humedad del aire afecta fuertemente la
magnitud y el signo de la sefial de resistencia.?*® Por lo tanto, la humedad del gas debe
mantenerse constante durante todos los experimentos para conseguir reproducibilidad.
Como la PANI es una poliamina aromética de naturaleza polar que interacciona
fuertemente con compuestos capaces de formar enlaces de hidrogeno o interacciones

dipolares, mientras que interactua debilmente con compuestos no polares (ej. alcanos).
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Aunque es posible cambiar la naturaleza quimica del esqueleto del polimero (ej. por
copolimerizacién) también cambian otras propiedades requeridas para la fabricacion del
sensor, tales como la estabilidad de la pelicula y la formacion de nanofibras. Por otra parte,
la funcionalizacion covalente de polimeros conductores sélidos permite unir nuevos grupos
funcionales a la estructura principal sin modificar considerablemente la estabilidad del

solido.

11.4.3 Terapia fototérmica (PTT)

Se conoce como terapia fototérmica (del inglés Photothermal Therapy -PTT-) a la
técnica minimamente invasiva y de alta eficacia que es capaz de convertir la energia
proveniente de los fotones en energia térmica. Para ello, se utiliza la radiacién del espectro
electromagnético que esta comprendida entre los 700 y los 1200 nm de longitud de onda
(radiacion infrarroja cercana, NIR). El efecto de conversion de energia desde un tipo a otra
se logra gracias a la capacidad de absorber dicha radiacion por parte de un agente,
generando luego calor localizado.?*° La terapia fototérmica ha emergido en los tltimos afios
frente a terapias de otra naturaleza (ej. quimioterapia, radioterapia) o fotoasistidas
utilizadas convencionalmente como la luz UV-Visible, la cual es absorbida por los tejidos
vivos.?® A modo de ejemplo, desde una perspectiva clinica, las células anormales son
generalmente mas sensibles al calor que las células normales debido a la inexistencia de
un sistema de enfriamiento eficiente suministrado por los vasos sanguineos, induciendo asi
dafio celular y apoptosis.?®! Debido a que en la longitud de onda utilizada en PTT, los
tejidos bioldgicos y el agua (el componente principal de los sistemas vivos) son
transparentes, se puede definir que existe en esa regidn del espectro una ventana terapéutica
entre los 700 y 900 nm (Esquema 19), posibilitando una mayor absorcion de radiacion y

abriéndose asi una alternativa muy prometedora para aplicaciones médicas.%?
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Esquema 19. Ventana terapéutica para aplicacion de terapia fototérmica utilizando NIR. Referencias:

Hb (hemoglobina), HbO, (oxihemoglobina).

Usualmente, para PTT se han utilizado moléculas o cromoforos que absorben
considerablemente en la region del espectro mencionada. En los Gltimos afios, con el auge
de la nanotecnologia se han reportado diversos nanomateriales que pueden ser utilizados
por ser activos como agentes en PTT debido a la alta absorcion de radiacion infrarroja
cercana. Se han utilizado con tal fin nanoparticulas poliméricas?® y metalicas (ej. de oro y
plata),?>* nanovarillas de oro,?*® nanocapsulas,?® dendrimeros,?®’ liposomas?®® y materiales
en base a carbono con diversa naturaleza y composicion como nanolaminas de grafeno y
derivados o nanotubos de carbono.?*® 2%° Sin embargo, muchos nanomateriales presentan
inconvenientes desde el punto de vista de la biocompatibilidad, particularmente en lo que

respecta a su toxicidad a largo plazo, limitandose asi su aplicacion clinica.6

Los polimeros conductores como el PPy y la PANI han sido también evaluados como
agentes Utiles en PTT.22 263 particularmente, la PANI se ha estudiado por sus propiedades
como la alta estabilidad ambiental, quimica y térmica, su conductividad y propiedades
electroquimicas reversibles y su destacada absorcion de radiacion NIR.?%* Adicionalmente,
presenta aspectos beneficiosos como su versatilidad desde el punto de vista sintético vy,
desde el punto de vista de las aplicaciones en bio/nanomedicina por la baja toxicidad, la
probabilidad de incorporacion en ambientes celulares sumado a su capacidad de inducir la
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muerte celular tumoral por efecto fototérmico.2%> 2%¢ Estudios in vitro e in vivo utilizando

nanomateriales basados en PANI han sido reportados en la Gltima década. 26725

En esta Tesis se plantea la utilizacion de materiales basados en este polimero
conductor para terapia fototérmica aplicada a bacterias patdgenas como Pseudomonas
aeruginosa. Dicho microorganismo es uno de las causantes mas comunes de infecciones
en el ambiente hospitalario y en la comunidad en general. Se clasifica como una bacteria
Gram-positiva que se puede encontrar principalmente en la piel. Es capaz de producir un
tipo numeroso de infecciones de la piel tales como foliculitis, furunculosis o abscesos.?’*
211 Ademas, se sabe que es la principal causa de bacteriemia y endocarditis infecciosa, asi
como también de problemas en tejidos pulmonares. Al dia de hoy, algunos
microorganismos entre los que se incluye a Pseudomonas aeruginosa se hicieron
resistentes a varios farmacos (ej. antibidticos) y afectaron asi al tratamiento de las
infecciones nosocomiales.?™ 22 Por lo tanto, se considera que es urgente la prevencion de
infecciones causadas por estos patdgenos y el desarrollo de nuevas técnicas terapéuticas,
entre las que es posible contemplar a la terapia fototérmica antibacteriana.
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11l MATERIALES Y METODOLOGIA

Todos los reactivos quimicos y solventes utilizados en el trabajo experimental de esta
Tesis Doctoral fueron de calidad analitica y se emplearon tal cual fueron adquiridos, sin

realizar modificaciones posteriores.
I11.1 SINTESIS DE MATERIALES

I11.1.1 Sintesis de PANI masiva

La PANI fue sintetizada a partir de los siguientes reactivos y condiciones
experimentales: 0,1 M de hidrocloruro de anilina (ANI) en &cido clorhidrico (HCI) 1 My
persulfato de amonio (PSA) en proporciones equimolares a la anilina, actuando el PSA
como oxidante. La reaccién de polimerizacion se realiz6 colocando la solucion de ANI
0,1 M en un reactor refrigerado (mezcla hielo-agua) para mantener la temperatura en el
rango entre 0 °C-0,3 °C. Se adicion0 luego la solucién acuosa de PSA (refrigerada también
a una temperatura de 0 °C) y se dejé reaccionar a esa temperatura durante 12 horas bajo
agitacion constante. Se retir6 la solucién del reactor, se filtro al vacio y lavé con HCI 1 M,
luego con agua bidestilada y con hidréxido de amonio (NHsOH) 0,1 M. Finalmente, la
PANI sintetizada fue secada en estufa de vacio a una temperatura de 50 °C durante 8 horas

y se procedi6 a molerla para utilizarse.?”

Otra variante en la sintesis de PANI fue realizada llevando a cabo la reaccion de
polimerizacion sobre peliculas de polietileno.?” En este caso, fue necesario modificar
previamente la superficie, provocando asi una oxidacion superficial de las peliculas y
aumentando la hidrofilicidad de las mismas para favorecer la adhesion del polimero
conductor. Este procedimiento se realizé sumergiendo las peliculas durante 5 minutos en
una mezcla sulfocrémica, la cual fue preparada a partir de la disolucion de 35 gramos de
dicromato de potasio (K2Cr207) en 500 mL de &cido sulfarico (H2SO4). Tras ello, se
colocaron las peliculas en una mezcla hielo-agua (~ 0 °C) y se procedié a su secado por
contacto con el aire. Posteriormente, se llevo a cabo la reaccion de polimerizacion de la

PANI sobre las peliculas de polietileno oxidado.
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111.1.2 Hidrogeles (HG)

I11.1.2.1 Sintesis de hidrogeles basados en PNIPAM

Las matrices de hidrogeles termosensibles de PNIPAM-co-2%AMPS se sintetizaron
por copolimerizacion de los mondémeros N-isopropilacrilamida (NIPAM) y é&cido 2-
acrilamido-2-metilpropansulfonico (AMPS) en proporciones definidas. Como agente de
entrecruzamiento se utilizd N, N-metilbisacrilamida (BIS). La reaccion de polimerizacion
se llevd a cabo agregando un sistema iniciador compuesto por PSA 'y
N,N,N",N"-tetrametilenacrilamida (TEMED). En el Esquema 20 se muestran las
estructuras de los monémeros vinilicos, agente entrecruzante y sistema iniciador utilizados

para obtener los hidrogeles.

Experimentalmente, el agente entrecruzador fue disuelto en una proporcion de 2 %
en moles respecto de los moles totales de NIPAM en una solucion acuosa del monémero
0,5 My se agreg6 2 % en moles del otro monémero (AMPS) respecto a NIPAM. Luego, el
sistema iniciador (0,001 g/mL de PSA y 10 uL/mL de TEMED) fue afiadido mientras se
burbujeaba nitrégeno en la solucion. La reaccion de polimerizacion se llevé a cabo a
temperatura ambiente (20 °C) durante 3 horas. De esta forma, el hidrogel
PNIPAM-co-2%AMPS, fue obtenido al completarse la reaccion. Los hidrogeles resultantes
fueron sometidos a sucesivos lavados con agua bidestilada a temperatura ambiente durante

48 horas para eliminar los reactantes en exceso 0 mondmeros que no hayan reaccionado.

0 CH; O  CHs g

H,C Jr\"_
| CH; 0
N-isopropilacrilamida Acido 2-acrilamido-2-metil-propansulfénico
(NIPAM) (AMPS)

N,N-metilbisacrilamida

(BIS)

H H
N N
H,C™ ~ ~cH
Agente de entrecruzamiento { ’ /\(@/ \(g(\ ’

HiC. CHa 0 o O hH,
N—""N_ - ST O™
| SIStema fnicacor g s ehs NS0 °
N.N.N’N’-tetrametilendiamina Persulfato de amonio
(TEMED) (PSA)

Esquema 20. Estructuras quimicas de monémeros, agente entrecruzador y componentes del sistema iniciador

de polimerizacién para la obtencién de hidrogeles PNIPAM-c0-2%AMPS.
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111.1.2.2 Sintesis de redes semi-IPN de PANI en matrices de hidrogeles

La generacion de redes semi-interpenetradas fue llevada a cabo a partir de la
conjuncion de un polimero conductor lineal (PANI) y la matriz de hidrogel termosensible
(PNIPAM-c0-2%AMPS).2" Se selecciond N-metilpirrolidona (NMP) como buen solvente
tanto para disolver la PANI como para hinchar el hidrogel. En primer lugar, la PANI fue
disuelta en NMP, adquiriendo la solucion el color azul oscuro caracteristico del polimero
cuando se encuentra en a pH basico en NMP. Una vez preparada la solucion de PANI/NMP
a distintas concentraciones (entre 04 y 1 g¢/L), los hidrogeles secos de
PNIPAM-co-2%AMPS fueron hinchados en las mismas a temperatura ambiente durante
48 horas. Los hidrogeles absorbieron asi el contenido de la solucién, coloreandose azul
oscuro. Luego, los materiales obtenidos fueron lavados en agua bidestilada durante 48
horas. El proceso recientemente descripto se resume en el Esquema 21.

PANI/NMP

s Absorcion
48 hs Lavados HCI

- = =

Hidrogel seco
PNIPAM-co-2%AMPS

PNIPAM-co-2%AMPS
semi-IPN

Esquema 21. Proceso experimental para la obtencion de PNIPAM-co-2%AMPS semi-IPN con PANI.

111.1.2.3 Sintesis de hidrogeles basados en HPC

Las matrices termosensibles de hidroxipropilcelulosa fueron sintetizadas a partir de
una solucion del polimero en agua (2 g HPC/5 mL de agua) y un agente entrecruzante que
reacciona con los grupos —OH del polimero para generar la estructura de gel. El reactivo
entrecruzante escogido fue el etano-1,2-diona (glioxal) y se utilizé en forma de una solucion
al 40 % v/v en agua. Se requiri6 el uso de HCI 3 % v/v en agua como catalizador. Tras
mezclar los tres componentes en el recipiente de reaccidn, se procedidé a desoxigenar
burbujeando con nitrogeno gaseoso y luego se centrifugd a una velocidad de 8000 rpm
durante 20 minutos. La mezcla se mantuvo en ausencia de luz y a temperatura ambiente
durante 96 horas para permitir que se complete la reaccion entre los grupos reactivos de la
HPC y los del dialdehido. Transcurrido este tiempo se obtuvieron los hidrogeles, los cuales

fueron sometidos a lavados con el objetivo de eliminar reactantes que puedan haber
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quedado sin polimerizar o reaccionar. Finalmente, se procedié a secar el material obtenido

en estufa de vacio a una temperatura de 60 °C.

111.1.2.4 Generacién de PANI en matrices de HPC

Con el objetivo de otorgarle propiedades conductoras al material basado en HPC, se
polimerizé ANI en la matriz original y de esta manera se logrd que posea la capacidad de
conducir corriente eléctrica y responder a estimulos de temperatura (hidrogel inteligente)

simultdneamente en un mismo material.

Experimentalmente, se polimerizé in situ la PANI en la matriz de HPC.?? Para ello,
se realiz6 un procedimiento similar al explicado en la seccion 111.1.1 para la obtencion de
PANI masiva. Se partié de una solucién 0,1 M del monémero ANI en HCI 0,1 M
(termostatizando la misma a 0 °C) a la cual se colocé el hidrogel de HPC en estado seco
para lograr la absorcién de la solucion mientras ocurria el hinchamiento durante 12 horas.
Luego, se agrego una solucion de PSA 0,1 M como iniciador redox de polimerizacion de
ANI y se dejo reaccionar durante 12 horas bajo agitacion. De esta manera, el polimero
conductor se genera en el interior de la matriz termosensible de HPC. El proceso
experimental se muestra en el Esquema 22. Posteriormente, el hidrogel conteniendo la
PANI se extrajo y se lo lavo repetidamente con agua bidestilada durante 48 horas. Para

finalizar, se procedi0 a secar en estufa de vacio.

Ani/HCl Lavados
Hidrogel seco
HPC
Hidrogel
HPC/PANI

Esquema 22. Procedimiento de sintesis de PANI en el interior de la matriz termosensible de HPC.

111.1.3 Microparticulas PNIPAM-c0-2%AMPS semi-I1PN

Las microparticulas se obtuvieron a partir de un proceso de triturado (molienda) del
material generado a partir de los hidrogeles PNIPAM-c0-2%AMPS semi-interpenetrados
con PANI. Las piezas macroscépicas de hidrogel se solidificaron utilizando nitrégeno

liquido y luego se colocaron en un molino triturador para reducir el tamafio, utilizando

-56-



e
“NH[ Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores
leaass)

MATERIALES Y METODOLOGIA

finalmente un mortero. Para homogeneizar las particulas se utilizé un tamiz. Luego, las

microparticulas obtenidas se dispersaron en agua y se acidificd el medio.
I11.1.4 Nanomateriales

I11.1.4.1 Sintesis de nanogeles termosensibles (PNIPAM-c0-2%AMPS)

Los nanogeles de PNIPAM-co-2%AMPS fueron sintetizados utilizando el método de
copolimerizacion por precipitacion.®® La composicion molar de los monémeros empleados
fue: 98 % NIPAM y 2 % AMPS. Como agente entrecruzante se uso BIS (1,6 %), resultando
una concentracion total de mondémero de 130 mM en agua. En primer lugar, se llevé a cabo
la mezcla de NIPAM y BIS en un volumen final de 10 mL de agua; luego se desoxigeno
utilizando un flujo de nitrégeno gaseoso y se calentdé a 70 °C durante 60 minutos bajo
agitacion. Posteriormente, se afiadio el segundo monomero (AMPS) junto con 2 mM de
PSA en 1 mL de agua, el cual actu6 como iniciador de la polimerizacion. La temperatura,
la agitacion y el desgasado con nitrdgeno se mantuvieron durante 4 horas. Transcurrido

este tiempo se obtuvo una dispersidn blanquecina que contenia los nanogeles.

111.1.4.2 Sintesis de nanoparticulas de polipirrol (NP PPy)

En este caso, las nanoparticulas de polipirrol (NP PPy) fueron sintetizadas por
polimerizacion oxidativa a partir de una solucion acuosa del monémero pirrol (0,043 M).2"®
Como agente oxidante se escogid el mismo que se utilizé en la sintesis de PANI: PSA, en
una concentracion 0,08 M en la mezcla de reaccion. Para evitar la coalescencia y posterior
precipitacion de las NP PPy se hizo uso de estabilizantes como PVP, PNIPAM y mezcla
de ambos en proporcién 50:50. La reaccién de obtencion del material nanoparticulado se

muestra en el Esquema 23.

Estabilizantes
2% pl/v

H

I ~ [/ R
N PSA N \ /

H 0,08 M H N

Pirrol (Py) NP Polipirrol

0,043 M (NP PPy)

Esquema 23. Reaccion de obtencion de NP PPy por polimerizacion oxidativa a partir del monémero.
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111.1.4.3 Sintesis de nanofibras de polianilina (NF PANI)

Las nanofibras de polianilina (NF PANI) se obtuvieron siguiendo el procedimiento
reportado por Kaner y colaboradores.?> 2’7 La reaccion de polimerizacion ocurre cuando
estan en contacto dos fases inmiscibles. En un recipiente se prepar0 la fase orgénica
(cloroformo), disolviendo 24 mM de ANI en 75 mL de cloroformo; mientras que en otro
recipiente se disolvieron 6 mM de PSA en 75 mL de una solucion acuosa 0,8 M de HCI.
Ambos liquidos fueron cuidadosamente transferidos a un frasco cerrado, generando de esta
manera la interfase liquido-liquido entre la fase organicay la fase acuosa. Asi, el monémero
difunde hacia la zona acuosa, oxidandose por accion del PSA y dando lugar a la generacion
de la PANI. La reaccion se llevo a cabo en completa ausencia de luz y transcurridas 24
horas se obtuvieron dos fases con caracteristicas diferentes: en la acuosa la PANI en estado
esmeraldina (con su coloracion verde caracteristica), mientras que en la fase organica
aparecié un color anaranjado donde se encontraban los subproductos de la reaccion. Se
recolecto la fase acuosa que contenia las NF PANI para su caracterizacion y posterior

utilizacion.

I11.1.4.4 Sintesis de nanoparticulas de polianilina (NP PANI) por polimerizacion

oxidativa

Para la sintesis de nanoparticulas de polianilina (NP PANI) por polimerizacion
oxidativa se siguio, en lineas generales, el protocolo reportado por IUPAC,?* modificando
la naturaleza de los estabilizantes de las nanoestructuras. Por un lado, se disolvieron
259 mg de ANI en 5 mL de una solucion acuosa 4 % p/p de estabilizante y se agitd hasta
lograr una solucién homogénea. Por otro lado, se disolvieron 571 mg de PSA en 5 mL de
agua bidestilada. Se procedié a mezclar ambas soluciones, bajo agitacién constante y a
temperatura ambiente (excepto cuando se utilizé HPC como agente estabilizante,
refrigerando la mezcla a 0 °C).**® Las concentraciones resultantes en el reactor fueron:
0,2 M de ANI; 0,25 M de PSA 'y 2% p/v de PVP. Cuando la mezcla se torno color verde,
tras 10 minutos de reaccion, se considero que la polimerizacion ocurrié completamente y
se obtuvo la dispersién de NP PANI. En la Figura 7 se muestran las estructuras quimicas

de los diferentes estabilizantes utilizados en este método de sintesis.
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Figura 7. Estructura de los diferentes estabilizantes utilizados en la generacion de NP PANI: a) PVP,
b) PNIPAM y c) HPC.

111.1.4.5 Sintesis de nanoparticulas de polianilina (NP PANI) por desplazamiento de

solvente

El método de sintesis por desplazamiento de solvente se basa en la precipitacion
controlada de nanoparticulas al utilizar la combinacion de un buen solvente para el
polimero que dara origen a la nanoestructura y un mal solvente para el mismo polimero, el

cual es capaz de disolver el agente estabilizante.

Para obtener las nanoparticulas, se mezclé una solucién que contiene el polimero
conductor (PANI, esmeraldina base) disuelto en NMP (un buen solvente) en una proporcion
1 % plv, con una solucién en agua (solvente pobre) del agente estabilizante (2 % p/v). Al
poner en contacto ambas soluciones a temperatura ambiente, se origin6 el coloide por
desplazamiento de la NMP desde la cercania de las cadenas de PANI hacia el agua en la
cual es miscible. Esto hace que la PANI precipite homogéneamente en agua. Este proceso
ocurre por formacion de nucleos que crecen para formar nanoparticulas y luego un
precipitado. Los agentes estabilizantes (polimeros hidrosolubles) se adsorben sobre las
nanoparticulas, logrando mantener el coloide por su interaccion con el agua que forma

capas poliméricas estabilizantes. EI método utilizado es representado en el Esquema 24.

R

N-metilpirrolidona Agente
(NMP) PANOI / NMP estabilizante
% ) 1% plv T en agua
EEE— 0
‘ Mal solvente: U 2 % p/v
»

Esquema 24. Diagrama de obtencidn de NP PANI por desplazamiento de solvente.
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Para la estabilizacion de las NP PANI que se sintetizaron por este método se utilizé
una variedad de compuestos, entre los que se incluyen polimeros de naturaleza neutra,
polimeros cargados, compuestos de caracteristicas biocompatibles, surfactantes, entre
otros. Las estructuras quimicas de los distintos agentes estabilizantes utilizados se muestran
en la Figura 8.
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Figura 8. Estructura de los compuestos utilizados como agentes estabilizantes en la sintesis de NP PANI por
desplazamiento de solvente: a) polivinilpirrolidona (PVP); b) sulfato de condroitina (ChS); c) dodecilsulfato
de sodio (SDS); d) polivinilalcohol (PVA); e) poli(cloruro de vinilo) (PVC) y f) &cido poliacrilico (PAAC).

111.1.4.5.1 Funcionalizacion y conjugacién de PANI lineal

Para otorgarle nuevas propiedades a las nanoparticulas, se modificaron quimicamente
las cadenas de PANI previo a la sintesis de NP PANI por desplazamiento de solvente. En
una primera instancia, se la funcionalizé con cisteamina y luego se la combind con un
fluor6foro extrinseco: cloruro de dansilo (DNS-CI), cuya estructura quimica puede

observarse en la Figura 9.
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N
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Figura 9. Estructura del fluoréforo cloruro de dansilo (DNS-CI).

Se disolvieron 100 mg de PANI en 10 mL de etanol junto con 50 mM de cisteamina.
Se calent6 a una temperatura de 40 °C en bafio de agua durante 2 horas. Luego se filtrd y
se lavd con etanol, obteniendo asi el solido y dejando secar. Este sélido ya presentaria unida
la cisteamina a la estructura original de la macromolécula de PANI. Luego, 0,26 gramos de
DNS-Cl se disolvieron en 1 mL de acetonitrilo y se lo hizo reaccionar con 1 mL de la PANI
modificada con cisteamina en una solucién tampén borato (pH 8) durante 30 minutos a una
temperatura de 80 °C, en total ausencia de luz. Tras ello se centrifugd y filtro, redispersando
el solido en etanol. Se lavd con etanol hasta que el liquido filtrado no presentd rastros
fluorescentes al irradiar con una l&mpara UV. Las reacciones de funcionalizacion y

conjugacion se muestran en el Esquema 25.

Etanol S
NH 40 °C, 2 hs NH S
—_—
NH NH

HoN
¢ 2WN"gy : _ o
PANI PANI modificada con cisteamina

NH;

DNS-Cl/Acetonitrilo
Buffer borato (pH 8)
80 °C, 30 minutos

Y

%
s
0 N
aay,
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Esquema 25. Proceso de funcionalizacion y conjugacion de la PANI lineal.
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Una vez finalizada la funcionalizacién con cisteamina y la posterior conjugacion con
el fluordforo, se sintetizaron las NP PANI. Para ello, se disolvio la PANI obtenida en NMP
en una concentracion igual al 1% p/v. En forma separada, se prepard una solucion del
estabilizante (PVVP) en agua al 2% p/v. Tras el contacto entre ambas fases, se formaron las
nanoparticulas por precipitacion (desplazamiento de solvente). Finalmente, se realizo

dialisis contra solucién tampon fosfato salino (PBS) a pH 7,4.

111.1.4.6 Materiales nanocompuestos

Los materiales nanocompuestos se sintetizaron a partir de la generacion de hidrogeles
termosensibles por medio de copolimerizacion radicalaria (seccion 111.1.2.1) con nano-
objetos conductores disueltos en la solucidn prepolimérica. En el Esquema 26 se muestra
el procedimiento sintético descripto. Se utilizaron como solventes de la mezcla pre-
polimérica diluciones acuosas de los distintos nano-objetos -NP PPy, NP PANI y
NF PANI- (paso 1). Luego se agregaron los mondmeros (paso 2), entrecruzador y sistema
iniciador (paso 3) logrando después de un tiempo de reaccion el copolimero de PNIPAM-
c0-2%AMPS en forma de nanocompuestos con los objetos conductores incorporados en su
matriz (paso 4). Una vez completada la polimerizacion, los materiales resultantes fueron
sometidos a sucesivos lavados con agua bidestilada a temperatura ambiente durante 48

horas para eliminar los reactantes en exceso o aquellos que no hayan reaccionado.

CO-MONOMEROS

o CHy
DISPERSION DE HIDROGEL 0 cHs \)\\ ﬁ
NANO-OBJETOS "‘°\)\m)\c.. N i
e i o |

CONDUCTORES
OO 2 / NIPAM AMPS
Q00 o,5M 2%
NPPANT —
ENTRECRUZADORY
SISTEMA INICIADOR

%N//e n:1> , /W(V\l(\ -

< j— He CHy o G R,
NF PANI Ny / o ~
L ~ \/ \0/
Hac/ e, o~ \\) \\0
OOO TEMED PS4
80 10 pl/mL 1 mg/mL
NP PPy NANOCOMPUESTO

NG - POLIMERO CONDUCTOR

Esquema 26. Pasos experimentales llevados a cabo para la obtencién de materiales nanocompuestos basados

en hidrogeles termosensibles y nano-objetos conductores.
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111.1.5 Método de obtencion de coloidosomas

Los coloidosomas fueron sintetizados dispersando un solvente hidrofobico
(ciclohexano o 1-octanol) en una dispersion acuosa de nanoparticulas de polimero
conductor (NP PANI) que actian como estabilizantes de la emulsién. Se utiliz6 el mismo
volumen de fase acuosa que de fase organica (2 mL de cada uno). Las mismas fueron
agitadas vigorosamente utilizando un dispositivo tipo Vortex durante 2 minutos. De esta
forma, se obtienen estructuras donde se puede estudiar la quimica supramolecular del
sistema. Como ya se ha mencionado, las dispersiones de NP PANI no son estables en agua
y requieren de un estabilizante polimérico adsorbido en su superficie. Los estabilizantes
poliméricos de las nanoparticulas utilizados para evitar la aglomeracién y coalescencia de
las mismas fueron PVP y PNIPAM. De esta manera, combinando NP PANI sintetizadas
por polimerizacion oxidativa con distintos estabilizantes y solventes hidrofébicos se logro

obtener cuatro sistemas diferentes listados en la Tabla 4.

Tabla 4. Coloidosomas obtenidos a partir de nanoparticulas dispersas en agua y solventes organicos.

Identificacion Fase acuosa Fase organica
C1 NP PANI (PVP) Ciclohexano
C NP PANI (PVP) 1-octanol
Ca NP PANI (PNIPAM) Ciclohexano
Cs NP PANI (PNIPAM) 1-octanol

I11.1.6 Sintesis de copolimero termosensible y conductor PNIPAM-b-PANI

Para obtener una molécula que tenga la capacidad de presentar termosensibilidad y
conductividad en la misma estructura, se siguié el procedimiento experimental que se
detalla a continuacién. En primera instancia, se prepar6 una solucion del monomero
NIPAM a una concentracion 1 M en agua. Se utilizé dihidrocloruro de 2,2'-Azobis [2- (2-
imidazolin-2-il) propano] (VA044) como agente de iniciacion de la polimerizacion, el cual
se agregd en una proporcion de 5 x 107 g/mL a la solucion del mondémero. Las condiciones
experimentales definidas para la reaccion fueron: temperatura controlada a 60 °C, agitacion
constante y burbujeo con nitrégeno durante 4 horas. Transcurrido este tiempo, se adiciond
un agente de transferencia de cadena para finalizar la reaccion de polimerizacion: se
escogid 4-aminotiofenol (4-ATF),2’® en una concentracion final de 3x10° M en la mezcla.

Terminada la reaccion, la molécula se purificd por sucesivos ciclos de colapso térmico de
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la molécula (calentamiento-enfriamiento) para remover los reactantes en exceso Yy
monomeros residuales. Finalmente, se precipitd en metanol obteniendo asi el polimero

modificado PNIPAM-ATF en forma de un sélido de coloracién blanca.

Luego, el solido PNIPAM-ATF se disolvié en agua bidestilada y se lo utiliz6 como
material de partida para crecer el polimero conductor (PANI) desde su grupo amino
terminal. Para ello fue necesaria la preparacion de una solucién 0,1 M de ANI en HCI 1 M,
refrigerada a 0 °C. Tras ello, se agregd el oxidante (PSA, equimolar a ANI) con el objetivo
de iniciar la polimerizacion de PANI. El bloque del polimero conductor creci6 asi a partir
del bloque termosensible modificado con ATF, mediante un enlace a través del azufre. Se
obtuvo el copolimero bloque PNIPAM-b-PANI en forma de una solucion de coloracion
verde. Finalmente, sucesivos ciclos de colapso térmico (calentamiento-enfriamiento)
fueron realizados con el objetivo de purificar la molécula sintetizada. Los pasos de sintesis

mencionados son resumidos en el Esquema 27.

\l CHy  CHyp \©\
HN [\>—CNNC—</jHCI
)\ CHy  CHz N NH,

NIPAM 1 M VA044 5x107 g/ml 4-ATF 3x105M

PNIPAM Modificada
SH

e e 70O @gpﬁ

NH,
j“\ 0 PNIPAM-5-PANI

PNIPAM Modificada ANIO,I M / HCI1 M
0°C

Esquema 27. Procedimiento sintético para la obtencidn del copolimero bloque PNIPAM-b-PANI.
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I11.2 TECNICAS DE CARACTERIZACION
111.2.1 Espectroscopias

111.2.1.1 Espectroscopia UV-Visible

Las medidas correspondientes a espectroscopia UV-Visible se realizaron en un
espectrofotometro marca Hewlett-Packard (HP) modelo 8453. EI mismo posee un detector
de arreglo de diodos, siendo la fuente de excitacion una lampara de deuterio y wolframio
abarcando el rango de emision comprendido en longitudes de onda entre 190 y 900 nm. En
todos los casos, para la toma de los espectros se utilizaron celdas de cuarzo con un paso
Optico de 1 cm y 0,1 cm. Los blancos correspondientes fueron tomados en la misma celda

utilizando el solvente segun corresponda a cada experimento.

111.2.1.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Se utilizé un equipo FT-IR Bruker Tensor 27 tomando los espectros en modo
transmitancia. Las muestras fueron preparadas en forma de pastilla para lo cual cada una
de las muestras secas fueron mezcladas con bromuro de potasio (KBr) manteniendo una
proporcidn 1:3 utilizando un mortero de agata. Luego se prepard la pastilla en un compresor
al vacio. La variacion de presion se realizé progresivamente variando 5 ton/cm? hasta llegar

a 15 ton/cm?. Se trabajo con una resolucion igual a 4 cm™ en el rango de frecuencias.

111.2.1.3 Espectroscopia de Fluorescencia

Se utiliz6 un espectrofluorémetro Spex FluoroMax para tomar las medidas de
fluorescencia en estado estacionario. El equipo cuenta con una ld&mpara de xendén como
fuente de excitacion, libre de ozono, cuya potencia es de 150 W. El detector del equipo es
un tubo fotomultiplicador sensible hasta una longitud de onda de 850 nm. Los espectros se
tomaron utilizando celdas de fluorescencia con paso 6ptico 1 cm y 0,1 cm a un angulo de
90°. La longitud de onda de excitacion fue seleccionada de acuerdo al maximo de absorcién
de cada muestra medido por espectrofotometria UV-Visible. Se trabajd, segin la muestra,
en diferentes condiciones variando los tiempos de integracion y apertura de rendijas o paso
Optico de excitacion y de emision. El equipo consta de un software de analisis DM 3000
3.2.
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111.2.1.4 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear *H (*H NMR)

Para utilizar esta técnica las muestras debieron ser previamente secadas utilizando
una estufa de vacio a una temperatura de 50 °C durante 48 horas. Luego, se las redisolvio
utilizando agua deuterada y se procedié a analizarlas en el espectrometro. El equipo
utilizado fue un *H NMR FT-NMR Bruker Advance DPX400, realizandose las medidas a

una frecuencia de 400 MHz.
111.2.2 Microscopias

111.2.2.1 Microscopia Electrdnica de Barrido (SEM)

Las muestras conductoras a analizar fueron previamente depositadas sobre una
superficie de carbono vitreo permitiendo su secado por evaporacion del solvente, previo a
la colocacion en el microscopio para su observacion. Se utilizaron diferentes equipos para

realizar las medidas experimentales de este trabajo de Tesis:

e Microscopio electronico de barrido de alta resolucion equipado con un cafién de
emision de campo (FEI) Strata DB 235.

e Microscopio electronico de barrido Carl Zeiss EVOMA10.

e Microscopio electrdnico de barrido Tescan Ltd VEGA LMU.

En todos los casos se utiliz6 un voltaje de aceleracion de 5 kV y se observaron

iméagenes a distintas magnificaciones.

111.2.2.2 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

La observacidn de nanoestructuras por esta técnica se llevé a cabo en un equipo Zeiss
EM 109T. Para la obtencion de las imagenes se acoplé a una camara digital Gatan
ES1000W al instrumento. Las dispersiones acuosas se depositaron sobre una grilla de
Formvar®, dejando secar luego por contacto con el aire. En algunos casos fue necesario

realizar un tratamiento con acido fosfotingstico para aumentar el contraste.

111.2.2.3 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

La técnica de microscopia de fuerza atomica fue utilizada para caracterizar
nanoestructuras a nivel superficial y para ensayar cambios morfoldgicos producidos por

irradiacion con luz infrarroja cercana (NIR). Se utilizé un AFM Agilent Technologies 5420
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Scanning Probe® Microscope en modo de operacion no contacto con una constante de
fuerza de 6 N/m y una frecuencia de resonancia de 156 Hz. Las imagenes se tomaron con
la camara acoplada al mismo equipo y la digitalizacion se realizé utilizando la interfaz
Gwiddion.

111.2.2.4 Microscopia Optica

Se utilizaron dos microscopios diferentes para realizar observaciones de estructuras
con tamafio del orden de los micrometros. En el caso de los coloidosomas se uso un
microscopio binocular Arcano X57 107E, variando los aumentos entre 10, 20 y 40X segln
fuera necesario. Para poder comprobar la existencia de microparticulas termosensibles se
utilizé6 un microscopio éptico marca Nikon modelo Ti-S 100 con sistema Optico de

contraste NAMC acoplando un equipo fotografico digital para captura de imagenes.
111.2.3 Técnicas de dispersion de luz

111.2.3.1 Dispersion de Luz Dindmica (DLS)

La técnica de dispersion de luz dindmica fue utilizada para obtener informacion
acerca de la distribucion de tamafios de las particulas sintetizadas y su correspondiente
indice de polidispersidad. Se utiliz6 un equipo Malvern 4700 con gonidmetro y dispositivo
correlador 7132. El sistema posee un laser ion-argén que emite a una longitud de onda de
488 nm, registrando la medicion a un angulo de incidencia de 90°. Las dispersiones
coloidales fueron previamente diluidas en agua destilada para ajustar las cuentas en el
equipo y se colocaron en celdas de fluorescencia con paso optico de 1 cm. En los casos que
las dispersiones absorbieran a la longitud de onda del laser se realiz6 el estudio con un

equipo Zetasizer Nano S90, irradiando a una longitud de onda de 633 nm.

111.2.3.2 Turbidimetria

Las medidas turbidimétricas se llevaron a cabo utilizando un espectrofotometro 1200
RS Spectrophotometer, en el cual se midi6 la transmitancia de distintas dispersiones de
nano/micromateriales y moléculas sintetizadas. Se estudié su variacion en relacién al
cambio de temperaturas, pH y concentracion. El blanco fue tomado con agua bidestilada o
el solvente en el cual se dispersd el material a medir. EI volumen sobre el cual se midié la

turbidez fue de 3 mL, contenidos en tubos de ensayo de plastico.
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Para estudiar el efecto de la variacion de temperatura se siguiéo a partir de
calentamientos en bafios de agua, irradiacion con microondas o luz infrarroja cercana. El
pH en los experimentos se controld con un pHmetro Denver Ultrabasic, el cual consta de
un electrodo Ag/AgCl, ajustando la concentracion de protones a partir del agregado de un

volumen minimo (gotas) de soluciones de NaOH 0,1 M y HCI 0,1 M.
111.2.4 Técnicas termoanaliticas

111.2.4.1 Andlisis Termogravimétrico (TGA)

Las medidas de termogravimetria se realizaron en un equipo TG 209 F1 Libra
(Netzsch), el cual posee una resolucién de 0,1 g y trabaja en un intervalo de velocidades
de calentamiento y enfriamiento comprendido entre 0,001 °C/min y 200 °C/min. La
temperatura inicial del experimento fue de 50 °C y se trabajo a una velocidad de 10 °C/min
hasta alcanzar los 600 °C. Para cuantificar la masa del material de partida en cada analisis

se utilizo la balanza de cuarzo, la cual se encuentra incorporada al equipo.

111.2.4.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Esta técnica termoanalitica fue llevada a cabo en un equipo TA Instruments DSC
2010 (Netzsch), utilizando un flujo de nitrégeno gaseoso (0,1 Bar/min). Las muestras se
colocaron en crisoles de aluminio y como referencia se usé el crisol sin contener la muestra.
Se pesaron previamente las muestras en una balanza Ohaus Pionner para poder luego
cuantificar el flujo de calor. El barrido se realizé desde una temperatura de -50 °C, a la cual
es posible arribar utilizando nitrégeno liquido, llegando hasta 60 °C con una velocidad de

calentamiento de 10 °C/min.
111.2.5 Fuentes de irradiacion

111.2.5.1 Radiacion Infrarroja Cercana (NIR)

Para estos experimentos se montd un sistema como el que se ilustra en el
Esquema 28 con el objetivo de irradiar las muestras de dispersiones acuosas de
nanomateriales basados en polimeros conductores. La radiacién infrarroja se aplic desde
un laser de 100 mW de potencia y una longitud de onda de emision de 780 nm. Para el
control y lectura de las temperaturas se utilizé un termometro infrarrojo marca TES-1327K

con una termocupla acoplada y se coloc6 en contacto con las dispersiones. En general, el
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efecto fototérmico por irradiacion con luz NIR se cuantifico durante un tiempo entre 10 y
15 minutos. Una camara de captura de imagenes Fluke Til0 IR-Fusion Technology por
infrarrojo fue utilizada para monitorear los cambios de temperatura, realizando luego la

digitalizacion de las iméagenes en el software SmartView®.

Fuente del laser
. Dispersion de
J material

Termocupla

fal

Laser NIR

Termometro IR

Esquema 28. Equipamiento utilizado para la irradiacion de materiales con luz NIR.

111.2.5.2 Radiofrecuencias

Las radiofrecuencias corresponden a una porcion del espectro electromagnético
considerada radiacion no ionizante y emite a longitudes de onda mayores (menor energia)
que el infrarrojo. Para exponer los materiales a radiofrecuencias se utiliz6 un dispositivo
para sellado por induccion YNB Xiamen, el cual trabaja a 30 kHz de frecuencia y 1200 W
de potencia como maximo, pudiendo regularse la misma en 5 niveles diferentes. Dicha
frecuencia se encuentra dentro de las permitidas para utilizarse en aplicaciones
biomédicas.?’® En el caso de solidos como los hidrogeles semi-IPN y nanocompuestos en
matrices termosensibles, los materiales fueron colocados en placas de Petri de vidrio y se
irradiaron a diferentes potencias (1200 mW y menores) en pulsos de 5,9 segundos de
duracion. En otros casos, como las microparticulas o nanomateriales dispersos en agua, se
irradiaron las muestras contenidas en un tubo de ensayos. Los coloidosomas fueron
evaluados por irradiacion sobre depositos en superficies de vidrio. La temperatura se
registré mediante el uso de un termometro infrarrojo TES-1327K. En la Figura 10 se

muestra una fotografia del dispositivo utilizado para irradiar radiofrecuencias. La camara
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de captura de imagenes Fluke Til0 IR-Fusion Technology por infrarrojo fue también

utilizada para monitorear los cambios de temperatura.

Figura 10. Dispositivo utilizado para irradiar radiofrecuencias.

111.2.5.3 Microondas

Se utiliz6 un aparato microondas marca Tyrell como fuente de radiacion. Los
experimentos se llevaron a cabo a una potencia de 700 Watts. Las dispersiones acuosas de
microparticulas y nanoparticulas a irradiar se colocaron dentro del horno microondas,
sumergiendo el tubo que la contenia en un bafio de hielo-agua. Se midio el incremento de

temperatura con un termometro infrarrojo TES-1327K a intervalos regulares de tiempo.
I11.2.6 Otras técnicas para determinar propiedades fisicoquimicas de los materiales
111.2.6.1 Estudios de hinchamiento

Para poder realizar las mediciones referidas a capacidad de hinchamiento de los
hidrogeles, redes semi-IPN y diferentes materiales nanocompuestos se utilizaron pastillas
secadas en estufa a 45 °C durante 48 horas haciendo vacio. Las piezas secas fueron pesadas
utilizando una balanza analitica Ohaus Pionner y tras ello se las colocé en el solvente
adecuado a temperatura ambiente para que se produzca el hinchamiento. Se utilizaron
distintos solventes, segun el material al cual se le midi6 la cinética de hinchamiento. Se
comenzd a medir el tiempo a partir del momento en que cada pieza seca se coloco en el

solvente. A intervalos regulares, se extrajeron las piezas, se las seco superficialmente con
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papel de filtro, se cuantifico lamasay se volvieron a colocar en el solvente correspondiente.
De esta manera pudo calcularse el porcentaje de hinchamiento (% Hinch.) en funcion del

tiempo, teniendo en cuenta la Ecuacion 1.

Wt — W)

0% Hinch. = ( x 100 Ecuacion 1

0

Donde Wt representa la masa del material en un tiempo t y Wo la masa del material seco.

Se repitid este proceso hasta que no existio variacion de la masa del material en el
tiempo, lo cual indica que el mismo ha alcanzado el estado de equilibrio (% Hinch. eq.),
segun la Ecuacion 2.

(Weq — W)

0

% Hinch.eq.= x 100  Ecuacion 2

111.2.6.2 Medidas de Coeficiente de Particién (Cp)

La retencion de un compuesto dentro de un hidrogel puede ser cuantificada por
cambios en la coloracion del mismo mediante la técnica de espectroscopia UV-Visible, tras
un seguimiento de la banda correspondiente a la absorcion del compuesto. Este método
permite conocer como se distribuye el compuesto entre el hidrogel y la solucion (reparto)
hasta llegar a una condicion de equilibrio.?® Asi, se puede determinar el coeficiente de

particion (Cp) de una molécula o particula y puede ser calculado a partir de la Ecuacion 3.

moles de droga/1000 g hidrogel .,
ga/ £ g Ecuacion 3

" moles de droga/ 1000 g solucién

Experimentalmente, una pieza de hidrogel totalmente seco fue pesada en una balanza
analitica y luego se la coloco en contacto con un volumen conocido de la solucion que
contiene el compuesto a absorber en una concentracion conocida. Sabiendo la longitud de
onda de absorcion de este compuesto, la absorbancia de la solucién se mide utilizando el
espectrofotometro UV-Visible, antes y después de llegar al equilibrio. También se debe
cuantificar la masa del hidrogel antes y después de llegar al equilibrio. Finalmente, la
cantidad de moles que son absorbidos por el gel puede ser determinada por diferencia.
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111.2.6.3 Modulo de Elasticidad

El médulo de elasticidad de un objeto es definido como la pendiente inicial de la
curva tension versus deformacion en la region de deformacion elastica.?” El estrés (o)
puede calcularse como el cociente entre la fuerza de restauracion (F) debida a la
deformacion aplicada y el area de seccion transversal original del material (A) a la cual se
le aplica la fuerza. La relacion entre la variacion longitudinal del objeto (AL) y la longitud
original (Lo) resulta en la deformacion del material. Cuando dicha variacion de longitud es
lo suficientemente pequefia se cumple la Ley de Hooke, siendo de esta forma el estrés
proporcional a la deformacion. Esta proporcionalidad posee un valor constante y es lo que
se conoce como el mddulo de Young.?®' Experimentalmente, se llevaron a cabo medidas
de compresion uniaxial de hidrogeles (en su estado maximo de hinchamiento) en forma
cilindrica a una temperatura de 25 °C. La fuerza sobre el cilindro fue aplicada verticalmente
utilizando un actuador de tipo micrométrico en cuya terminacion estaba provisto de una
placa de vidrio de morfologia rectangular.?®? El dispositivo utilizado para determinar el

maodulo de elasticidad se muestra en el Esquema 29.

Palpador

micrométrico
*

-
Tornillo ’
micrométrico ‘
Portaobjeto
I Muestra

(cilindro de gel)

Medida de fuerza
(balanza analitica)

Esquema 29. Representacion del instrumento utilizado en la medicion de médulo de elasticidad.

El material se colocd sobre una balanza analitica Ohaus Pioneer (sensibilidad =
0,1 mg), la cual permite registrar las variaciones de masa y utilizando el valor de la
aceleracion de gravedad (g) se puede transformar en una fuerza aplicada. La variacion de
longitud del objeto (o0 deformacion) fue determinada a intervalos regulares de tiempo (30

segundos después de la relajacion) mediante un sensor palpador micrométrico.
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Utilizando la Ecuacion 4, puede calcularse la fuerza que actta sobre el material,
leyendo la masa (m) en la balanza analitica y realizando el producto por la fuerza de

gravedad (g = 9,8 m/s?):

F=mxg Ecuacion 4

La presion aplicada, teniendo en cuenta el area de la base del cilindro de hidrogel,
puede ser determinada segun la Ecuacién 5.

Ecuacion 5

Q
Il
1

Siendo, F: la fuerza que actta sobre el material; y A: el area de la base del hidrogel.

Luego, es posible definir la deformacion relativa como la relacion relativa entre la
variacion en la longitud del objeto durante la compresién y la longitud inicial del objeto
(Ecuacion 6).

e = (L(t)-Lo)
Lo

Ecuacién 6

Siendo, L: la diferencia entre la longitud inicial del gel (Lo) y la longitud a distintas etapas

de compresion (L), tal como se puede observar en el Esquema 30.

1 -

L, —

Antes Tras
de la compresion la compresion

Esquema 30. Cambio longitudinal en piezas cilindricas de material expuestas a compresion.

Finalmente, se represent6 graficamente 6 vs €, de cuya pendiente inicial se calculé el
modulo de elasticidad. Cada medicion fue repetida 5 veces y luego se obtuvo un valor

promedio.
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111.2.6.4 Cambios de resistencia eléctrica durante la compresion

Estos experimentos fueron llevados a cabo utilizando los materiales compuestos
(polimero conductor semi-IPN en una matriz de gel termosensible) en el estado de
equilibrio de hinchamiento, a temperatura y pH controlado (25 °C, pH 2). Para que pudiera
transmitirse la corriente eléctrica, al cilindro de hidrogel debi6 colocérsele en sus extremos
dos placas de aluminio que funcionaron como electrodos y fueron conectados a un
multimetro digital HP 34401-A. Este sistema posibilitdé medir el valor de la resistencia
eléctrica a diferentes compresiones, asumiendo el cumplimiento de la Ley de Ohm
(Ecuacion 7). La compresion fue incrementandose hasta que el gel se deformo
aproximadamente un 10%; de esta manera, la fuerza y la resistencia fueron registradas tras

30 segundos de relajacion.

14 .,
I = 7 Ecuacion 7

Siendo, I: corriente, R: resistencia eléctrica y V: variacién de potencial.

111.2.6.5 Angulo de contacto

Para medir el angulo de contacto entre una gota de agua y la superficie de las peliculas
se utilizdé un microscopio éptico Intel QX3 controlado por computadora. Se coloco una
pieza de polimero plana en una mesa basculante controlada manualmente, iluminando el
area de la gota con una fuente de luz blanca y colocando el microscopio en direccion
horizontal a la gota. Se depositaron gotas de agua de 3 uL sobre la superficie y se las
observo con un objetivo 60X. Todos los datos obtenidos fueron el promedio de cinco
mediciones individuales. Las imagenes se analizaron utilizando Drop Analysis del software

Imagel®.%3

111.2.6.6 Mediciones de cambio de resistencia por exposicion a sustancias volatiles

Las medidas de resistencia se realizaron dentro de una cabina termostatica (ET619- 4,
Lovibond) a 25 °C. Se utilizo un electrodo interdigitado (provisto por la Universidad Tomas
Bata, Republica Checa) de dimensiones 0,9 cm x 1,5 cm para medir lel cambio de
resistencia de un dep6sito de pelicula delgada y nanofibras conectando al electrodo de
pequeno “gap” (400 um de ancho), el cual se muestra en la Figura 11. En el caso de
peliculas delgadas, se presionaron dos contactos hechos de placa de resina enchapada en
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cobre sobre las peliculas soportadas. La resistencia eléctrica se midio en funcién del tiempo
con un multimetro de corriente continua durante los ciclos de adsorcion y desorcion. En
todos los casos, el soporte con la muestra se transfirio rapidamente a un matraz Erlenmeyer
herméticamente cerrado (0,5 L) saturado con vapores del analito respectivo (alcoholes de
bajo peso molecular y heptano). En una primera instancia, las mediciones se realizaron en
vapores saturados a presion atmosférica y temperatura de 25 °C. Después de 6 minutos de
medicidn, el soporte se retird del recipiente y durante los siguientes 6 minutos la muestra
se midié en el modo de desorcion (se eligié acido sulfarico como blanco para la
comparacion de la respuesta). Estos ciclos se repitieron cinco veces en cada analito de
forma independiente. EI sensor se conect6 a un multimetro y una PC donde funcionaba el
programa de interfaz UNI-T 3.0. Debido a que la resistencia de la PANI cambia al
exponerse a compuestos organicos volatiles, dependiendo de los valores de humedad

relativa (HR), se debid controlar la misma.

[llll[lm[impm]lm|nn|nn]nn|nn|
0 1 2 3 —

Figura 11. Fotografia de sensores interdigitados utilizados en medidas de cambio de resistividad.

111.2.6.7 Ensayos de solubilidad

Con el objetivo de corroborar si la molécula dibloque sintetizada era soluble o0 no
en diversos solventes se disefid un ensayo simple y rapido para evaluar este aspecto. Se
colocaron 2 mL de cada solvente en tubos de ensayo y luego se agregaron 500 uL de una
solucién del compuesto a ensayar. Se clasifico en insoluble, poco soluble o soluble en cada
uno de los solventes tras observar aspectos como la segregacion de fases, la aparicion de
turbidez o precipitados, etc., comparando desde un primer momento (tras colocarlos en

contacto) y a las 24 horas posteriores.
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111.2.7 Ensayos biologicos

111.2.7.1 Viabilidad celular de los materiales sintetizados

Para evaluar aspectos como la toxicidad de los materiales y la variacion en la

viabilidad celular se utilizaron diferentes tipos de lineas celulares:

e Linea SHSY5SY, correspondiente a células de neuroblastoma humano.
e Linea 3T3-L1, conformada por fibroblastos fetales murinos, exhibiendo las
mismas caracteristicas morfoldgicas y bioguimicas del tejido adiposo que

les dio origen.?84

Los ensayos realizados involucraron tres técnicas: MTS, MTT y tincion con cristal
violeta. En la Figura 12 se muestran las estructuras quimicas de las sales de tetrazolio
utilizadas y del colorante cristal violeta.

a) SOy b)

VA / i “a
“. : /'/
) N/N
HOOCH,CO , \
-
,»/\,\ N S e N

 Foxdd \CH

Figura 12. Estructuras quimicas de los compuestos utilizados en la determinacion de viabilidad celular y
citotoxicidad: a) (3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboxi  metoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio);
b) (3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-bromuro de difeniltetrazolio y c) cristal violeta.

111.2.7.1.1 Ensayo de MTS

El experimento denominado MTS se utiliz6 como ensayo de toxicidad in vitro. El
método se basa en la medicion de la funcion metabolica de las células haciendo uso de una
sal de tetrazolio: bromuro de (3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxi-fenil]-2-
[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio). Este compuesto es biorreducido a formazan por parte de las
enzimas deshidrogenasa presentes en las células que son metabolicamente activas. El
formazan es soluble y posee una intensa coloracion en el medio de cultivo. El estudio se
Ilevd a cabo poniendo en contacto las células con el nanomaterial en cuestion, lavando
luego con solucién tampon y colocando en contacto con la sal de tetrazolio. La

cuantificacion se realizd por mediciones de absorbancia (proporcional al nimero de células
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vivas) a una longitud de onda de 490 nm. La absorbancia basal fue cuantificada midiendo
las células no fueron tratadas. La citotoxicidad se evalu a dos tiempos: 24 y 48 horas de

exposicion.
111.2.7.1.2 Ensayo de MTT

El ensayo colorimétrico MTT se basa en la habilidad de las enzimas oxidoreductasas
NAD(P)H dependientes de las células viables de convertir una sal soluble de tetrazolio
(3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-bromuro de difeniltetrazolio - MTT) en un precipitado
insoluble de formazan.?®® Los cristales purpuras de formazan se disolvieron en etanol para
luego medirse en base a su absorbancia por ELISA. Las células con un metabolismo bajo
reducen muy poco en el ensayo de MTT. En contraste, las células que se dividen
rdpidamente exhiben altas tasas de reduccion en el ensayo de MTT.

111.2.7.1.3 Ensayo de cristal violeta

Para la realizacion del ensayo de tincion con cristal violeta, las células fueron
sembradas en placas de cultivos de multiples pocillos hasta alcanzar la confluencia. Luego
se expusieron a las distintas concentraciones del material al que se deseaba estudiar la
toxicidad durante 24 horas. Tras ello, las células fueron lavadas con PBS y se colocaron en
contacto con una solucidn de cristal violeta al 0,2 % p/v en etanol durante un tiempo de 30
minutos. Se lavo para eliminar el colorante en exceso y se agregd SDS (1 % p/v). Las
células fueron recogidas en tubos Eppendorf, se centrifugaron a 7000 G durante 5 minutos,
recogiendo el sobrenadante y midiendo la absorbancia a la longitud de onda
correspondiente a 560 nm. Las células no viables no son capaz de incorporar el colorante
en sus membranas, por lo tanto el componente o material méas toxico es determinado como

el que menos intensidad de color (absorbancia) posee.?®

111.2.7.2 Morfologia y densidad celular

Este estudio se realiz colocando finas superficies de hidrogeles y redes semi-IPN en
contacto con células de la linea celular T3T-L1 durante 48 horas. Luego se observo en
microscopio optico Nikon modelo Ti-S 100 la morfologia y densidad de las células
comparadas respecto al control. También se evaluaron mediante esta técnica diferentes

concentraciones de nanogeles PNIPAM-co-2%AMPS.
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111.2.7.3 Toxicidad y teratogenicidad
111.2.7.3.1 Modelo animal Rhinella arenarum

Se trabajo con la especie Rhinella arenarum, anteriormente conocida como Bufo
arenarum. La misma es una especie de anfibio anuro ampliamente distribuida en Argentina,
Uruguay, Bolivia y el sur de Brasil.?®" Los anuros adultos utilizados en estos estudios se
mantuvieron en acuarios con agua de grifo a 20 + 2 °C, con ciclos alternados de 12 horas
de luz-oscuridad. Fueron alimentados con un homogeneizado de higado bovino respetando

una frecuencia de tres veces por semana.

Los embriones y los renacuajos Rhinella arenarum se obtuvieron de huevos
fertilizados in vitro utilizando el método descrito por Casco et al.?® Con este fin, las
hembras adultas y machos con un peso aproximado de 200-250 g fueron recogidas en Rio
Cuarto (Cdrdoba, Argentina). La ovulacion de las hembras se indujo por inyeccion
intraperitoneal de una suspension que contenia una hipdfisis homologa femenina?®® y 300
Ul de gonadotrofina coriénica humana (Endocorion5000, ELEA)?*® en 8 mL de solucion
al 10 % de Ringer (RS). La composicion de solucion de Ringer a un pH 7,5 es descripta en
la Tabla 5.

Tabla 5. Composicién de solucion de Ringer (pH 7,5).

Componente Cantidad
Cloruro de sodio (NaCl) 0,66 g
Cloruro de potasio (KCI) 0,015¢
Cloruro de calcio (CaCly) 0,015¢g
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0,03¢g
Agua destilada 100 mL

El procedimiento descripto fue realizado con el fin de optimizar la ovulacién de la
hembra. Se recogieron los ovocitos y se hidrataron en RS. Posterior a ello, los ovocitos
fueron fecundados in vitro con una suspension de esperma realizada mediante el picado de
testiculos en 10 % de RS. Tras la fecundacion, los embriones obtenidos se mantuvieron en
RS a 20 * 2 °C hasta que llegaron a la etapa de desarrollo adecuado para realizar la prueba
teratogénica (etapas embrionarias S.2-S.4) o la prueba de toxicidad (fase larvaria S.25). Los

embriones en desarrollo se organizaron de acuerdo con el procedimiento descrito por De
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Conte y Sirlin.?®* Luego se realizaron los distintos ensayos con NP PANI sintetizadas por
polimerizacion oxidativa (estabilizadas con PVP en un caso y con PVP-PNIPAM en

idénticas proporciones en el otro).
111.2.7.3.2 Ensayo de toxicidad aguda

Los bioensayos se realizaron con las larvas R. arenarum siguiendo las condiciones
de ensayo AMPHITOX.?% Las dispersiones de NP PANI fueron diluidas en buffer PBS 1X
y RS para alcanzar las concentraciones finales que se utilizaron con las larvas. Diez larvas
con opérculos cerrados -lo cual corresponde a la Gltima etapa del desarrollo embrionario
(S.25)- se colocaron por triplicado en placas de Petri de vidrio de 10 cm de diametro que
contenian 15 mL de dispersiones de las nanoparticulas. En este ensayo de toxicidad aguda,
las larvas en desarrollo de S.25 se colocaron en contacto con diferentes concentraciones de
NP PANI o soluciones de control durante 96 horas, comprobando la mortalidad de los
renacuajos cada 24 horas. Las larvas que no presentaron una reaccion hacia el punzado
suave fueron contabilizadas como individuos muertos. Las soluciones fueron reemplazadas
una vez al dia y las larvas muertas se eliminaron para evitar la alteracion de las soluciones
analizadas. Los experimentos con larvas (S.25) se llevaron a cabo por cuadruplicado en

forma independiente.
111.2.7.3.3 Ensayo teratogénico de embriones en etapas blastoméricas 2-4 (S.2-S.4)

Para los ensayos en etapas tempranas se utilizaron embriones en etapas blastoméricas
2-4 (S.2-S.4). Los embriones se colocaron por triplicado en placas de Petri de 6 cm de
didmetro que contenian 10 mL de dispersiones de cada tipo de nanoparticula durante 96
horas. Las soluciones de control fueron las mismas que se utilizaron en el experimento de
toxicidad aguda (solucién de Ringer, PBS, 2% de PVP y 1% PVP-1% PNIPAM). Los
embriones se mantuvieron a 20 = 2 °C y las soluciones se renovaron una vez al dia. Los
individuos muertos se retiraron de las soluciones de ensayo para evitar alteraciones de
calidad. La supervivencia y los efectos subletales se evaluaron cada 24 horas. Los
principales criterios de valoracion incluyeron la mortalidad, malformaciones y la inhibicién
del crecimiento. Para evaluar las anormalidades se realizaron observaciones de los
embriones utilizando un microscopio optico digital Motic DM39. La supervivencia en estas
etapas embrionarias se evaluo cada dia y los embriones muertos fueron retirados. Los

experimentos con embriones (S.2-S.4) se realizaron de forma independiente cuatro veces.
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111.2.7.4 Terapia fototérmica antibacteriana
111.2.7.4.1 Bacterias utilizadas

Las células de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15692 (cepa PAO1) se mantuvieron
a la temperatura de -80 °C en solucion de glicerol. Luego, se cultivaron a 37 °C en una
atmosfera anaerdbica y se transfirieron a placas LB (caldo Luria-Bertani). En la Tabla 6 se
describe la composicion de dicho caldo. Los cultivos crecieron durante la noche en medio
nutriente LB y se cosecharon en la fase de crecimiento exponencial. Las células se

resuspendieron finalmente en solucion salina estéril (NaCl al 0,9 %).

Tabla 6. Composicion del medio de cultivo Lauria-Bertani a pH 7,2.

Componente Cantidad
Cloruro de sodio (NaCl) 5,00 g/L
Extracto de levadura 5,00 g/L

Peptona de caseina 10,00 g/L

111.2.7.4.2 Estudio fototérmico

Se evalué la capacidad fototérmica de NP PANI en contacto con Pseudomonas
aeruginosa. Las bacterias se incubaron con diluciones de las nanoparticulas (a diferentes
concentraciones) y luego se irradiaron durante un tiempo de 15 minutos con un laser NIR
(780 nm, 100 mW). Después del tratamiento, se observo el dafio en las bacterias por

microscopia y se realizaron ensayos de viabilidad celular.

El experimento de control células vivas/muertas de bacterias se midié usando un kit
de viabilidad bacteriana Live/ Dead® Baclight™ (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EE.UU.) de acuerdo con las especificaciones del proveedor. Las bacterias se tifieron para
observar fluorescencia y confirmar la viabilidad después de los tratamientos de exposicion.
La viabilidad se ensay0 para la bacteria mencionada y se comparé con el control (bacterias
sin exposicion a las nanoparticulas ni irradiacion), control con luz (bacterias irradiadas sin
exposicion a las nanoparticulas) y con las bacterias expuestas a las NP PANI sin irradiar
con el laser NIR. En el tratamiento, la concentracion de bacterias fue de 104 UFC/mL.

Posteriormente, se retiro el medio de cultivo y se lavaron las muestras con solucion salina
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fisiolégica. Finalmente, las células se tifieron durante 15 minutos en la oscuridad y se

observaron mediante la técnica de microscopia de fluorescencia.
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 NIVEL MACROSCOPICO

1VV.1.1 Peliculas de PANI

Las peliculas de PANI fueron obtenidas por polimerizacion oxidativa a partir de
anilina sobre sustrato de polietileno, tal como fue detallado en la seccion experimental. En
la Figura 13 puede observarse la fotografia de una pelicula de PANI tras su generacion.
Una vez lavadas con agua y secas, se procedio a realizar las modificaciones quimicas sobre
las superficies por medio de dos vias diferentes utilizando reacciones de quimica organica.

Figura 13. Fotografia de una pelicula de PANI obtenida sobre sustrato de polietileno.

IV.1.1.1 Modificaciones quimicas de PANI post-sintesis

Las reacciones escogidas para llevar a cabo el proceso de funcionalizacion fueron:

adicion nucleofilica y sustitucion electrofilica aromatica.

Con este fin se utilizaron como reactivos los siguientes nucleofilos: acido tioglicolico
(TIO), cisteamina (CIA), 2-aminotiofenol (ATF) y dodecanotiol (DOT), los cuales son
capaces de unirse a la PANI a través de los enlaces tiol. En la Figura 14 se muestran las
estructuras de los nucleofilos en cuestion. Se utilizaron soluciones 0,025 M de los

nucleofilos en etanol, calentando a reflujo durante 4 horas a 70 °C.
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Figura 14. Estructura de los reactivos utilizados para llevar a cabo la adicién nucleofilica a la PANI.

Por otro lado, se llevo a cabo la reaccion de sustitucion electrofilica aromatica al
anillo de la PANI mediante reaccion de formacion de la sal de diazonio. Para generar la sal,
se partio del reactivo 2-cloro-anilina (2-CI-ANI) y nitrito de sodio, los cuales fueron
mezclados en acido clorhidrico en una relacion molar 2:1 a 0 °C durante el tiempo de 30
minutos. Luego, los compuestos diazotados se hicieron reaccionar con las peliculas en una
solucién tampon tris (hidroximetil) aminometano/HCI a pH 8 y temperatura de 0 °C durante
15 minutos, obteniendo de esta forma como producto final los materiales funcionalizados.
En el Esquema 31 se resume el proceso de reaccion descripto.

_N*CI
NH, N~

+ 2CIH+ NaNo, 2°C,
G1 G1 G1
Amina aromatica Sal de diazonio

-
N N 0°C N
+ ﬁ Tris pH 8 m
N N

Sal de diazonio PANI PANI modificada

Esquema 31. Diagrama de la reaccion para modificacion de PANI por sustitucion electrofilica aromatica.

IV.1.1.2 Caracterizacion de las peliculas

Para caracterizar los materiales luego de haber sido modificados se hizo uso de
microscopia electronica de barrido acoplando EDS (Espectrometria de Dispersion de

Energia de Rayos X) y adicionalmente se utilizo la técnica de angulo de contacto.

En la Figura 15 se muestran las imagenes obtenidas por microscopia SEM para el

material sin modificar (PANI) y se lo compara con las otras cinco peliculas modificadas.
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Al analizar las mismas, puede observarse que a diferencia de la PANI (a), cuando se
Ilevaron a cabo las reacciones (tanto de sustitucion electrofilica aromatica como de adicion
nucleofilica), aparecen cambios en lo que respecta a la morfologia del material, siendo esto
muy notorio especialmente en el caso de los depésitos en PANI-ATF, PANI-CIA y PANI-
2-CI-ANI (d, e y f, respectivamente).

Figura 15. Imégenes correspondientes a la microscopia electrénica de barrido de las diferentes peliculas:
a) PANI, b) PANI-TIO, c) PANI-DOT, d) PANI-ATF, e) PANI-CIA y f) PANI-2-CI-ANI. Barra de escala:
100 pm.

La técnica EDS se utiliz6 en forma complementaria al analisis por microscopia
electronica de barrido para confirmar la modificacién quimica de las superficies. Los

resultados del estudio se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Elementos distintivos detectados por EDS vy sus correspondientes proporciones en las diferentes
peliculas de PANI modificadas.

Material Caracteristica distintiva
PANI-TIO 435% S
PANI-ATF 30,00 % S
PANI-CIA 1,71% S

PANI-2-CI-ANI 4,50 % CI

De la Tabla 7 se obtiene informacién que confirma la eficiencia en la modificacion
de las peliculas de PANI. Debe aclararse que previo a las reacciones de modificacion, las
peliculas delgadas de PANI muestran principalmente presencia de C (62,00 %) y N
(26,00 %). Ademas, se observo contenido de S en baja proporcion (0,28 %), probablemente
proveniente del persulfato de amonio utilizado en la polimerizacion. Después del proceso
de modificacion con grupos tioles, aumenta la cantidad de azufre en las peliculas de
PANI-TIO, PANI-ATF y PANI-CIA. Los resultados obtenidos indican que la
modificacion con estos compuestos depende probablemente de la reactividad de las
moléculas incorporadas. En la pelicula de polimero conductor modificado mediante la
reaccion por formacion de sal de diazonio (PANI-2-CI-ANI) se puede observar un claro
incremento del contenido de cloro (4,50 %). Como puede deducirse, el analisis de EDS
sugiere que la PANI se modifico en diferentes proporciones dependiendo de la reactividad

de la molécula con la que se ataco y del tipo de reaccion llevada a cabo.

Ademas, las modificaciones superficiales se confirmaron mediante la técnica de
angulo de contacto con agua y capturando imagenes de las gotas sobre las peliculas, tal

como se muestra en la Figura 16.

-88-



Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores
RESULTADOS' Y DISCUSION

Figura 16. Imagenes correspondientes a la medicidn de dngulo de contacto entre agua y las distintas peliculas
en base a PANI.

Una vez obtenidas las iméagenes, utilizando el programa ImageJ® se procedio a
cuantificar el angulo de contacto entre la superficie de cada una de las peliculas y la gota
de agua depositada sobre las mismas. En la Tabla 8 se resumen los valores arrojados por

este experimento.

Tabla 8. Valores de angulo de contacto con agua cuantificados para las peliculas de PANI sin modificar y
post-modificadas.

Material Angulo de contacto

PANI-TIO 19,0+05°

PANI-ATF 76,0+05°

PANI-2-CI-ANI 610+05°

Analizando la tabla anterior se observa que el &ngulo de contacto medido para la
superficie de PANI sin modificar es 58,2 °. Dicho valor concuerda con otros reportes sobre
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el mismo material.?*3?® Cuando la PANI es funcionalizada con ATF, CIA y 2-CI-ANI, el
valor del angulo de contacto se incrementa. Esto puede deberse a que las cadenas alquilicas
largas que se unen a la PANI provocan un aumento del &ngulo de contacto con el agua.
Evidentemente, las cadenas carbonadas y los anillos aromaticos influyen sobre las
interacciones polares con el agua pero también la adicion de grupos polares (PANI-CIA)
con cadenas cortas genera una superficie mas hidrofoba que la PANI.?*® En el caso de la
pelicula PANI-TIO, el valor es menor que para la PANI sin modificacion: el angulo de
contacto es cercano a 20,0 %, mostrando que la interaccidn con el agua es mayor que en

otros polimeros debido a la presencia de grupos carboxilicos en la molecula de TIO.

Habiendo corroborado que los materiales presentan caracteristicas distintivas entre
ellos, se procedi6 a utilizarlos como sensores en cambios de resistividad frente a vapores
de compuestos organicos volatiles. EI comportamiento de las peliculas se compar6 con el
de nanofibras de polianilina, las cuales fueron modificadas utilizando las mismas
reacciones que las descriptas en esta seccion. Estos resultados se muestran en el apartado

correspondiente a Aplicaciones de este capitulo.

IV.1.2 Hidrogeles PNIPAM-co-2%AMPS y redes semi-1PNs

En esta seccion se aborda la combinacién de matrices termosensibles de
PNIPAM-co-2%AMPS con PANI para formar redes semi-interpenetradas (semi-IPN). En
bibliografia se han reportado algunos métodos para obtener materiales similares,?2% 2% |os

cuales seran comparados en algunos aspectos con el método que se presenta en esta Tesis.

1VV.1.2.1 Obtencion de la red semi-1PN

En wuna primera instancia, se obtuvieron los hidrogeles termosensibles
PNIPAM-co-2%AMPS para luego poder incorporar el polimero conductor, tal como se
detall6 en la seccion experimental. En la Figura 17 se representa la estructura quimica

resultante en la matriz de hidrogel entrecruzada con BIS.
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Figura 17. Estructura quimica de la matriz de hidrogel PNIPAM-co-2%AMPS entrecruzada con BIS.

Luego, se procedié a corroborar que la matriz de hidrogel termosensible es capaz
de absorber PANI en su interior al producirse un proceso de hinchamiento (“swelling”).
Para que esto ocurra fue necesario encontrar un buen solvente para la PANI que permita a
la vez el hinchamiento del hidrogel. Se sabe que la N-metilpirrolidona (NMP) es capaz de
interactuar con la PANI en su forma base mediante interacciones tipo puente hidrogeno,
encontrandose de esta manera las cadenas del polimero conductor en forma expandida y
formando una solucion verdadera.?®” Esta es una de las condiciones fisicoquimicas para
que un polimero lineal pueda interpenetrar otra red polimérica. Entonces, resta saber si este

solvente es capaz también de hinchar dicha red para facilitar el ingreso del polimero lineal.

IVV.1.2.2 Estudios de hinchamiento en NMP y agua

Con la finalidad de poder estudiar detalladamente el comportamiento y la capacidad
de hinchamiento de los hidrogeles termosensibles previo a la incorporacion del polimero

conductor, se escogieron dos solventes: agua 'y NMP.

En la Figura 18 se muestra la cinética de hinchamiento de un hidrogel
PNIPAM-c0-2%AMPS en ambos solventes. Se observa claramente que transcurridos
aproximadamente 500 minutos se establece un estado de equilibrio, pudiendo determinar
asi cuél es el porcentaje de hinchamiento en el equilibrio 0 maxima capacidad de
hinchamiento del material. Estos porcentajes resultan ser aproximadamente 11200 % en

agua y 9200 % en el caso del solvente organico. Si bien existe una diferencia apreciable
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entre ambos valores, la cinética es similar en ambos solventes, con una tendencia semejante
para ambos en la velocidad inicial (primeros 180 minutos de experimento) de incorporacion
del liquido a la matriz.
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Figura 18. Cinética de hinchamiento para un hidrogel PNIPAM-co-2%AMPS en agua y su comparacion con
NMP.

Seguidamente, se realizO un estudio de las mismas caracteristicas que el
recientemente descripto pero en esta ocasién hinchando los hidrogeles en soluciones de
PANI/NMP a diferentes concentraciones. Con esta finalidad se escogieron dos
concentraciones: 0,4 g/L y 1 ¢g/L. En la Figura 19 se muestra el grafico de porcentaje de
hinchamiento en funcion del tiempo y se la compara con la curva para el hidrogel en NMP
pura. Puede apreciarse que al aumentar la cantidad de PANI presente en la solucidn, decrece
el valor de hinchamiento en el equilibrio para el hidrogel. Esto es probablemente debido a
un cambio del médulo de elasticidad del material que resiste la fuerza impulsora del
solvente en el proceso de hinchamiento. Sin embargo, la velocidad inicial a la que el

material se hincha es similar, independientemente de la cantidad de PANI disuelta en la
NMP.

-92-



"NH[ Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores

= RESULTADOS Y DISCUSION
10000 - Hinch. eq. = 9211 %
e Y 9
o9 Hinch. eq. = 7830 %
8000 |- @ 00
Q9 99
S £l
g 6000 oo/ o Hinch. eq. = 5155 %
2 | %a Q@ Q@ 9
E 9 2 °
Qo
.E . R @ 1g/L PANI/NMP
L a g @ 0,4 g/L PANI/NMP
2000 | @ @ NMP
K
0 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tiempo (minutos)

Figura 19. Cinética de hinchamiento de hidrogel PNIPAM-co-2%AMPS en NMP y soluciones de diferentes
concentraciones de PANI en el mismo solvente.

En la Figura 20 se comparan fotografias de un hidrogel PNIPAM-co-2%AMPS

hinchado en agua y uno similar hinchado en una solucién de PANI en NMP, a una
concentracion 0,4 g/L.

Figura 20. Fotografia de un hidrogel de PNIPAM-c0-2%AMPS: a) hinchado en agua y b) hinchado en una
solucion PANI/NMP 0,4 g/L.

IVV.1.2.3 Caracterizacion morfolégica

Haciendo uso de la técnica de microscopia electronica de barrido, se observaron
muestras del hidrogel PNIPAM-co-2%AMPS al cual se le semi-interpenetr6 PANI. Las
imagenes se muestran en la Figura 21 y revelan que cuando se impregna la matriz
termosensible por absorcion del polimero lineal en NMP y se obtiene el sistema semi-IPN

pueden distinguirse dos zonas definidas de diferente composicion en la micrografia
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electronica. La mayor parte del area de la imagen esta ocupada por el gel colapsado con
una morfologia muy diferente a la del otro material, el cual posee una morfologia fibrilar
que se entreteje dentro del primero. Debido a que estas fibras se encuentran en una menor
proporcion que el resto del material y presenta diferente conductividad (representada en la
imagen por la opacidad-luminosidad de la micrografia) podria decirse que corresponde a la
PANI. La morfologia del nuevo material generado por la técnica descripta se diferencia de
los nanocompuestos reportados en bibliografia para el gel de PNIPAM-co- 29%AMPS con
PANI polimerizada in situ.??® Las imagenes SEM en dicho material indicaban que dentro

de la matriz termosensible se obtenian dominios nanométricos irregulares aislados entre si.

Figura 21. Iméagenes SEM del material semi-IPN (método de impregnacién por absorcion del polimero a

partir de una solucién en NMP). Barras de escala: a) 2 um, b) 200 nm.

1V.1.2.4 Coeficiente de particion de PANI entre NMP y la matriz termosensible

La cantidad de PANI presente en la solucion PANI/NMP que se utiliza para
impregnar la matriz de los hidrogeles y la proporcién de polimero conductor que no se
impregna en la red del polimero termosensible pueden ser determinadas

94-



e
"NH[ Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores
leaass)

RESULTADOS Y DISCUSION

espectrofotométricamente. De este modo, es posible calcular los coeficientes de particidn
de la PANI entre NMP y el hidrogel.

En una primera instancia, fue necesario analizar el espectro de absorcion UV-Visible
de la solucién de PANI/NMP con el objetivo de escoger una longitud de onda que sea Util
a fines de determinar la concentracion de PANI mediante la confeccion de una curva de
calibracion. Como puede observarse en la Figura 22 el espectro es idéntico al que presenta
la PANI a bajas concentraciones en agua. En el espectro se puede identificar una intensa
banda de absorcidn a la longitud de onda igual a 328 nm. Este mé&ximo es el que se escoge
para cuantificar luego el ingreso de PANI al hidrogel.

0.7

—— Agua

o6l ' ! NMP

Absorbancia (u.a.)

300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 22. Comparacion de los espectros UV-Visible de PANI disuelta en NMP y en agua (a baja
concentracién).

A partir de los valores de absorbancia a 328 nm, se construyd la curva de calibracion

para soluciones de diferente concentracion de PANI/NMP (Figura 23).
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Figura 23. Curva de calibracion para PANI/NMP a Aaps = 328 nm.

Retomando la definicion de coeficiente de particion (Cp), expresado como la
particion de una droga entre dos medios diferentes y, haciendo uso de la Ecuacién 3 para
diferentes concentraciones de la solucion PANI/NMP antes y después de impregnarse al
hidrogel, se calcularon los valores de Cp. En la Figura 24 se muestran los valores obtenidos
para el parametro en cuestion. Puede observarse en el grafico que el Cp aumenta en forma
lineal hasta llegar a un determinado valor (aproximadamente entre 800 y 900 unidades) y
luego permanece constante, lo cual indicaria la méxima capacidad del hidrogel
termosensible PNIPAM-co-2%AMPS para absorber la PANI desde la solucion de NMP.

Tras haber determinado la cantidad de PANI que se incorporé al hidrogel para
formar la red semi-interpenetrada, se procedio a estudiar la cinética de hinchamiento en
agua. De esta manera, se puede conocer la maxima capacidad de absorcion de agua que
posee el hidrogel semi-IPN con PANI. En la Figura 25 se muestra la curva correspondiente
a la cinética de hinchamiento. El porcentaje de hinchamiento en el equilibrio es de
aproximadamente 8600 %, siendo este valor menor que el obtenido anteriormente para el
hidrogel sin interpenetrar (~ 11200 %). Se puede hacer la conjetura de que al ser cargado
el hidrogel con el polimero conductor, la distribucion espacial de éste dentro de la matriz
termosensible hace que las propiedades hidrofobicas del mismo sean considerables al
interaccionar con la matriz, reduciendo asi la capacidad de absorber el agua del medio.

Ademas, se calculd la constante de velocidad de hinchamiento para el material semi-
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interpenetrado en agua segun el ajuste exponencial de una ecuacion cinética primer orden,

resultando un valor de constante k = 1,3 x 102 s1,
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Figura 24. Coeficientes de particion de PANI en un hidrogel de PNIPAM-c0o-2%AMPS a 20 °C.
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Figura 25. Cinética de hinchamiento en agua para el hidrogel PNIPAM-co-2%AMPS semi-IPN con PANI.
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IVV.1.2.5 Termosensibilidad del material

La temperatura de transicion de fase (LCST) fue determinada por la técnica de
calorimetria diferencial de barrido para los diferentes materiales: el hidrogel termosensible

y el material semi-interpenetrado con PANI. Los datos obtenidos se muestran en la

Tabla 9.

Tabla 9. Temperatura de transicion de fase del hidrogel PNIPAM-co-2%AMPS y el material semi-IPN con
PANI.

Hidrogel Solvente LCST (°C)
PNIPAM-co-2%AMPS Agua 36,5+£0,5
PNIPAM-c0-2%AMPS NMP 56+0,5

PNIPAM-c0-2%AMPS-PANI Agua 47+0,5

Para PNIPAM-co-2%AMPS en agua se obtuvo una LCST de alrededor de 36,5 °C,
lo cual coincide con lo que ya ha sido reportado previamente.?®® Cuando el mismo hidrogel
se hincha en NMP se observa un incremento de la LCST de 19 °C, llegando la misma a un
valor de 56 °C. Este hecho demuestra claramente que el solvente escogido para el
hinchamiento es clave en las propiedades finales del material. Por otro lado, la LCST del
material semi-IPN (con un porcentaje de carga de PANI calculado en 17,5% p/p por
impregnacion durante 24 horas) lavado e hinchado en agua llega a 47 °C, siendo 10 °C mas
que para el del hidrogel sin interpenetrar polimero conductor. En este caso, el proceso de
semi-interpenetrado se da por hinchamiento en NMP vy la posterior expulsion de ésta con
agua. Es por ello que el incremento de la LCST puede deberse a dos razones: que la NMP
no sea expulsada totalmente de la matriz de gel, o bien que la interaccién o la disposicién
estructural entre la PANI y la matriz del hidrogel termosensible sea el factor que produzca

este efecto.

IV.1.2.6 Estados fisicos del agua

Estudiando los estados fisicos del agua que se encuentra dentro del material puede

obtenerse informacion muy util de la naturaleza de las interacciones fisicas entre las
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cadenas del polimero lineal y el medio circundante (solvente). Generalmente, la estructura
del agua en el hidrogel puede ser clasificada de diferentes maneras: agua libre, agua
congelada enlazada y agua no congelada enlazada.?®® El agua libre (Ws) no forma uniones
de tipo puente hidrogeno con las moléculas de polimero. El agua congelada enlazada (W)
interactla fuertemente con las moléculas de polimero. El agua no congelada enlazada
(Whb) se combina con las cadenas poliméricas a través de uniones tipo puente hidrogeno.
El contenido total de agua congelada (Wireezing) Se puede cuantificar utilizando la técnica de
calorimetria diferencial de barrido, a partir del area bajo la curva de tipo endotérmica para
el material hinchado (Qendo), Segun el calor endotérmico de fusion del agua pura
(Qpw = 333,3 J/9).

Teniendo en cuenta las Ecuaciones 8, 9 y 10 que se muestran a continuacion, puede
ser indirectamente determinado el Wn al hacer la diferencia entre EWC (contenido de agua

en equilibrio) y Wr.

Wfreezing (%) - Wf + Wfb: Qendo/ pr XlOO ECuaCIél’l 8
EWC = [(ws —wd) / ws] x 100 Ecuacion 9
Whin = EWC — Wfreezing Ecuacion 10

Donde ws y wd representan el peso del material hinchado y seco, respectivamente

La Figura 26 muestra el termograma obtenidos para los hidrogeles
semi-interpenetrados con el polimero conductor y se compara con el de un hidrogel
PNIPAM-co-2%AMPS. Luego, los estados de agua analizados a partir del pico
endotérmico y los pardmetros mencionados se muestran en la Tabla 10.
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Figura 26. Termogramas obtenidos en la medicion de DSC: a) semi-IPN y b) PNIPAM-co-2%AMPS.

Tabla 10. Estados de agua para un hidrogel PNIPAM-co-2%AMPS sin interpenetrar y semi-IPN con PANI.

HIdrOge| Qendo (J/g) EWC % Wfreezing % anb
PNIPAM-c0-2%AMPS 11,50 99,04 3,45 95,60
PNIPAM-c0-2%AMPS/PANI 96,20 98,99 28,9 69,90
(semi-IPN, 0.4 g /LPANI/NMP)

De los datos obtenidos, en una primera instancia se deduce que el contenido de agua
en equilibrio (EWC) es similar en ambos materiales, aunque no sea el mismo tipo de agua.
Cuando la PANI esté presente dentro de la matriz, la distribucion de los estados de agua es
muy diferente a la observada para la matriz termosensible sola. En el caso del hidrogel sin
interpenetrar, la cantidad de agua presente es mayormente agua congelada no enlazada
(Whb), siendo mas del 95 % del agua la que se encuentra interactuando con el gel por
uniones tipo puente hidrégeno. Al mismo tiempo, el Qendo €S proporcional al %Wr de
acuerdo a la Ecuacion 8. Cuando el %Wtreeezing €S alto, mayor energia o calor de fusion es

requerida. En el Esquema 32 se representa la distribucién de los estados de agua en la
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matriz donde %Whns ocupa mayor area en la matriz de PNIPAM-co-2%AMPS, mientras el

area que ocupa %Wireezing €5 mayor en la matriz semi-I1PN.

=% Wnﬂ)
2=% Wfree:ing
~~ Cadena hidrogel
~~ Cadena PANI

Esquema 32. Distribucion del agua dentro de los hidrogeles: a) PNIPAM-co-2%AMPS y b) PNIPAM-co-
2%AMPS semi-IPN.

1VV.1.2.7 Propiedades mecénicas: modulo de elasticidad

Al incorporar PANI dentro del hidrogel se espera que las propiedades mecanicas del
nuevo sistema sean también diferentes a las del hidrogel termosensible. EI médulo de
elasticidad fue determinado por compresion uniaxial de cilindros de hidrogel

PNIPAM-co-2%AMPS y también para el sistema semi-IPN. Los resultados obtenidos para

la determinacion de esta propiedad mecénica se resumen en la Tabla 11.

Tabla 11. Médulo de elasticidad determinado por compresién uniaxial sobre los diferentes materiales.
Sistema Moddulo de elasticidad (Pa)

PNIPAM-co-2%AMPS (agua) 6500 + 500

PNIPAM-c0-29%6AMPS  semi-IPN  PANI (carga | 9142 £+ 500
0,4 g/L PANI/NMP durante 7 dias)

PNIPAM-c0-2%AMPS semi-IPN PANI (carga 1 g/L | 17756 + 500
PANI/NMP durante 7 dias)

El modulo de elasticidad de los materiales compuestos por la matriz termosensible
combinada con PANI muestra un incremento respecto al hidrogel sin semi-interpenetrar.
Esto estd en concordancia con la capacidad de hinchamiento que se ha descripto

anteriormente. Sin embargo, el incremento del valor de dicha propiedad en el material
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muestra una dependencia respecto de la cantidad de PANI incorporada en la matriz. En la
Figura 27 se muestran evidencias del incremento del médulo de elasticidad hasta
aproximadamente 18000 Pa durante un tiempo de impregnacion de 14 dias, llegando a un
valor maximo y luego varia en un valor de mddulo de elasticidad alrededor de 14000 Pa.
Cabe destacar que mientras el modulo de elasticidad del sistema semi-IPN aumenta con el
incremento del tiempo de impregnacion del hidrogel en PANI/NMP, la LCST no se vio

alterada.
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Figura 27. Médulo de elasticidad del hidrogel cargado con PANI a partir de una solucién 0,4 g/L PANI/NMP

a diferentes tiempos de impregnacién.

1VV.1.2.8 Efecto fototérmico: irradiacion con radiofrecuencias

Para evaluar la capacidad fototérmica del hidrogel semi-IPN con el polimero
conductor, en este caso se escogieron radiofrecuencias como fuente de energia. Las
mismas, procedentes del aparato mostrado en la seccidn experimental, se aplicaron sobre
una muestra del material. La temperatura fue evaluada tras cinco disparos de 5,9 segundos
de irradiacion. Como puede apreciarse en la Figura 28, la misma se incrementa
considerablemente en relativamente poco tiempo de exposicion a las radiofrecuencias. En
tan solo 3 minutos de irradiacion, el material aumenta su temperatura en aproximadamente
20 °C. Luego, el incremento continda hasta el final del experimento, aunque la tendencia
no es tan abrupta como en el comienzo, llegando a estabilizarse la temperatura alrededor

de los 45 °C luego de los 5 minutos de irradiacion. De esta forma, se confirma nuevamente
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que la PANI es capaz de otorgarle al material una caracteristica distintiva del hidrogel
termosensible sin interpenetrar: la posibilidad de absorcion de radiofrecuencias para
incrementar su temperatura. El fendbmeno es muy interesante y hace que el nuevo tipo de
material obtenido posea propiedades promisorias para aplicaciones tecnoldgicas

relacionadas con el efecto fototérmico inducido por radiofrecuencias.
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Figura 28. Cambio de temperatura en el hidrogel semi-IPN generado por irradiacion con radiofrecuencias.

IVV.1.3 Hidrogeles basados en HPC

En esta seccidn se estudian materiales en base a un polimero biocompatible que posee
la caracteristica de ser termosensible: hidroxipropilcelulosa (HPC). EI mismo se utiliz6
para preparar hidrogeles y luego se incorpor6 un polimero conductor (PANI) para obtener

un material que posea tanto termosensibilidad como propiedades conductoras.

1VV.1.3.1 Obtencion del material

Los hidrogeles de HPC se sintetizaron tal cual se detall6 en el capitulo de
Metodologia (seccion 111.1.2.3). Se partio del polisacarido disuelto en agua para
entrecruzarlo en forma quimica a través de la reaccion entre los grupos hidroxilos (—OH)
de la HPC con el agente glioxal, un dialdehido. La formacion de este tipo de hidrogeles es

totalmente diferente a la naturaleza del proceso utilizado para obtener materiales como los
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hidrogeles basados en derivados de acrilamida que se estudiaron en la seccion previa,
presentando la ventaja de que al sintetizarse por curado permite la manipulacién de la
mezcla, otorgandole versatilidad.

IVV.1.3.2 Estudios de hinchamiento en agua

Una vez obtenidos los hidrogeles, se llevd a cabo el experimento de cinética de
hinchamiento en agua bidestilada con el fin de cuantificar la capacidad de absorber dicho
solvente. El porcentaje de hinchamiento se calcula utilizando nuevamente la Ecuacion 3.

Los resultados en funcidon del tiempo de contacto con el solvente se muestran en la
Figura 29.
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Figura 29. Cinética de hinchamiento en agua del hidrogel basado en HPC.

Del gréfico se deduce que el material es capaz de hincharse un 740 % respecto a su
estado inicial, siendo mucho menor al porcentaje de hinchamiento en el equilibrio para los
hidrogeles en base a PNIPAM y materiales semi-interpenetrados ya mostrados. Este hecho
se debe probablemente a que la naturaleza de los polimeros utilizados en cada caso es
totalmente diferente. Sin embargo, a través de un ajuste de tipo exponencial segin una
ecuacion cinética de primer orden, se pudo estimar que la velocidad de hinchamiento para
este tipo de hidrogeles es levemente mayor que para los hidrogeles basados en PNIPAM y
AMPS, arribando a una constante de velocidad (k) del orden de 2 x 102 s EI fenémeno

estaria asociado al tipo de entrecruzamiento utilizado en los geles de HPC, el cual es difiere
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al empleado con los materiales basados en dervidados de acrilamida donde se utilizaban
enlaces vinilicos para entrecruzar las cadenas poliméricas. En el primer caso, el punto de
entrecruzamiento no es una molécula sino una cadena que se origina en una rama debido a
la presencia del monomero vinilico bifuncional (BIS). Para los hidrogeles de
hidroxipropilcelulosa, el glioxal es el encargado de entrecruzar cadenas vecinas uniéndose
a ambas y formando un punto de entrecruzamiento molecular. EIl hecho de que la velocidad
de hinchamiento aumente se relaciona, justamente, con el entrecruzamiento. Posiblemente,
el efecto de utilizar glioxal y generar otro tipo de entrecruzamiento se ve reflejado en la

capacidad de absorber agua que posee el hidrogel en el inicio del experimento cinético.

IV.1.3.4 Caracterizacion espectroscépica

El material sintetizado en base a HPC como hidrogel fue caracterizado por
espectroscopia infrarroja para poder obtener informacion acerca de su estructura. El
espectro resultante se muestra en la Figura 30. EI mismo es consistente con materiales

basados en celulosa que se reportan en la literatura,3%% 301
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Figura 30. Espectro infrarrojo de una muestra de hidrogel de HPC.

Del andlisis del espectro mostrado en la figura anterior, se realizo la asignacion de

las principales bandas. En la regién de mayores frecuencias puede distinguirse el

estiramiento O-H (~3400-3500 cm™), lo cual indica que si bien el entrecruzamiento ocurre
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por la reaccion de este grupo funcional, no se da en todas los puntos del polimero que
contienen -OH. El estiramiento asimétrico C-O de la HPC puede observarse a nimeros de
onda cercanos a 1633 cm™, asi como también la banda de C-O-C en 1075 cm™. Los
estiramientos relacionados a las vibraciones C-H pueden también ser identificados en el
espectro: 2968 cm™* (vibracion asimétrica), 2914 cm™ (vibracion simétrica) y también en
1465 cm™ y 865 cm™. Ademas, es importante destacar que la reaccion se corrobora debido
a la ausencia de la caracteristica banda del grupo carbonilo (>C=0) del glioxal,

confirmando que ha reaccionado con el —OH del biopolimero.

1VV.1.3.5 Termosensibilidad de la matriz

Se conoce de bibliografia que la HPC posee la propiedad de ser termosensible. 302 303

Tras haber sintetizado el hidrogel por entrecruzamiento con glioxal, se procedié al estudio
de dicho comportamiento mediante la técnica de calorimetria diferencial de barrido. En la

Figura 31 se muestra el termograma obtenido para el material en cuestion.

0.4
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Figura 31. Calorimetria diferencial de barrido de una muestra de hidrogel HPC.

Observando el gréafico, se puede identificar con claridad la temperatura de transicion
de fase inferior (LCST) del polisacarido HPC cuando se encuentra entrecruzado formando
la red como hidrogel. Dicha temperatura se cuantificd en 55 °C, indicando que en ese valor

de temperatura el polimero se vuelve mas hidrofébico debido a la transicion de fase
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(colapso del material). Evidentemente, la LCST cuando el polimero se encuentra reticulado
difiere de la que se reporta cuando HPC se encuentra sin entrecruzar. Este no es el Unico
caso en que se observa este fendmeno; otros autores han reportado también cambios en la
temperatura de transicion de fase de este biopolimero al variar concentraciones o
combinarlos con otros componentes.>%43% Ademas, es posible observar como el gel
muestra un efecto sobre la fusion del agua congelada al interactuar con los grupos

hidroxilos del polisacarido (pico a ~0 °C en el termograma).

1VV.1.3.6 Generacion de PANI dentro de la matriz termosensible

Una vez obtenida y caracterizada la matriz termosensible basada en HPC, se procedio
a la incorporacion de PANI para generar asi un nuevo material con propiedades
conductoras, capaz de responder a estimulos de temperatura (hidrogel inteligente). En este
caso en particular, la PANI se generé por polimerizacion in situ a partir del monémero AN,
segun la metodologia descripta en la seccion 111.1.2.4 de esta Tesis. En la Figura 32 se
muestran imagenes del material original y tras la incorporacion del polimero conductor,
donde el cambio es visible macroscépicamente: el aspecto y la coloracidn del hidrogel
cambia radicalmente de transparente a verde oscuro (color caracteristico de la PANI al
encontrarse dopada, en estado conductor esmeraldina).

Figura 32. Hidrogel de HPC: a) antes de la incorporacion de PANI y b) con PANI incorporada por

polimerizacion in situ.

Unavez que el hidrogel semi-IPN fue lavado y secado, se llevaron a cabo nuevamente
los estudios de hinchamiento en agua. En el grafico de la Figura 33 se muestra el porcentaje
de hinchamiento respecto al tiempo de contacto con agua bidestilada. Puede observarse que
el mismo aumenta conforme transcurren las horas de inmersion en el solvente: a las ocho
horas es capaz de hincharse mas de un 250 % respecto de su condicion inicial, mientras que

al transcurrir un dia llega al 350 %. Si se compara con el material sin PANI incorporada, la
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proporcién en que se hincha el nuevo material es menor a la mitad del porcentaje (740 %
para el hidrogel de HPC). Este comportamiento es razonable ya que se esté incorporando
un polimero de caracteristicas méas hidrofébicas (PANI) que la HPC, por lo que la cantidad
agua que ingresa a la red es menor. Cabe destacar que se evalu6 también el hinchamiento
tras un dia de contacto con el solvente, no superando nunca el 350 %, por lo que se puede

decir que dicho valor es el porcentaje de hinchamiento en el estado de equilibrio.
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Figura 33. Hinchamiento en agua del material basado en HPC con PANI incorporada a distintos tiempos: 0,
8y 24 horas.

La incorporacién de PANI en medio &cido vuelve al hidrogel conductor. Sin
embargo, teniendo en cuenta el objetivo de esta Tesis Doctoral, es necesario corroborar que
la termosensibilidad del material se mantiene una vez que el polimero conductor ha
ingresado en la matriz de HPC. Es por ello que se realizd una nueva corrida calorimétrica,
esta vez usando la muestra de hidrogel de HPC conteniendo PANI en estado esmeraldina,
incorporada por polimerizacion in situ. En la Tabla 12 se muestran las temperaturas de
transicion de fase (LCST) de ambos materiales obtenidos por DSC. Si bien la medicion
arroja una diferencia de 3 °C respecto a la matriz de HPC, puede considerarse que la LCST
es practicamente similar en ambos casos. De todos modos, el pequefio incremento se
justifica si tenemos en cuenta que el material ahora contiene otro polimero de naturaleza

menos hidrofilica que la HPC.
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Tabla 12. Temperatura de transicion de fase medida por la técnica de DSC para un hidrogeles de HPC.

Material LCST (°C)
Hidrogel HPC 55+0,5
Hidrogel HPC/PANI 58+0,5

Como se ha descripto en el capitulo de Antecedentes de esta Tesis Doctoral, la PANI
es un material capaz de absorber energia, pudiendo luego convertir esa energia en calor.
Nuevamente, se aplicaron radiofrecuencias al material semi-IPN con PANI para observar
si existe absorcion de energia por parte del polimero conductor semi-IPN en el hidrogel de
HPC. Se realizaron los experimentos utilizando como fuente de radiofrecuencias el
dispositivo para sellado de vacio mostrado en la Figura 10 de la seccion experimental a

bajas frecuencias. Los resultados del ensayo se muestran en la Figura 34.
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Figura 34. Incremento de temperatura por accién de radiofrecuencias sobre el material de HPC con PANI
incorporada.

Analizando los resultados, se manifiesta claramente que el hidrogel de HPC al tener
PANI incorporada en su matriz es capaz de absorber las radiofrecuencias. Nétese que la

temperatura inicial a la que se comenzo el experimento con el hidrogel hinchado en agua
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fue de 22 °C, por lo que es posible calcular un incremento de temperatura (AT) aproximado
de 30 °C en s6lo 6 minutos de irradiacion. Por su parte, el gel sin polimero conductor no
aumenta su temperatura ya que no es capaz de absorber radiofrecuencias. De esta forma,
fue obtenido un material inteligente en base a un polimero conductor incorporado en una

matriz de biopolimero termosensible.
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IV.2 NIVEL MICROSCOPICO

1VV.2.1 Obtencion del material: MP PNIPAM-c0-2%AMPS semi-IPN con PANI

Las microparticulas se obtuvieron a partir de los hidrogeles de
PNIPAM-c0o-2%AMPS semi-interpenetrados con PANI estudiados en la seccion
correspondiente a materiales de nivel macroscopico. Esto se logré a partir de la trituracion
y molienda de los materiales iniciales congelados, es decir, se utilizé un método de tipo
“top down” para obtener a las particulas en la escala de tamafio microscopico. EI material
microparticulado fue dispersado en agua. Cabe destacar que fue previamente necesario
agregar gotas de una solucion acida con el objetivo de que la PANI en las microparticulas
formadas se encuentre en estado conductor para luego poder evaluar las propiedades

fototérmicas. En el Esquema 33 se detalla el proceso mencionado.

£
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0 ® °® %
Trituracion Molienda H* Hlo ®
Hidrogel PNIPAM-co-2%AMPS Microparticulas
semi-IPN con PANI PNIPAM-co-2%AMPS

semi-IPN con PANI

Esquema 33. Diagrama de obtencién de las microparticulas PNIPAM-co-2%AMPS semi-IPN con PANI a

partir de un hidrogel macroscépico.

IV.2.2 Morfologia y tamafio de las microparticulas

Una vez obtenidas las microparticulas se procedié a observar las mismas utilizando
la técnica de microscopia optica. En la Figura 35 se muestra una imagen obtenida por dicho
procedimiento. En la misma puede apreciarse que la morfologia no es perfectamente
esferica, lo cual es esperable por el tipo de método utilizado para la obtencidn, a diferencia
de lo que ocurre cuando se hace uso de un método del tipo “bottom up”. A partir de la
micrografia puede estimarse que el tamafio de las estructuras microparticuladas es de
aproximadamente 2-4 pm. Es también notable que en algunos casos se presentan

aglomerados de microparticulas, los cuales se sefialan en la imagen.
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Figura 35. Microparticulas termosensibles semi-IPN dispersas en agua observadas por microscopia optica.

1V.2.3 Efecto fototérmico

El efecto fototérmico en las microparticulas de PNIPAM-co-2%AMPS semi-IPN con
PANI fue evaluado utilizando diferentes radiaciones de baja energia comprendidas en el
espectro electromagnético. Se irradid con luz NIR a las particulas dispersas en agua.
Adicionalmente, se expuso al material, utilizando también agua como solvente, a la accion
de radiofrecuencias, haciendo uso de un procedimiento similar al mostrado en la seccién
referida a hidrogeles macroscopicos. Finalmente, se estudid la capacidad de las particulas
de absorber energia proveniente de las microondas. De esta forma, se utilizan las matrices
poliméricas semi-IPN de tamafio microscopico como modelo de estudio para efectuar una
comparacion del efecto fototérmico generado a partir de distintas fuentes de energia.

1V.2.3.1 Respuesta frente a radiacién NIR

Con el objetivo de evaluar el efecto fototérmico sobre la dispersion de
microparticulas al irradiar con luz NIR, se hizo uso de un laser con una potencia de
100 mW y una longitud de onda de emision de 780 nm, registrando la temperatura de la
dispersion mediante una termocupla. EI montaje del sistema fue realizado tal como se
mostré en el Esquema 28 del capitulo Materiales y Metodologia. En la Figura 36 se
puede apreciar el grafico de variacion de temperatura en funcién del tiempo de irradiacién
con luz NIR para las microparticulas PNIPAM-co-2%AMPS semi-interpenetradas con

PANI dispersas en agua.
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Figura 36. Curva de incremento de temperatura en funcion del tiempo de irradiacion con luz NIR para las
MP PNIPAM-co-2%AMPS semi-interpenetradas con PANI dispersas en agua. Temperatura inicial: 20 °C.

De la figura anterior se deduce que existe un aumento de la temperatura local en la
dispersion de microparticulas. Queda en evidencia que se logra incrementar la temperatura
en aproximadamente 6,5 °C. La tendencia del grafico se aproxima al tipo exponencial
Jlogrando alcanzar la temperatura final tras aproximadamente 600 segundos de irradiacién
con luz NIR, manteniéndose relativamente constante hasta los 780 segundos. Si se compara
la curva de incremento de temperatura del agua sola (solvente utilizado para obtener la
dispersion), puede observarse que esta apenas logra superar los 2 °C al ser irradiada durante
el tiempo que transcurre el experimento. Esto permite asegurar que el efecto fototérmico es
atribuible a las particulas termosensibles que contienen la PANI semi-interpenetrada, la

cual es la responsable de la absorcion de la energia proveniente de la fuente laser NIR.

IV.1.3.2 Respuesta frente a radiofrecuencias

Otro experimento se basé en la irradiacion con radiofrecuencias a partir del
dispositivo para sellado por induccion YNB Xiamen (1200 W). Los pulsos fueron un total
de 75, con una duracién de 5,9 segundos cada uno. En la Figura 37 se muestran los
resultados de este experimento para las microparticulas PNIPAM-co-2%AMPS
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semi-interpenetradas con PANI comparando nuevamente con el agua, comprobando asi

que la misma no es capaz de absorber cantidades apreciables de radiofrecuencias.
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Figura 37. Cambio de temperatura en funcién de la irradiacion con radiofrecuencias para las microparticulas

termosensibles conteniendo el polimero conductor PANI. Temperatura inicial: 20 °C.

Al ser expuesta la dispersion del material a radiofrecuencias, se logra incrementar la
temperatura (AT) en aproximadamente 20 °C. Haciendo foco en los resultados mostrados
en la figura anterior, puede observarse que la temperatura maxima se alcanza tras
aproximadamente 300 segundos de irradiacion, manteniéndose estable hasta el final de la

experiencia (450 segundos).

Si se compara la capacidad de aumentar la temperatura por parte de las
microparticulas al ser irradiadas con radiofrecuencias con los resultados obtenidos por
irradiacién con luz NIR, el efecto es mas marcado. La potencia total de las radiofrecuencias
(1200 W) es significativamente mayor que para el laser (0,5 W) en una relacion de 2400.
Sin embargo, al ser las radiofrecuencias emitidas a partir de una bobina de
aproximadamente 150 cm?, mientras que el laser NIR posee un foco de aproximadamente
0,12 cm?, se calcula la relacion entre ambas en 1250. Por lo tanto, la relacion de fluencia
(W/cm?) es de sdlo 2. Sin embargo, debe aclararse y tener presente que el fendmeno es
diferente. Mientras que la radiacion proveniente del laser NIR se absorbe en los cromdforos

de la polianilina, las radiofrecuencias generan corrientes en el material conductor que
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resultan parésitas al no existir sumidero. Es asi que por efecto Joule estas corrientes generan

energia térmica (calor), el cual es el responsable del aumento de la temperatura.

IV.1.3.4 Respuesta frente a microondas

Otra alternativa como fuente de irradiacion para lograr el efecto fototérmico sobre las
microparticulas semi-1PN es la utilizacion de microondas. En este caso, la idea se basa en
que la energia liberada después de la absorcion de la radiacion sea capaz de inducir un
calentamiento localizado en el microentorno del material.?*® Por dicho motivo, a una
dispersion de microparticulas PNIPAM-co-2%AMPS semi-interpenetradas en agua se la
expuso a la radiacion proveniente de un aparato microondas. En la Figura 38 se muestra
la variacion de la temperatura de la dispersion en funcion del tiempo de aplicacién de

microondas.
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Figura 38. Cambios de temperatura para microparticulas dispersas en agua tras ser irradiadas con

microondas. Temperatura inicial: 20 °C.

Claramente las microparticulas absorben la energia proveniente de las microondas
para convertirla en energia térmica. Esto se ve reflejado en el aumento de temperatura, el
cual es muy notable con tan solo pocos segundos de exposicion a la radicacién: a s6lo 10
segundos de someter las particulas a microondas, la temperatura local se increment6 en
~7 °C; aumentando progresivamente la misma hasta llegar a 13 °C, si se considera respecto

a la temperatura inicial, tras tan solo 30 segundos de irradiacion.
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Si se comparan los resultados obtenidos en el experimento fototérmico con
irradiacion por microondas frente a los experimentos detallados anteriormente (NIR y
radiofrecuencias) podria decirse que, si bien al utilizar esta fuente de irradiacion, el
aumento en la temperatura local se logra en un tiempo menor (30 segundos frente a cientos
de segundos en los otros ensayos), no se logra alcanzar el incremento térmico logrado por
radiofrecuencias. Esto es nuevamente concordante con lo ya discutido: los mecanismos de
generacion de calor sobre el material conductor son diferentes en caso de utilizar
microondas y luz NIR que al utilizar radiofrecuencias como fuente de energia. Sin embargo,
los tres experimentos en conjunto, son Utiles para demostrar que las microparticulas basadas
en un polimero termosensible (PNIPAM) semi-interpenetradas con un polimero conductor
(PANI) son capaces absorber radiacion y aumentar su temperatura (efecto fototérmico)
utilizando radiaciones de diferentes tipos: luz en el infrarrojo cercano, radiofrecuencias y
microondas. Esto abre la posibilidad de que el material en cuestion pueda ser utilizado para
diferentes aplicaciones en las que se requiera un marcado aumento de temperatura en un
tiempo relativamente corto, pudiendo escoger entre las diferentes alternativas segun el
requerimiento que sea necesario en cada caso (potencia, fluencia, tiempo de exposicion,

etc.).
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IV.3 NIVEL NANOMETRICO
IV.3.1 Nanoparticulas de gel PNIPAM-c0o-2%AMPS

IV.3.1.1 Morfologia, composicion y tamafio

Las nanoparticulas de gel PNIPAM-co-2%AMPS se obtuvieron a traves de la técnica
de copolimerizacion por precipitacion. El procedimiento es similar al realizado para
obtener hidrogeles masivos 0 macroscépicos pero se manejan otras variables: alta
concentracion de catalizador con el objetivo de generar gran cantidad de nucleos y baja
concentracion de mondmero para que el proceso de crecimiento sea lento. La dispersién de
las mismas fue sometida a sucesivos ciclos de calentamiento-enfriamiento con el objetivo
de inducir el colapso térmico de las mismas para eliminar asi impurezas y residuos de la

reaccién de polimerizacion, aprovechando la naturaleza termosensible de la PNIPAM.

La dispersion de nano-objetos termosensibles fue caracterizada utilizando la técnica
de DLS para poder tener asi una nocion del tamafio de las estructuras resultantes tras el
proceso sintético. La medida experimental fue llevada a cabo a una temperatura controlada
de 25°C yapH 7. En la Figura 39 se muestra la distribucion monomodal obtenida tras el
analisis. El diametro hidrodinamico promedio de las nanoparticulas de gel fue de 360 nm a
la temperatura del experimento. En lo que respecta a la dispersion de tamafios, se obtuvo
un indice de polidispersidad de 0,112 siendo el mismo aceptable al trabajar con este tipo
de polimeros.
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Figura 39. Distribucion de tamafios de las nanoparticulas de gel PNIPAM-co-2%AMPS.
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Luego, se procedio a caracterizar el material desde el punto de vista de su morfologia.
Para ello, se hizo uso de diversas técnicas microscopicas: SEM, TEM y AFM. En la Figura
40 se pueden apreciar las iméagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido a dos
magnificaciones diferentes. En las mismas es posible observar que la morfologia se asemeja
a ser de tipo esférica, con un tamafio promedio de aproximadamente 170 nm. Este tamafio
es inferior al observado por DLS, lo cual puede deberse a diferentes factores. Por un lado,
para la realizacion de la microscopia SEM, las nanoparticulas fueron depositadas en estado
seco (sin contenido acuoso) sobre el portamuestras. Por otro lado, debe considerarse que
en la técnica de dispersion de luz dinamica el valor que se informa corresponde no sélo al

tamafo de la particula sino que involucra ademas a la esfera de solvatacion de la misma

(moléculas de solvente, en este caso agua, que se mueven junto al nano-objeto).

Figura 40. Imagenes de las nanoparticulas de gel tomadas por microscopia electronica de barrido. Barra de

escala: a) 2 pm, b) 1 pm.

Tal como se menciond anteriormente, un andlisis por microscopia electronica de
transmision de la dispersion resultante fue llevado a cabo. En la Figura 41 se muestra una
fotografia obtenida mediante esta técnica. Puede apreciarse en la imagen que la particula
no parece ser una esfera casi perfecta como se vio por SEM. Si bien el tamafio se aproxima
al que se arribo por la otra técnica microscopica, la morfologia de la nanoparticula de gel

se observa como un ovoide.
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PNIPAM-co-2%AMPS

l

Figura 41. Microscopia TEM que muestra la morfologia de una nanoparticula de gel PNIPAM-co-2%AMPS.

Por otra parte, se analiz6 la morfologia por microscopia de fuerza atdmica al realizar
un deposito de la dispersién de nanoparticulas sobre una superficie de mica. En la
Figura 42 se muestra una imagen bidimensional de los nanogeles junto a un perfil en tres
dimensiones del mismo. Puede apreciarse que la muestra es monodispersa, coincidiendo el

tamario con el estimado por las demas técnicas microscépicas.

0.0pm 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
-89 nm

-118 nm

Figura 42. Medidas de AFM de una dispersién de nanogeles PNIPAM-co-2%AMPS: a) imagen

bidimensional y b) perfil en tres dimensiones de a).

Adicionalmente se caracterizaron las nanoparticulas PNIPAM-co-2%AMPS por
espectroscopia infrarroja. El espectro resultante es mostrado en la Figura 43. El
estiramiento correspondiente al grupo amino de la PNIPAM es identificado a una

frecuencia entre 3100 y 3650 cm™. Las bandas correspondientes a vibraciones C-H pueden

-119-



e
“NH[ Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores
leaass)

RESULTADOS Y DISCUSION

ser observadas alrededor de 2900 cm™. El hecho de que el nanogel sea un copolimero que
contiene AMPS es evidenciado por la aparicion de una banda a 1041 cm caracteristica del

grupo —SOs y otra a 620 cm™ correspondiente al estiramiento C-S.
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Figura 43. Espectro infrarrojo correspondiente a nanoparticulas de gel PNIPAM-co-2%AMPS.

1VV.3.1.2 Termosensibilidad de las estructuras

Como se ha mencionado anteriormente, las nanoparticulas de gel estan formadas
por un copolimero que contiene NIPAM y AMPS, estando este Gltimo en una proporcién
de 2% respecto a los moles totales. Se sabe que el primero de los mencionados es
termosensible cuando se encuentra como polimero, por lo que se espera que los nanogeles

posean esta caracteristica distintiva.

Con el objetivo de evaluar la termosensibilidad de las particulas obtenidas, se midio
el didmetro hidrodinamico de los nanogeles que forman la dispersion en funcion de un
aumento gradual de temperatura a través de la técnica de DLS. El resultado del experimento
es mostrado en la Figura 44. A 25 °C, el didametro hidrodinamico de las particulas es de
360 nm. Sin embargo, cuando la temperatura se incrementa a 30 °C, el tamafio decrece a
300 nm; llegando a ser 120 nm cuando la temperatura supera los 40 °C. En el grafico es
posible observar un punto de inflexion alrededor de los 31-32 °C, lo cual seria indicio de
que alli se produce la transicion de fase del polimero termosensible, es decir: esa es la

temperatura critica inferior (LCST).

-120-



“NH[ Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores
YV S
a4

RESULTADOS Y DISCUSION

360 F @,
\\

B N\

S 300 ®

o \

2 \

e \

\(G \

c

S 240 + \

o \

S

=} \

= Q

e \

D 180 - \

E \

8 Q

o ‘\

120 b @ 9

1 N 1 N 1 N 1 N 1
25 30 35 40 45

Temperatura (°C)

Figura 44. Variacion de diametro hidrodinamico en funcion de la temperatura para nanogeles de
PNIPAM-co-2%AMPS en agua.

Si bien el estudio realizado por la técnica de dispersion de luz dinamica permite
conocer aproximadamente la LCST de las nanoparticulas PNIPAM-co-2%AMPS, la
misma puede cuantificarse tambien por calorimetria diferencial de barrido. En la
Figura 45 se muestra el termograma resultante para las nanoparticulas de gel donde se
puede observar el pico correspondiente al cambio de fase del agua que forma parte del gel
y el hombro que muestra la temperatura de transicion de fase en 30,1 °C. Aunque la
temperatura no coincide exactamente con la determinada a partir de los ensayos de DLS,
el error puede ser adjudicado debido a las condiciones en las que se lleva a cabo el
experimento. Teniendo en cuenta los resultados arribados en el nivel macroscopico
(hidrogeles PNIPAM-co-2%AMPS) se podria esperar que la LCST de los nanogeles fuera
similar a dichos materiales (~ 37 °C). Sin embargo, pese a que el polimero obtenido
contiene los mondmeros en iguales proporciones, la LCST no se ve modificada y se
aproxima a la de PNIPAM: ~31-32 °C. Esto es un indicio de que los nanogeles estarian
formados por un nucleo de polimero termosensible (PNIPAM), rodeado por una coraza de
PAMPS que actla como estabilizante al poseer carga negativa y por repulsion coulémbica
y de exclusion de doble capas eléctricas evita la aglomeracion y posterior precipitacion de
las nanoestructuras. De esta manera, es visible que segun las condiciones de sintesis
(macrogeles 0 nanogeles) puede modificarse la LCST del polimero termosensible y por

consecuencia del material obtenido.
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Figura 45. Termograma correspondiente a nanogeles PNIPAM-co-2%AMPS.

IVV.3.2 Nanoparticulas de polipirrol (NP PPy)

IV.3.2.1 Tamafio y morfologia de las estructuras

Las nanoparticulas de polipirrol (NP PPy) fueron sintetizadas por polimerizacion
oxidativa a partir del monémeno (Py), tal como se detall6 en la seccion experimental. Las
nanoesferas de polimero conductor deben ser estabilizadas por algin agente que
interaccione con el medio acuoso evitando la aglomeracién y precipitacion de las mismas.
En este caso se escogieron como estabilizantes los siguientes polimeros:
polivinilpirrolidona (PVP) y poli-N-isopropilacrilamida (PNIPAM). Es importante
destacar que el peso molecular de PVP escogido corresponde a 360000 g/mol ya que
previamente se ha corroborado que pesos moleculares menores no son utiles para las

aplicaciones en sistemas bioldgicos que se persiguen en esta Tesis Doctoral. 268 307

Tras el proceso sintético se procedié a realizar la medicidn de distribucion de tamafios
para las particulas obtenidas utilizando la técnica de dispersion de luz dinamica. En la
Tabla 13 se muestran los resultados arrojados en dicho experimento para cada uno de los
tipos de particulas y su correspondiente indice de polidispersidad. Durante el experimento
la temperatura fue mantenida constante a 25 °C y la dispersién se encontraba a pH 4, tal

como resulta del proceso de sintesis del material.
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Tabla 13. Resultados de diametros hidrodinamicos y polidispersidad de las NP PPy medidos por dispersién
de luz dindmica.

Estabilizante/s Diametro hidrodinamico (nm) | Indice de polidispersidad
PVP 242 0,327
50 % PVP — 50 % PNIPAM 254 0,236
PNIPAM >1000 1

Se puede observar que en presencia de PVP como agente estabilizante es posible
obtener nanoparticulas de tamafio controlado con un aceptable indice de polidispersidad.
Sin embargo, cuando se estabiliza haciendo solamente uso de PNIPAM, se obtiene una
dispersion de microparticulas de tamafio mucho mayor, donde la monodispersidad es
imposible de controlar. Es evidente que la variacion del diametro hidrodinamico medio de
las particulas esté relacionada con la naturaleza del agente estabilizante, su adsorcion sobre
la superficie de la particula, asi como también depende de la interaccion con el polimero
conductor y el seno de la dispersion. Para el caso de la mezcla de estabilizantes PVP-
PNIPAM (50 % de cada estabilizante) el tamafio arrojado es muy similar al de las NP PPy

estabilizadas con PVP, obteniendo también un indice de polidispersidad aceptable.

La morfologia esférica de las nanoparticulas y su tamafio fueron corroborados
utilizando la técnica de microscopia electrénica de barrido. En la Figura 46 es visible que
las particulas poseen una monodispersidad aceptable. En (a) y (b) se muestran imagenes
correspondientes a las nanoparticulas estabilizadas con PVP, mientras que en (c) y (d) a las
estabilizadas con la mezcla PVP-PNIPAM.

La estructura propuesta para las nanoparticulas se representa en el Esquema 34. En
las mismas, el polimero estabilizante puede considerarse adsorbido sobre el polimero
conductor, el cual forma una especie de nucleo. Al ser el agente estabilizante de naturaleza
hidrosoluble, se encuentran sus cadenas extendidas interaccionando con el seno de la

solucion y evitando la aglomeracion.
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Figura 46. Imagenes SEM de NP PPy: a y b) estabilizadas con PVP, ¢ y d) estabilizadas con P\VP-PNIPAM.

Agente estabilizante

Nucleo (PPy)

Esquema 34. Diagrama ilustrativo de la estructura sugerida para las NP PPy.

IVV.3.2.2 Propiedades electronicas y capacidad de absorcion de radiofrecuencias

Es bien sabido que el PPy es un polimero de tipo conductor que esta formado por
anillos heterociclicos y posee un extenso sistema r conjugado con cargas moviles que le

proporcionan conductividad eléctrica. 3% En la Figura 47 se muestra el espectro de
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absorcion UV-Visible para la dispersion de las nanoparticulas sintetizadas haciendo uso de

PVP como estabilizante.
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Figura 47. Espectro de absorcion UV-Visible de NP PPy estabilizadas con PVP.

El espectro de las NP PPy muestra que a 430 nm existe una banda, la cual se atribuye
a la transicion = > n*. La banda correspondiente al bipolaron del polimero conductor
puede observarse hacia longitudes de onda que se aproximan al rojo (650-1000 nm). Este
espectro del polimero nanoestructurado en forma esférica difieren en algin aspecto

respecto al del PPy masivo aunque las bandas de igual manera pueden ser atribuidas.>®

Dada sus propiedades electrdnicas, se ensay6 la capacidad de las mismas de absorber
radiofrecuencias. Una gota de NP PPy estabilizadas con PVP fue depositada sobre una
superficie de vidrio y se irradio a baja potencia con pulsos de 5,9 segundos de duracion. En
la Figura 48 se muestra el grafico obtenido de dicha experiencia, pudiendo apreciarse que
se produce un incremento de la temperatura debido a la capacidad de absorber
radiforecuencias que tienen las nanoestructuras. Puede estimarse una diferencia de
temperatura (AT) aproximado de 15 °C entre el comienzo y el final de la medicion. Notese
que la cantidad de pulsos es relativamente baja (50 pulsos), lo cual permite concluir que la
absorcion por parte de las particulas es importante. A su vez, en el grafico puede
evidenciarse un cambio de pendiente cuando las NP PPy comienzan a calentarse: al llegar
a los 200 segundos de irradiacion aproximadamente, se mantiene a una temperatura que

podria considerarse constante (alrededor de 30 °C), es decir, ha saturado su capacidad de
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absorber radiofrecuencias en las condiciones en que se llevo a cabo el experimento. Es
importante destacar que las NP PPy estan dispersas en agua y, como ya se ha corroborado
en secciones previas, la aplicacion de radiofrecuencias al agua no aumenta la temperatura

en mas de ~4 °C.
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Figura 48. Incremento de temperatura para NP PPy en agua tras ser irradiadas con radiofrecuencias.

IV.3.3 Nanofibras de polianilina (NF PANI)

IV.3.3.1 Morfologia de las estructuras

Tras haber obtenido las nanofibras mediante el método de Kaner,?’’ se procedi6 a
su andlisis morfolégico por microscopia electronica de barrido. En la Figura 49 se
muestran las micrografias obtenidas a distintas magnificaciones. En las imagenes es posible
observar que el polimero presenta una estructura fibrilar, donde cada una de estas fibras
posee una longitud de mas de 100 micrometros y un ancho que varia entre 5 y 10
micrometros. Sin embargo, estos agregados parecen estar formados por varias nanofibras
de PANI que poseen tamafio en el rango nanomeétrico. En este caso no es posible aplicar la
técnica de dispersién de luz dinamica para obtener informacion acerca de tamafio o
diametro hidrodinamico de las estructuras sintetizadas. Esto se debe a la relacion de aspecto
que poseen las nanofibras (es decir, mayor longitud que ancho) siendo muy diferente a una

esfera, por lo que aproximar su tamafio por medidas de dispersion seria erréneo.
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Figura 49. Microscopia electrénica de barrido de las NF PANI a distintas magnificaciones. Barra de escala:

a) 50 pm, b) 10 umy c) 5 um.

1VV.3.3.2 Propiedades electrénicas

Debido a que la presente Tesis Doctoral se basa en el estudio de polimeros
conductores, el uso de técnicas espectroscopicas permite obtener informacion importante
de los materiales sintetizados. Es por ello que la espectroscopia UV-Visible es una
herramienta Gtil para identificar el polimero conductor (PANI en este caso) y poder estudiar
su comportamiento. En la Figura 50 se muestra el espectro UV-Visible de una dispersion
de nanofibras de polianilina en estado sal esmeraldina (conductoras) al pH acido resultante
del proceso sintético. Cabe destacar que este tipo de NF PANI son estables y se mantienen
en solucion dispersas s6lo en medio &cido por repulsién coulémbica de las cargas positivas
de las cadenas de leucoesmeraldina sal. Si se aumenta el pH, la PANI se deprotona y las
nanofibras pierden su carga. Se necesita utilizar un agente estabilizante para evitar su
aglomeracion y posterior precipitacion. Se observa claramente que a pH bajos, las bandas
caracteristicas de la PANI se encuentran presentes. Alrededor de los 420 nm, se puede
apreciar la banda atribuida a los grupos bencenoides protonados presentes en la PANI en
estado de sal esmeraldina. La otra banda, hacia las longitudes de onda correspondientes al
rojo, comienza alrededor de los 640 nm y se extiende hacia mas alla de los 800 nm. La
misma es la atribuida al polaron del polimero conductor. Esto ha sido identificado en PANI
masiva y nanoparticulada, confirmando que el polimero se encuentra en su estado

conductor.31°
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Figura 50. Espectro UV-Visible de NF PANI en agua a pH é&cido.

Adicionalmente, se caracterizO por espectroscopia infrarroja a las nanofibras

obtenidas. El espectro resultante se muestra en la Figura 51.
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Figura 51. Espectro infrarrojo de las nanofibras de polianilina en estado sal esmeraldina.

Haciendo un analisis de la figura anterior, se puede apreciar que en el espectro

infrarrojo de la PANI en forma de nanofibras se encuentran presentes los estiramientos

caracteristicos del polimero conductor de C=C arométicos alrededor de 1600 cm™ vy

-128-



e
“NH[ Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores
leaass)

RESULTADOS Y DISCUSION

también en 1403 cm™y 1492 cm™. A 1560 cm * es posible detectar estiramientos C=N,
mientras que a 1241 cm™* corresponde a C-N. También se detectan bandas de estiramiento
C-H de distinta naturaleza (1297 cm™, 1106-1124 cm™) y C-H (arométicos) a nimeros de
onda menores (entre 800 y 806 cm™).

IV.3.3.3 Modificaciones quimicas post-sintesis

Hasta aqui se han estudiado las caracteristicas y propiedades tipicas de NF PANI
sintetizadas por el conocido método reportado por Kaner y colaboradores. Sin embargo, es
posible realizar modificaciones quimicas y funcionalizar las mismas por reacciones
conocidas de quimica organica. La finalidad de estas funcionalizaciones es poder luego
utilizarlas como materiales para el sensado de cambios de resistividad. Las modificaciones
que se llevaron a cabo fueron las mismas que para las peliculas de PANI mostradas en la
seccion correspondiente a nivel macroscopico de este capitulo (seccién 1V.1.1.1) Tras ello,

se obtuvieron cinco nuevos materiales. Los mismos se enlistan a continuacion:

+ Modificacién por adicién nucleofilica

e NFPANI-TIO

e NF PANI-CIA

e NF PANI-DOT

e NF PANI-ATF
+ Modificacién con sal de diazonio

e NF PANI-2-CI-ANI

Los materiales fueron caracterizados por microscopia electronica de barrido. En la
Figura 52 se muestran las fotografias a una magnificacion de 5 um. En las mismas se
puede apreciar que al formar capas los depdsitos de las nanofibras y estar en estado seco,
la morfologia original de las NF PANI (Figura 49) desaparece tras la funcionalizacion. Sin
embargo, como el objetivo de estos materiales sera su potencial aplicacion en sensores de
resistividad, los mismos seran evaluados para realizar un estudio desde el punto de vista de
la modificacion morfoldgica, superficial y de tamafio en el sensado de volatiles, tal como

se muestra en la seccidn correspondiente a Aplicaciones de este capitulo.
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Figura 52. Imagenes SEM de NF PANI luego del proceso de funcionalizacién: a) PANI-TI0, b) PANI-DOT,
c) PANI-ATF, d) PANI-CIA y e) PANI-2-CI-ANI.

Como parte de la caracterizacion de las mismas, se tomaron ademas espectros
UV-Visible a cada uno de los productos, los cuales se reportan en la Figura 53. Puede
apreciarse que la PANI en forma de nanofibras modificada muestra cambios en su
absorcién en el espectro UV-Visible. Por un lado, aquellas nanofibras en las que se
incorpora un anillo aromatico (NF PANI-ATF y NF PANI-2-CI-ANI) muestran un aumento
significativo de la absorcion en la region del UV cercano. Por otra parte, excepto el caso
de PANI-TIO, la banda del polaron (> 600 nm) presenta corrimientos hacia valores de
mayor energia y/o disminuye en absorbancia. Este corrimiento indicaria un aumento de la
conjugacion con un aumento de la conductividad. La banda a ~ 450 nm asignada al cation
radical localizado permanece en posicion en la mayoria de los espectros a excepcion de
PANI-2CI-ANI que sufre un corrimiento hasta ~ 520 nm. Esto indica una disminucion de
la energia de la transicion probablemente relacionada con la conjugacion extendida
involucrando el grupo azo (-N=N).
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Figura 53. Espectros de absorcion UV-Visible para NF PANI: a) comparacion en agua y en medio de

reaccion para la modificacion (etanol) y b) tras modificacion por reacciones de quimica organica.

IVV.3.4 Nanoparticulas de polianilina (NP PANI)

IV.3.4.1 Método de obtencién por polimerizacion oxidativa

1VV.3.4.1.1 Distribucién de tamafos en funcién del estabilizante

En una primera instancia se sintetizaron las nanoparticulas estabilizadas con PVP,

PNIPAM y HPC tal como se detall6 en el capitulo correspondiente a la parte experimental

y se realizo luego la medicién de distribucién de tamafios mediante la técnica de DLS. En

la Tabla 14 se muestran los valores de diametros hidrodindmicos obtenidos para las

nanoparticulas segun el tipo de estabilizante utilizado. EI pH al que se tom6 cada medicién

es el mismo que se obtiene tras el proceso sintético (aproximadamente 3,5) y la temperatura
se mantuvo constante en 25 °C durante este experimento.

Tabla 14. Didmetro hidrodindmico y su correspondiente indice de polidispersidad para NP PANI haciendo
uso de diferentes estabilizantes.

Estabilizante

Diametro hidrodindmico (nm)

indice de polidispersidad

PVP 220 0,318
PNIPAM 460 0,201
HPC 350 0,440
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En la Figura 54 pueden observarse las distribuciones de poblaciones

correspondientes a cada una de ellas medidas por la técnica de dispersion de luz.

Intensidad (u.a.)
T
T
—
Intensidad (u.a.)

1 L 1 1
10 100 1000 10000 10 100 1000 10000

Didmetro hidrodindmico (nm) Diametro hidrodinamico (nm)

25 L [ C

Intensidad (v.a.)

-

=)

1 1 1 1
200 400 600 800 1000

Didmetro hidrodinamico (nm)

Figura 54. Distribucion de tamafios para NP PANI utilizando diferentes estabilizantes poliméricos: a) PVP,
b) PNIPAM y c) HPC. Temperatura de medicion: 25 °C.

Dado que los parametros que controlan la cinética de polimerizacion de la anilina®!*
son los mismos en sendos casos, se observa que la variacion en el tamafio medio de las
nanoparticulas depende de la naturaleza del estabilizador utilizado en cada ocasion. Las
cadenas de PANI se agregan en solucion para formar particulas y el estabilizador
polimérico se adsorbe en la superficie de la particula. Debido a la naturaleza hidrofilica del
agente estabilizante alrededor de la particula, se produce una inhibicién de la agregacion.
De esa manera, es factible la preparacion de dispersiones estables de nanoparticulas. En
ausencia de estabilizador polimérico, las mismas se agregan en particulas de tamafio
micrometrico que finalmente precipitan. Sin embargo, de igual manera que sucede con las

NP PPy, cada estabilizador polimeérico posee una interaccion diferente con el polimero
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conductor y también con el seno de la solucion. Este efecto explica los diferentes tamafios
medios (diametros hidrodindmicos) de las nanoparticulas descriptas en la Tabla 14. El
hecho de que el mismo procedimiento produce tamafios de nanoparticulas més pequefias
cuando se utiliza PVP como estabilizador en lugar de la PNIPAM sugiere que el primero
es mas eficaz como estabilizador polimérico. La causa puede adjudicarse a que el grupo
pirrolidona de la PVP es capaz de interactuar fuertemente con las cadenas de PANI

mediante enlaces a través del hidrégeno.3?

Suponiendo que el efecto estabilizador ocurre por adsorcion del polimero
hidrofilico sobre la nanoparticula en crecimiento, deberia ser posible utilizar mezclas de
dos estabilizadores para preparar dispersiones de nanoparticulas multifuncionales. Es asi
que se sintetizaron NP PANI con diferentes proporciones de PNIPAM y PVP como agentes
estabilizantes, a la misma concentracion total que las descriptas. En la Tabla 15 se
muestran las diferentes variantes empleadas y los resultados arrojados para la medicion de
tamafo por la técnica de DLS. En este caso el pH al que se llevé a cabo la medicion es

también el resultante de la sintesis y la temperatura se mantuvo en 25 °C.

Tabla 15. Diametro hidrodindmico de las nanoparticulas estabilizadas por mezclas de polimeros y su
correspondiente indice de polidispersidad.

Relacidn entre estabilizantes Diametro indice de
hidrodinamico (nm) polidispersidad
100 % PVP 220 0,318
75 % PVP / 25 % PNIPAM 291 0,397
50 % PVP / 50 % PNIPAM 371 0,305
25 % PVP /75 % PNIPAM 447 0,300
100 % PNIPAM 462 0,201

Se puede apreciar que el diametro hidrodinamico de las NP PANI aumenta con la
cantidad relativa de PNIPAM en la mezcla. Los resultados sugieren que la naturaleza del

estabilizador polimérico es realmente determinante en el tamafio final de las nanoesferas.
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De esta manera, es posible ajustar el tamafio de la NP PANI modificando la relacién de

PVP/PNIPAM presente durante la polimerizacion que da lugar a las particulas.
1V.3.4.1.2 Morfologia de las particulas

Las dispersiones de nanoparticulas en base a PANI se analizaron por microscopia de
fuerza atémica (AFM) y por microscopia electronica (SEM y TEM) con el objetivo de
conocer acerca de su morfologia. En la Figura 55 se muestra una imagen obtenida por
AFM para las NP PANI estabilizadas con PVP donde es evidente la morfologia esférica de

las mismas, con un tamafo acorde a lo estimado por DLS.

Opm 1 2 3 4

862 nm

800
750
700
650
600

506

Figura 55. Imagen de NP PANI estabilizadas con PVP obtenida por AFM.

Las imagenes que se obtuvieron por microscopia electrénica de barrido se muestran
en la Figura 56. El procedimiento se llevé a cabo con las NP PANI estabilizadas con PVP,
PNIPAM y HPC. Un aspecto importante de mencionar es el hecho de que suelen observarse
diferencias de tamafio al estimar por la técnica de DLS respecto a lo que se aprecia en una
imagen SEM, adjudicando este hecho a que la primera técnica es capaz de estimar un
didmetro hidrodindmico de particulas totalmente esféricas y es posible que la medicion se
refiera no sélo a la nanoparticula sino que esta lleva consigo la capa de estabilizante
desplegado en solucién que afecta la esfera hidrodinamica cuantificada por dispersion de

luz.
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Figura 56. Iméagenes tomadas por microscopia SEM para NP PANI utilizando diferentes estabilizantes:
a) PVP, b) PNIPAM y c) HPC.

Adicionalmente, se analizaron las NP PANI por microscopia electrénica de
transmision. El estudio se llevo a cabo para comparar las nanoparticulas estabilizadas con
un agente de caracteristicas no termosensibles como lo es el PVP respecto del estabilizador
termorresponsivo (PNIPAM). Los resultados son mostrados en la Figura 57, donde se
puede observar que en el caso de las nanoparticulas termosensibles la morfologia no parece

ser perfectamente esférica como se aprecio por microscopia SEM.

Figura 57. Iméagenes obtenidas por microscopia electrénica de transmision para: a) NP PANI estabilizadas
con PVP y b) NP PANI estabilizadas con PNIPAM.
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1V.3.4.1.3 Efecto térmico sobre el tamafio de nanoparticulas

El efecto de la temperatura sobre la estabilidad de las dispersiones de NP PANI que
contienen polimeros termosensibles ha sido estudiado cualitativamente haciendo un
seguimiento de la apariencia de las dispersiones al efectuar una variacion de la temperatura
por DLS. En la Figura 58 se puede observar el aspecto de las dispersiones preparadas con
diferentes agentes estabilizantes a dos temperaturas diferentes: 25° C (a) y 50 ° C (b). En
caso de las nanoparticulas estabilizadas con PVP, no muestran un cambio notable con la
temperatura, lo cual confirma el hecho de que el mismo no es termosensible. En cambio,
las dispersiones con PNIPAM y HPC muestran la agregacion cuando se aumenta la
temperatura a 50 °C, por encima de la temperatura de transicion de fase de PNIPAM
(32 °C) y HPC (42 °C). La agregacion producida es completamente reversible cuando las
dispersiones son sometidas a enfriamiento, llevandolas a temperatura por debajo de 20 °C.
Este proceso ha sido repetido varias oportunidades (ciclos calentamiento-enfriamiento)

comprobando asi dicha reversibilidad.

s ' -

PVP PNIPAM

Figura 58. Fotografias de las dispersiones de NP PANI estabilizadas con PVVP, PNIPAM y HPC, a diferentes
temperaturas: a) 25 °C y b) 50 °C.

Ademas, una medida cuantitativa del efecto descripto fue realizada utilizando la
técnica turbidimétrica. La transmision de la luz por parte de las dispersiones de NP PANI
fue medida a diferentes temperaturas. En la Figura 59 se observa la transmitancia (en

porcentaje) como una funcion de la temperatura para las distintas NP PANI. Es notorio que
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la transmitancia disminuye a temperaturas superiores a 32 °C (NP PANI estabilizadas con
PNIPAM) y 45 °C (NP PANI estabilizadas con HPC). En el caso de PNIPAM, la
transmitancia disminuye aproximadamente en 45 % respecto al total al calentarse por
encima de 32 ° C, mientras que para HPC disminuye en un 20 %. En ambos tipos de
nanoparticulas, el efecto de la temperatura se observa en proximidades de la temperatura
de transicion de fase del polimero termosensible. Respecto a la dispersion de nanoparticulas
estabilizadas con PVP, no se evidencian cambios significativos en la transmitancia de la
luz que llega a las mismas.
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Figura 59. Variacion de transmitancia en funcién de la temperatura para NP PANI estabilizadas con
diferentes agentes poliméricos.

Otra manera de detectar el efecto de la temperatura consiste en determinar el tamafio
medio de las NP PANI estabilizadas con un polimero termosensible a temperaturas por
debajo y por encima de la temperatura de transicion de fase (LCST). Para las NP PANI
estabilizadas con PNIPAM, se puede observar en la Figura 60 que varian su diametro
hidrodindmico en funcion de la temperatura. El mismo disminuye desde 460 a 350 nm
cuando el cambio de temperatura se produce desde 25 a 30 °C, mientras que por encima de
la LCST (32 °C) el aumento de tamafio ocurre hasta aproximadamente 800 nm. Este
resultado confirma el comportamiento observado cualitativamente en las fotografias de la

Figura 58. Es notable que el tamafio de las particulas disminuye al arribar a la LCST del
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estabilizador PNIPAM ya que se produce un cambio desde estado extendido a ovillado de
dicho polimero. Luego, a una temperatura superior, el colapso del estabilizador polimérico
aumenta la hidrofobicidad de la superficie de las nanoparticulas y favorece asi la
agregacion. Las fuerzas de dispersion entre las particulas inducen la formacion de

agregados de mayor tamafio, tal como se evidencia en el grafico.
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Figura 60. Didmetro hidrodindmico frente a variaciones de temperatura de NP PANI estabilizadas con

PNIPAM obtenida mediante estudios de dispersion de luz.

El efecto térmico de las nanoparticulas termosensibles se representa en el
Esquema 35. Cuando la dispersion de nanoparticulas se encuentra a una temperatura
menor a la LCST del polimero estabilizante, las mismas se encuentran homogéneamente
dispersas en solucion. Luego, la temperatura del sistema supera la LCST del polimero,
puede observarse que las nanoparticulas pierden su capacidad de encontrarse dispersas y
colapsan. Como las flechas lo indican en el esquema, si la temperatura decrece ocurre el

proceso inverso ya que la naturaleza del mismo es totalmente reversible.

-138-



""m: Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores

> RESULTADOS Y DISCUSION

%T>LCST @ T >> LCST

Esquema 35. Diagrama ilustrativo de los fendmenos ocurridos en el proceso reversible de estabilizacion de
NP PANI termosensibles.

También se analizo el efecto térmico sobre las dispersiones de nanoparticulas segun
el pH del medio. El calentamiento local de las particulas ocurre en forma diferente,
dependiendo del pH al que se encuentra la dispersién. Tal como se puede apreciar en la
Figura 61, a pH 3 el cambio en el porcentaje de luz transmitida a través de la dispersién es
significativo pero mucho menor si se lo compara con el observado cuando se encuentra a
pH 7. Seguramente, este efecto esta asociado a la capacidad de absorcion de luz de las
particulas, el cual no es similar en los diferentes valores de pH, indicando tal vez que el

acceso a los nucleos de polimero conductor también difiere.
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Figura 61. Transmitancia de NP PANI termosensibles frente a variacién de temperatura a diferentes pH.
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1V.3.4.1.4 Efecto del cambio de pH sobre la absorcion UV-Visible

Los estados de oxidacion de la PANI (leucoesmeraldina, pernigranilina y
esmeraldina) se pueden interconvertir entre ellos por medio de reacciones redox y permite
asi el estudio del fendmeno utilizando la técnica de espectroscopia UV-Visible.?® La
interconversion entre la forma més reducida (leucoesmeraldina) y la media oxidada (base
esmeraldina), la cual es semiconductora, o en la forma completamente oxidada (base
pernigranilina) provoca también un fuerte cambio de color entre incoloro a azul o a violeta,
respectivamente. Ademas, la forma de base esmeraldina puede ser facilmente dopada por
medio de un tratamiento acido para obtener esmeraldina protonada que es de color verde

intenso y eléctricamente conductora (Figura 62).

Figura 62. Fotografia de una dispersion de NP PANI a distintos pH donde se evidencia el cambio de estado
conductor de la PANI.

El método utilizado para la sintesis de nanoparticulas genera las mismas en estado
esmeraldina oxidado y se presentan en un estado conductor por ser protonadas. Para probar
esto, se muestran los espectros UV-Visible a diferentes pH registrados para las NP PANI
estabilizadas con PVP. En la Figura 63 se pueden observar los cambios en el espectro
UV-Visible, estando la variacion de pH que de acuerdo con resultados previamente

reportados para las peliculas de PANI en el estado de esmeraldina.®**

-140-



Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores

RESULTADOS Y DISCUSION

=

——pH1
——pH 10

12 -
Polarén

!

Exciton
08 |

Absorbancia (u.a.)

04 -

0.0 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L
200 300 400 500 600 700 800 900

Longitud de onda (nm)

Figura 63. Espectro UV-Visible de las NP PANI a diferentes pH.

Los espectros UV-Visible de la PANI muestran bandas de absorcion en la region
comprendida entre 300 y 340 nm, asi como también en la region entre 550-800 nm. Las NP
PANI dopadas en la dispersién a pH 1 muestran las bandas de absorcidn caracteristicas a
longitudes de onda en la regién que corresponde a 320-340 nm y en longitudes de onda a
partir de 700 nm debido a la transicion T — w* de los anillos bencenoides y la formacién
del polardn, respectivamente. También el espectro muestra una banda adicional a 400-
420 nm debido a la transicion de los excitones, causada por la transferencia de carga
interbanda desde la estructura bencenoide a los restos quinoides de la PANI protonada
(transicion polarén-bipolaron). La deprotonacién de la PANI a pH 10 produce un cambio
gradual hacia coloracion azul de las bandas de absorcion y, especialmente, en la region
comprendida entre 800-550 nm para la excitacién de nitrégeno de los segmentos quinoides
presente en la pernigranilina, forma base. El corrimiento de las bandas es un proceso
reversible, mostrando que los iones de la solucion externa son accesibles a la cadena
polimérica. Ademas, la amplia banda conductora del PANI se desplaza hacia el rojo en el
espectro al ser el pH acido, dando indicio de la capacidad de absorcion de la radiacion
infrarroja cercana (> 800 nm). Esta propiedad es relevante para la aplicacion de las NP
PANI en la terapia fototérmica, ya que el pH es un factor clave en los procesos de tipo
biolégico.%”- 315 Es importante destacar que los cambios de pH no alteran la dispersabilidad
de las nanoparticulas tal como se puede apreciar en la fotografia mostrada (Figura 62).
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IV.3.4.1.5 Efecto fototérmico
IV.3.4.1.5.1 Respuesta frente a irradiacion con microondas

Se estudio la variacion de transmitancia de la solucion de nanoparticulas en funcién
del tiempo de irradiacion con microondas, manteniendo el tubo en un bafio de hielo y agua
dentro del horno microondas. En la Figura 64 se puede observar y estimar que el tiempo
necesario para que ocurra la transicion de fase de particulas sometidas a microondas es
aproximadamente de 5 minutos. Tras este tiempo de irradiacion, la transmitancia cae
abruptamente (punto de inflexién en el grafico). Esto indica que ese es el tiempo que tarda

en producirse el colapso al alcanzar la LCST de la PNIPAM que estabiliza las particulas.
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Figura 64. Variacion de la transmitancia de NP PANI termosensibles en funcion del tiempo de irradiacion
con microondas.

A su vez, tomando una dispersién de NP PANI estabilizadas con PNIPAM se ha
medido la transmitancia en funcién de la temperatura (Figura 65). Esto permiti6 estimar la
temperatura de transicion de fase de las particulas sintetizadas utilizando PNIPAM como
agente estabilizador a traves de la irradiacion con microondas. Si bien la medicién arrojo
un valor cercano al conocido, se cree que la diferencia puede deberse a algun tipo de error
experimental al operar con la dispersién en el horno microondas, ya que es algo dificultoso
poder medir temperaturas y transmitancia utilizando el sistema de calentamiento por
microondas.
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Figura 65. Transmitancia en funcién de variacion de temperatura a partir de medidas turbidimétricas tras
irradiacién con microondas de la dispersion de NP PANI estabilizadas con PNIPAM.

IV.3.4.1.5.2 Respuesta frente a irradiacion con luz NIR

En una primera instancia, utilizando el sistema que se mostré en el Esquema 28
(Capitulo I1l) se irradiaron dispersiones de NP PANI estabilizadas con
50 % PVP - 50 % PNIPAM a diferentes concentraciones: desde 1,41 mg de NP/mL de
solucion hasta 3,36 mg de NP/mL. Como puede apreciarse en la Figura 66, la dispersion
de NP PANI aumenta su temperatura localmente tras ser expuestas a irradiacion NIR. El
aumento de temperatura es progresivo con el tiempo de irradiacion del laser hasta llegar a
un momento en el cual existe una tendencia a estabilizarse la temperatura que se mide. Se
deduce que a mayor concentracion de nanoparticulas, el incremento de temperatura es
mayor. Esto es muy Gtil con vistas a la aplicacion de la terapia fototérmica, ya que en todos
los casos se logra una diferencia de temperaturas (entre la inicial y la final) que es mayor a
4° C, siendo esta diferencia suficiente para poder producir la muerte celular.?!® El
incremento de temperatura no puede atribuirse al calentamiento de agua presente en la
solucion ya que a un mismo tiempo de irradiacion sélo aumenta en ~2 °C. De este modo,
se confirma que existe un efecto fototérmico Unicamente en presencia del polimero
conductor nanoparticulado que es capaz de absorber esa energia NIR y transformarla en

calor, calentando el entorno intimo (calentamiento localizado) de la nanoparticula.
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Figura 66. Incremento de temperatura respecto al tiempo de irradiacion con luz NIR sobre dispersiones de
NP PANI a diferentes concentraciones.

A partir de un estudio turbidimétrico, en la Figura 67 se demuestra que la dispersién
de NP PANI (estabilizada con una mezcla en iguales proporciones de PVP y PNIPAM) a
una concentracion 2,63 mg/mL presenta una marcada disminucion de la transmitancia
original al ser irradiada con luz NIR, tras alcanzar la LCST de PNIPAM.
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Figura 67. Transmitancia en funcién de la temperatura para una dispersion de NP PANI estabilizada con
PVP-PNIPAM en iguales proporciones al irradiar con NIR.
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Por altimo, se muestra el efecto fototérmico por irradiacion con luz NIR evaluado
a partir de cambios en la topografia de un depdsito de nanoparticulas sobre una superficie
de mica, observando el fendbmeno mediante microscopia de fuerza atomica. En la
Figura 68, puede apreciarse el cambio que se produce tras 2 minutos de irradiacion. Si se
compara la imagen (a) respecto a (b), es evidente que las particulas colapsan por su
caracteristica de ser termosensibles, generando agregados formados por varias particulas,
Ilegando estos al rango de la escala micrométrica. De esta forma, se comprueba nuevamente

la capacidad de las NP PANI de generar efecto fototérmico.

boum 1 2 3 4
700 nm 0 700 nm
600 600
500 1 500
400 5 400
300 300
200 3 200

Figura 68. Cambios topograficos inducidos por radiacion NIR en una superficie cubierta por NP PANI

estabilizadas con PNIPAM: a) antes de irradiar y b) tras 2 minutos de irradiacion.

IV.3.5.2 Sintesis por desplazamiento de solvente
1V.3.5.2.1 Obtencion de nanoparticulas

En este caso, la dispersion de NP PANI se sintetiz6 mediante el método de
desplazamiento de solvente (seccion 111.1.4.5, capitulo de Materiales y Metodologia)
usando agua y NMP como buen solvente y solvente pobre, respectivamente. Se ensayaron
diferentes tipos de estabilizadores hidrosolubles, cargados y neutros, para inhibir la
aglomeracion: polivinilpirrolidona (PVP), sulfato de condroitina (ChS), dodecilsulfato de
sodio (SDS), acido poliacrilico (PAAC), poli(cloruro de vinilo) (PVC) y alcohol polivinilico
(PVA). La formacion de las nanoparticulas por el nuevo método desarrollado se resume en

el Esquema 36.
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Esquema 36. Representacion del método de desplazamiento de solvente en la generacion de NP PANI.

1V.3.5.2.2 Caracterizacion morfologica y tamafio

Como ya se ha descripto para los demas tipos de nanoparticulas, la PVP es un muy
buen agente estabilizante. Sin embargo, en la literatura no se han encontrado reportes que
indiquen su utilizacién en la sintesis de nanoparticulas de polianilina usando el método que
se propone en esta Tesis Doctoral. Tal como se observa en la Figura 69, el grafico
resultante de la medicién de DLS muestra una dispersion monomodal tipica cuando las
particulas se estabilizan con PVP. El analisis de los datos indica la formacion de
nanoparticulas con un didmetro hidrodinamico promedio de 75 + 35 nm (indice de
polidispersidad < 0,5).

18 |
14 |
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Intensitdad (u.a.)
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Didmetro hidrodindmico (nm)

Figura 69. Medida de DLS para NP PANI usando PVP como agente estabilizador.
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El material nanoparticulado obtenido también fue analizado utilizando la técnica
microscopica SEM. En la Figura 70 se puede observar las nanoparticulas formadas por
desplazamiento de solvente utilizando PVP como agente estabilizador. La morfologia es
totalmente esférica para las NP PANI, siendo ademas uniforme el tamafio de las mismas.

Figura 70. Micrografias SEM de NP PANI sintetizadas por el método de desplazamiento de solvente sin

funcionalizacion previa. En ambos casos se utilizé PVP como estabilizador. a) Barra de escala: 1 um. b) Barra

de escala: 200 nm.

Utilizando el método de desplazamiento de solvente, se ensayd la capacidad de otros
agentes diferentes a las PVP como estabilizantes: ChS, PVA, PAAc, SDS y PVC. En la
Tabla 16, se reporta el diametro hidrodindmico obtenido para los diferentes tipos de
particulas sintetizadas. Diametros inferiores a 200 nm s6lo se obtuvieron utilizando PVC.
En el caso de los otros agentes (ChS, PVA, PAAc y SDS), el tamafio se incrementa pero
en ninguno de los casos supera los 300 nm. Los resultados sugieren gque trabajando con la
misma proporcién de estabilizador (2 % p/v) y PANI en NMP (1 % p/v), el tamafio de las
particulas sintetizadas queda determinado por la naturaleza del agente estabilizante
utilizado en el proceso de sintesis.
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Tabla 16. Didmetro hidrodindmico medido por la técnica DLS para NP PANI utilizando diferentes
estabilizadores.

Agente estabilizante Diametro hidrodinamico (nm)
PVP 100 + 35
Chs 273 £ 60
SDS 254 + 26
PAAcC 270 £ 90
PVC 173 + 51
PVA 303 £ 50

IV.3.5.2.3 Efecto de la relacion PANI/NMP sobre el tamafio de particula

Con el objetivo de obtener particulas de diferentes tamafios, se utilizaron métodos
alternativos para poder tener asi un control sobre esta propiedad. En este sentido, se buscé
regular la concentraciébn de PANI y solventes (tanto del bueno como del pobre),
manteniendo constante la proporcidn del agente estabilizante PVP al 2% p/v en todos los
casos. Se trabajo con dos métodos diferentes: el Método A implico una variacion de las
cantidades relativas de NMP y agua (buen y mal solvente para la PANI, respectivamente)
a una concentracion constante de PANI (PANI/NMP 1 % p/v); mientras que el Método B
se basO en la variacion de las cantidades de PANI/NMP, diluyendo a partir de una
concentracion 1% p/v de PANI en NMP.

Los didmetros hidrodindmicos obtenidos para las NP PANI utilizando ambos
métodos se muestran en la Figura 71, siendo las dos concentraciones finales de PANI/NMP
0,01 y 0,05 % p/v. Analizando estos resultados, es notable que cuando se hace uso del
Método A, el didmetro hidrodinamico de las particulas se reduce desde 104 nm hasta ~70
nm al aumentar la proporcion de PANI/NMP. Sin embargo, cuando se utiliza el Método B,
los diametros hidrodinamicos son similares en ambos casos, obteniendo particulas de ~ 50
nm. Por lo tanto, el cambio de la proporciéon entre el buen y el mal solvente (NMP y agua,
respectivamente) permiten regular el tamafio de la particula dependiendo del método
utilizado, resultando en un procedimiento muy simple. Esta es una de las principales
ventajas que presenta el método de desplazamiento de solvente (nanoprecipitacion), ya que

permite controlar otras variables experimentales como concentraciones de los
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estabilizantes y las proporciones de los solventes para establecer un tamafio de particulas
especifico. En cambio, las NP PANI obtenidas por polimerizacion oxidativa partiendo del
mondmero ANI en un medio acuoso no admiten esta posibilidad de control de tamafio sin

variacion del agente estabilizante.
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Figura 71. Comparacién de didmetros hidrodinamicos de las NP PANI obtenidas por dos métodos diferentes.

IV.3.5.2.4 Funcionalizacion y conjugacion

Como se menciono en la seccion experimental, la PANI puede ser funcionalizada y
conjugada con DNS-CI previo a la generacion de nanoparticulas mediante el método de
desplazamiento de solvente. De esta manera, se afiade a las nanoparticulas conductoras una
nueva propiedad como lo es la capacidad de presentar fluorescencia. De acuerdo con el
Esquema 25, la primera etapa fue la funcionalizacion de PANI para generar el enlace
quimico entre los grupos amino del anillo aromatico de PANI y el grupo tiol de la
cisteamina. En la siguiente etapa, la PANI modificada es capaz de reaccionar con el grupo
-Cl del cloruro de dansilo mediante una reaccion de sustitucion sobre el grupo amino
terminal. Tras esto, se obtuvieron nanoparticulas conjugadas (NP PANI/DNS-CI) por el
método de desplazamiento de solvente usando PVP como agente estabilizante tal como se

representd en el Esquema 24.

La técnica espectroscopica FT-IR se utiliza normalmente para identificar cambios en
los enlaces tras haber realizado modificaciones quimicas. Los espectros infrarrojos de
PANI, DNS-CI y PANI modificada con DNS-CI se muestran en la Figura 72. Las bandas
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de absorcion en infrarrojo tipicas de la PANI masiva son visibles en el espectro. A
1570 cm; se puede apreciar también la vibracion de estiramiento C=N de los anillos de
quinonaimina; se observo una vibracion de estiramiento C = C correspondiente a los anillos
aromaticos a 1490 cm™ y la banda C-N se asignd a 1242 cm™. También se observaron
vibraciones de C-H aromaticos: 1298 cm-! (estiramiento), 1135 cm™ (flexion en el plano)
y 800 cm™ (flexion fuera del plano). El espectro del fluor6foro muestra la banda de
vibracion mas distintiva de la molécula localizada a 1367 cm™ (vibracion asimétrica) y
ademas a 1180 cm? (vibracion simétrica) correspondiente a los grupos -SO2Cl. Con el fin
de corroborar la modificacion sintética de PANI, se muestra el espectro de PANI
modificada con DNS-CI. Es notable la persistencia de diferentes picos correspondientes a
las vibraciones correspondientes a la PANI. Sin embargo, una banda muy intensa a
1367 cm permite verificar la presencia del grupo sulfonilo (-SO) y una banda ancha en

el rango entre 900-1200 cm* debido al solapamiento o superposicion de bandas.
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Figura 72. Espectro infrarrojo para DNS-CI, PANI masiva y NP PANI/ DNS-CI.
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IVV.3.5.2.4.1 Morfologia de las NP PANI funcionalizadas

Tras la funcionalizacion y conjugacion de la PANI lineal, se sintetizaron las
nanoparticulas fluorescentes mediante el método de desplazamiento de solvente utilizando
PVP como agente estabilizante. Haciendo nuevamente uso de la técnica de dispersion de
luz dindmica fue posible corroborar el didmetro hidrodinamico de las nanoparticulas
funcionalizadas. En este caso, para las NP PANI/DNS-CI se obtuvo un diametro medio de
104 nm y un indice de polidispersidad de 0,323 tal como puede observarse en la Figura 73.
Es importante destacar que el tamafio es similar que el de las nanoparticulas sin fluoroforo
cuando se estabiliza con PVP en una relacion 0,01 % p/v PANI/NMP utilizando el
Método A descripto anteriormente. Evidentemente, la conjugacion con el fluoréforo
extrinseco previo a la generacion de las particulas no afecta al didmetro hidrodinamico

final.
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Figura 73. Grafico obtenido por la técnica de dispersion de luz dindmica para NP PANI funcionalizadas con

el fluoréforo extrinseco DNS-CI.

Por otra parte, las imagenes SEM (Figura 74) muestran como la morfologia esférica

y el tamafio de las particulas esta en concordancia con la medicion arrojada por DLS.
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Figura 74. Imagenes tomadas por microscopia electrénica de barrido correspondientes a NP PANI/DNS-CI

sintetizadas por el método de desplazamiento de solvente. En ambos casos se utilizd PVP 2 % p/v como

estabilizante. Barra de escala: 1 um (a) y 200 nm (b).

1V.3.5.2.4.2 Caracterizacion fisicoquimica de NP PANI/DNS-CI

Ya se ha estudiado que, al igual que la PANI masiva, las nanoparticulas presentan
también propiedades conductoras en medio &cido cuando se sintetizan por polimerizacion
oxidativa a partir del monémero, presentando ademas sensibilidad a variaciones de pH del
entorno. Para las nanoparticulas que se sintetizaron por desplazamiento de solvente, se

realiz6 también el estudio de las propiedades electrénicas por la técnica UV-Visible.

En la Figura 75 es posible apreciar las bandas de absorcion tipicas del polimero
conductor nanoparticulado (NP PANI) a 300-350 nm correspondientes a la transicion m-n*
de los anillos bencenoides y la fuerte absorcion de la banda del polarén (desde 700 nm a la
region NIR) al encontrarse la PANI en forma de sal esmeraldina. Se muestran junto a los
espectros UV-Visible de las NP PANI, los correspondientes a las NP PANI/DNS-Cl y al
DNS-Cl, apH 7 y pH 2. La solucion de DNS-CI presenta una banda tipica a 320 nm cuando
el pH es 7, desplazandose a 400 nm cuando el pH del medio se vuelve acido. La banda no
conductora de NP PANI se observa a pH 7 (a) con un maximo de alrededor de 650 nm,
mientras que en el otro caso la banda conductora aparece a partir de 700 nm a pH 2 (b). En
el caso de NP PANI/ DNS-CI, la banda a 330 nm es mas ancha por superposicion entre
NP PANI y bandas del DSN-CI a pH 7, mostrando un comportamiento similar a pH 2. Las
bandas no conductoras y conductoras de NP PANI son claramente observadas en la region
correspondiente segun el pH de la solucién. Este hecho confirma que la estructura y las
propiedades electrénicas de la PANI se mantienen después de la funcionalizacién con
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DNS-CI vy el

NP PANI/DNS-CI. Lo expuesto es muy importante con vistas a la

nanomaterial usando NIR para generar efecto fototérmico.

método de desplazamiento de solvente utilizado para obtener

irradiacion del
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Figura 75. Espectros UV-Visible para DNS-CI, NP PANI y NP PANI/DNS-CI: a) pH 7 (20 °C) y b) pH 2

(20°C).

Luego de haber realizado los estudios de absorcién UV-Visible, se verificaron las

propiedades fluorescentes de las nanoparticulas funcionalizadas con el fluoréforo

extrinseco DNS-CI. En la Figura 76 se muestra una fotografia de una dispersion de

NP PANI/DNS-CI y se la compara con las nanoparticulas sin modificar, al ser irradiadas

con luz UV.

NP PANI

NP PANI/DNS-CI

Figura 76. Comparacion del aspecto de dispersiones de NP PANI sin funcionalizar y funcionalizadas con
DNS-ClI al ser irradiadas con luz UV.
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El comportamiento de DNS-CI utilizando mezcla agua y NMP como solvente fue
explorado al excitar en el méximo del espectro de absorcion (Lexc = 320 nm). Como puede
observarse en la Figura 77a, la intensidad maxima de la banda de emision del DNS-CI se
desplaza dependiendo del pH de la solucion desde 431 nm a 503 nm (70 nm) cuando el pH
disminuye desde un valor 10 a 2 unidades. Es claramente un efecto de desplazamiento

batocrémico debido a la influencia del cambio en el entorno del compuesto fluorescente. 3’

Se llevo a cabo un estudio similar utilizando las nanoparticulas modificadas con el
fluoroéforo (Figura 77b). En este caso no se detecta un desplazamiento en la banda de
emision de fluorescencia al variar el pH. Este fendmeno podria explicarse teniendo en
cuenta que el DNS permanece unido a la PANI conformando el nucleo de la nanoparticula,
actuando el polimero conductor como una especie de pantalla o escudo. Por lo tanto, sélo
las particulas sin funcionalizar (NP PANI) son capaces de detectar los cambios de pH en el

medio ambiente.
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Figura 77. Espectros de emision de fluorescencia normalizados a diferentes pH: a) DNS-Cl en NMP y b) NP
PANI/DNS-CI en NMP/agua. Temperatura: 20 °C.
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A su vez, al analizar el desplazamiento de la intensidad méxima del DNS-CI (en
NMP/agua) frente a la variacion del pH (Figura 78), el pH interno de las NP PANI podria
estimarse considerando el maximo de emision de NP PANI/DNS-CI determinado alrededor
de 480-490 nm. Por lo tanto, resulta que el pH interno de las NP PANI es 9,6 + 0,2 cuando
se sintetizan por el método de desplazamiento de solvente. Considerando las propiedades
fluorescentes de este tipo de NP PANI, las mismas podrian llegar a ser utilizadas como
sonda para seguir la movilidad dentro de un sistema bioldgico o como agentes de maracado
en imagenes para aplicaciones bioldgicas, independiente del pH del medio. Ademas, si se

consideran las propiedades conductoras podria ser Gtil para inducir la terapia fototérmica.
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Figura 78. Grafico de pH del ambiente respecto a la longitud de onda de emision de DNS-CI. Identificacion
del pH interno de NP PANI.

IVV.3.5.2.4.3 Efecto fototérmico por absorcion de NIR y de radiofrecuencias

Tal como se llevd a cabo con los nanomateriales estudiados en secciones previas, se
ensay6 la capacidad de las NP PANI/DNS-CI para generar calor localizado a partir de la

absorcion de energia.

En una primera instancia, se estudié la aplicacion de irradiacion NIR sobre la
dispersion acuosa de nanoparticulas a pH acido. Los cambios observados se comparan con
el agua como control del sistema. Los resultados obtenidos (Figura 79) revelan que bajo

lairradiacion NIR las nanoparticulas en cuestion incrementan su temperatura local en 8 °C,
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mientras que en el agua se observa un aumento de sélo 3 °C. Este hecho permite corroborar
que el polimero conductor en forma de nanoparticulas es capaz de producir efecto
fototérmico. Obsérvese que la curva es un grafico tipico observado en este tipo de
experimentos aplicados a nanomateriales.®'® Tras sélo 10 minutos de irradiacion a baja
potencia, la temperatura alcanza el valor maximo (~8 °C) y se mantiene estable durante el

tiempo hasta finalizar la medicion.

Por otro lado, se estudié la variacion de temperatura de las NP PANI/DNS-CI
expuestas a la accion de radiofrecuencias. Como se evidencia en la Figura 80, la
temperatura se incrementa aproximadamente 40 °C hasta llegar a un valor estable,
demostrando que efectivamente existe un marcado efecto fototérmico por irradiacién con
radiofrecuencias, siendo mucho mayor que el logrado en el caso de las microparticulas

PNIPAM-co-2%AMPS, conteniendo el polimero conductor semi-interpenetrado.
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Figura 79. Incremento de temperatura por irradiacién NIR de NP PANI/DNS-CI. Temperatura inicial: 20 °C.
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Figura 80. Incremento de temperatura por irradiacion con radiofrecuencias de NP PANI/DNS-CI.

IV.3.5 Generacion de materiales nanocompuestos

En secciones previas se demostrd que es posible incorporar un polimero conductor a
una matriz de hidrogel termosensible. Dichos materiales se obtuvieron a partir de la
incorporacion del PANI lineal disuelta en un solvente adecuado y luego hinchando el
hidrogel termosensible PNIPAM-co-2%AMPS en la solucion, y en otro caso a partir de la
polimerizacion in situ para dar lugar a PANI dentro de una matriz de hidroxipropilcelulosa.
A su vez, se han sintetizado y caracterizado nano-objetos conductores en base a PANI y
PPy.

Para generar materiales nanocompuestos se propone ahora un nuevo procedimiento
que consta en el crecimiento del hidrogel termosensible PNIPAM-co-2%AMPS alrededor
de diferentes nano-objetos, utilizando dispersiones diluidas de NF PANI, NP PANI y
NP PPy, estabilizando las particulas esféricas con PVP. Es decir, el medio de reaccion para
que ocurra la polimerizacion y de lugar al hidrogel (comunmente en agua) se reemplaza
por las dispersiones de nano-objetos conductores. En la Figura 81 se muestran fotografias
de los nuevos materiales nanocompuestos generados: HG-NF PANI, HG-NP PANI e
HG-NP PPy.
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Figura 81. Fotografias correspondientes a piezas de los diferentes materiales nanocompuestos sintetizados:
a) HG-NF PANI, b) HG-NP PANI y c) HG-NP PPy.

1VV.3.5.1 Morfologiay composicion

Como primera caracterizacion de los materiales nanocompuestos generados, se
procedio a analizar los mismos mediante la técnica de microscopia electronica de barrido.
Debido a que las muestras son conductoras se pudo observarlas sin necesidad de metalizar

las secciones delgadas de material, solo depositandola sobre la cinta conductora.

En la Figura 82 se muestran las imagenes SEM de los tres tipos de nanocompuestos
sintetizados. Ndétese que tanto en (a) como en (b), se puede dilucidar la existencia de
morfologia fibrilar aunque estan agregadas formando estructuras de tamafio micrométrico.
En tanto que en (c), (d), (e) y (f) pueden detectarse esferas, las cuales se asume que son

nanoparticulas formando agregados de mayor tamafio.

El analisis termogravimétrico es Gtil para poder dilucidar como se descomponen
los polimeros o las pérdidas de masa que sufren a medida que se someten a un
calentamiento controlado. La rampa de calentamiento utilizada para poder analizar los
cambios o pérdidas de masa de los nanocompuestos fue de 10 °C/min hasta llegar a los
600 °C, donde se asume que ya no habria mas descomposicion o pérdidas. En
la Figura 83 se muestran los graficos de pérdida de masa en funcion del aumento de
temperatura y la derivada de la masa respecto a la temperatura para los tres materiales

nanocompuestos en cuestion.
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Figura 82. Micrografias SEM de los materiales nanocompuestos sintetizados: a y b) HG-NF PANI, ¢ y d)
HG-NP PANI, e y f) HG-NP PPy.
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Figura 83. Pérdida de masa y sus respectivas derivadas para cada uno de los nanocompuestos:

a) HG-NF PANI, b) HG-NP PANI y c) HG-NP PPy.

Analizando los graficos de la figura anterior se observa que, si bien los
nanocompuestos estaban secos (sin hinchar) al momento de la medicion
termogravimétrica, aun queda agua retenida dentro de la estructura del material, por lo
que en los tres nanocompuestos se ve una pérdida de masa relacionada con el agua
(alrededor de los 90-100 °C). Esta pérdida es de aproximadamente un 20 % para los
materiales que estan formados por nanoparticulas, mientras que se duplica para el
material formado por NF PANI. Al aumentar la temperatura, en los tres casos se ven
pérdidas de masa alrededor de los 300 °C, que podria ser atribuida a
PNIPAM-co- 2%AMPS (matriz termosensible) al ocurrir una reaccién de formacion de
la imina por parte un pequefio nimero de los grupos amida y la descomposicién térmica
de las cadenas laterales hidrofobas.'° En el caso del PPy, entre 300 °C y 400 °C se puede
observar otra pérdida de masa atribuible al polimero conductor, la cual es similar a la

reportada por otros autores.>?® Para PANI, la pérdida alrededor de los 400 °C es similar
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en ambos nanocompuestos y coincide con la ya reportada.®?* Ademas, en el mismo
rango de temperaturas puede atribuirse una pérdida de masa debido a la descomposicion
de los grupos amida y la degradacion de la cadena principal de la acrilamida,3?

observandose esta disminucion en los tres tipos de nanocompuestos que se estudiaron.

IVV.3.5.2 Estudios de hinchamiento en agua

Por la naturaleza del material se sabe que los nanocompuestos sintetizados serian
capaces de absorber agua, hinchandose. Es por ello que se llevaron a cabo los experimentos
cinéticos correspondientes para las pastillas de los materiales nanocompuestos utilizando
agua bidestilada como solvente. Como puede observarse en la Figura 84, donde se grafica
el porcentaje de hinchamiento en funcion del tiempo, los tres materiales son capaces de
absorber grandes cantidades de agua. Sin embargo, queda claro en el grafico que la

velocidad a las que se hinchan los nanocompuestos es diferente.

18 - @ HG-NFPANI
@ weNePAMI 90
16 @ HeNpPP
I v 202
14| 3
XY
.. 999

Hinchamiento x 10° (%)

1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1

600 800 1000 1200 1400 1600

Tiempo (minutos)
Figura 84 . Cinética de hinchamiento en agua de los tres materiales nanocompuestos.

Ajustando las curvas mediante una ecuacion cinética de primer orden es posible
calcular las constantes referidas a la velocidad de hinchamiento, las cuales se resumen en
la Tabla 17.
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Tabla 17. Constantes de velocidad medidas para cada uno de los materiales nanocompuestos sintetizados.

Nanocompuesto Constantes de velocidad (s?) x 10°
HG-NP PPy 3,64
HG-NP PANI 1,97
HG-NF PANI 1,05

Puede observarse que coincide el hecho de que el nanocompuesto con mayor
velocidad de hinchamiento es el que llega a mayor porcentaje (utilizando las NP PPy),
manteniéndose el orden en los otros nanocompuestos. La menor capacidad y velocidad de
hinchamiento de los nancompuestos con nanofibras comparadas con nanoesferas sugiere
que las primeras producen un efecto de entrecruzamiento de rango largo. Por otra parte, se
observa que el efecto de los generados a partir de NP PPy y NP PANI es similar en
hinchamiento pero difieren significativamente en el caso de la velocidad de hinchamiento.

A partir de la misma experiencia, puede conocerse el valor maximo de hinchamiento
de los nanocompuestos, es decir: el porcentaje de hinchamiento una vez que se alcanza el
equilibrio. Los valores se resumen en el gréafico de la Figura 85. Para el material que
contiene NP PPy, el hinchamiento en el equilibrio pudo cuantificarse en alrededor de
16000 %, siendo del mismo orden para el material que contiene NP PANI (~15000 %). En
el caso de los hidrogeles compuestos por NF PANI el hinchamiento en el equilibrio es
apenas mayor a la mitad de los porcentajes mencionados para los otros casos (8900 %).
Debido a que el material es quimicamente similar en el caso de los nano-objetos de PANI,
es sorprendente el hecho de que las nanofibras se hinchen considerablemente en menor
medida que los que contienen nanoesferas. La causa de este comportamiento podria llegar
a explicarse por la morfologia de las primeras, las cuales pueden interferir en el
entrecruzamiento de la red polimérica termosensible, dejando menor espacio disponible

para que el agua ingrese a la matriz y pueda expandirse.
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Figura 85. Valores de hinchamiento en el equilibrio de los tres materiales nanocompuestos en cuestion.

1VV.3.5.3 Termosensibilidad de los materiales

Teniendo en cuenta que el objetivo de sintetizar estos materiales es que posean
conductividad y termosensibilidad en un mismo nanocompuesto, se realizaron estudios de
calorimetria diferencial de barrido para evaluar esta Gltima caracteristica mencionada. Para
la matriz termosensible (es decir, en ausencia de cualquier polimero conductor) ya se ha
evaluado y reportado previamente que la LCST es de alrededor de 36,5 °C. La relacion de
alimentacion de los copolimeros es de 98 NIPAM / 2 AMPS. Dado que la reactividad es
similar, la cantidad de unidades monoméricas AMPS sera 2% y el efecto sobre la transicion
térmica provocara este aumento de la LCST. En la Tabla 18 se informan los valores
resultantes de los experimentos de calorimetria obtenidos para los tres materiales en
cuestion. Resulta una temperatura de 35,4 °C para el nanocompuesto que contiene
NF PANI; siendo 37,5 °C para el que contiene las NP PANI y 36,4 °C en el caso del
formado a partir de NP PPy. Dichos resultados son concordantes con el valor de la
temperatura a la que transiciona el polimero termosensible en ausencia de los nano-objetos
conductores y también a hidrogeles macroporosos con NP PANI reportados en literatura
previamente.?% 2% Es importante destacar que al incorporar PANI o PPy en forma de nano-

objetos no se observan cambios significativos sobre la LCST.
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Tabla 18. LCST medidas mediante la técnica de calorimetria diferencial de barrido para los tres tipos de

materiales nanocompuestos sintetizados.

Nanocompuesto LCST (°C)
HG-NF PANI 35,4 +0,5
HG-NP PANI 37,5+0,5

HG-NP PPy 36,4+0,5

1VV.3.5.4 Efecto fototérmico: absorcion de radiofrecuencias

Con el objetivo de evaluar el efecto fototérmico de los nanocompuestos, se aplicd

radiofrecuencias sobre los mismos para analizar su capacidad de absorcidn de energia y

aumentar la temperatura de su entorno. Se utilizaron pequefios cortes de los materiales en

forma de discos, hinchados en agua bidestilada y colocados sobre placas de Petri, donde

fueron irradiados utilizando la maxima frecuencia permitida por el dispositivo (1200 W).

Los resultados del experimento se muestran en la Figura 86.
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Figura 86. Incremento de temperatura de materiales nanocompuestos y un hidrogel PNIPAM-co-2%AMPS

inducido por irradiacién con radiofrecuencias

De la figura anterior se deduce que s6lo los materiales sintetizados conteniendo

polimeros conductores son capaces de absorber radiofrecuencias, lo cual es totalmente
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esperable. Por su parte, el blanco fue realizado con una pequefia pieza de hidrogel sin
contener ningun polimero conductor y se ve claramente que en ausencia de algun material
de este tipo el incremento de la temperatura es insignificante respecto a los otros tres
materiales. Comparando los nanocompuestos entre si, se detecta que todos muestran un
aumento de temperatura importante (mas de 40 °C) al ser expuestos a las radiofrecuencias.
En los tres casos se observa una tendencia similar en el aumento de la temperatura hasta
los 300 segundos de irradiacion aproximadamente. Tras ello, la temperatura tiende a
estabilizarse en todos los materiales, siendo algo menor la temperatura para el material que
contiene las nanofibras (49 °C-50 °C), mientras que para los que estdn formados ambos
tipos de nanoparticulas (tanto de PANI como de PPy) la misma llega a aproximadamente
55 °C. En la Figura 87 se muestra la diferencia en la apariencia de los materiales
nanocompuestos antes y después de la irradiacion con radiofrecuencias. Este experimento
es til con vistas a la utilizacion de estos materiales como matrices para el cargado con
alguna droga modelo, la cual luego podria ser expulsada por accion de las radiofrecuencias

logrando asi una liberacion controlada en el tiempo.

T<LCST T>LCST

Figura 87. Materiales nanocompuestos antes y después de ser irradiados con radiofrecuencias:
a) HG-NF PANI, b) HG-NP PPy y c) HG-NP PANI.
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IV.4 NIVEL SUPRAMOLECULAR
IV.4.1 Coloidosomas estabilizados con NP PANI

IV.4.1.1 Morfologiay tamafio

De acuerdo a la identificacion asignada en el capitulo de Materiales y
Metodologia, los coloidosomas numerados como Cy y Cz contienen NP PANI estabilizadas
con PVP, mientras que los numerados como Cz y Cs estdn formados por NP PANI
termosensibles (estabilizadas con PNIPAM). A su vez, debe recordarse que tanto C1 como
Cz son emulsiones formadas en ciclohexano, mientras que C y C4 se llevaron a cabo en 1-

octanol.

Para analizar la morfologia y tamafio de los coloidosomas formados en la emulsion
solvente organico - agua (NP PANI) se hizo uso de la técnica de microscopia Optica,
acoplando una cadmara y utilizando el programa computacional Motic Images 2.0 para

poder observar y cuantificar las dimensiones de las estructuras formadas.

En la Figura 88, (a) y (c) se muestran las imagenes para los coloidosomas formados
utilizando PVP como agente estabilizante de las NP PANI, en ciclohexano y 1-octanol
(C1y Cy, respectivamente). En tanto que en (b) y (d) puede observarse el tamafio de los
coloidosomas de NP PANI estabilizadas con PNIPAM en los dos tipos de solvente organico
(C3y C4). Analizando las imégenes correspondientes para los coloidosomas formados por
NP PANI estabilizadas con PVP en ciclohexano, puede afirmarse que el tamafio de las
estructuras supramoleculares formadas es menor a 100 um, habiendo logrado incluso
detectar coloidosomas menores a 20 um. Sin embargo, cuando las mismas nanoparticulas
son utilizadas para formar la emulsion con 1-octanol el tamafio se incrementa, llegando a
observar estructuras entre los 160 y 200 um. Nétese que siempre mantienen una forma de
esfera regular, pese a que se dificulte obtener muestras de coloidosomas monodispersos por
el método utilizado para su formacion. En el caso de las estructuras formadas a partir de la
combinacion de dispersiones de NP PANI estabilizadas con PNIPAM vy solventes de
naturaleza organica se puede realizar el mismo analisis que el anterior. En ciclohexano, se
pudo medir un didmetro de las esferas formadas cercano a los 170-190 pm, aungue también
se han encontrado coloidosomas de menor tamafio. Al utilizar 1-octanol el tamafo es

superior a los 200 um, detectando ademas la presencia de coloidosomas bien definidos de
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70 um de tamafio, pudiendo entenderse que los primeros mencionados estan formados por

aglomeracion de distintas estructuras de menor tamafio.

Figura 88. Medicion de tamafio de coloidosomas utilizando la camara acoplada al microscopio 6ptico: a) Cy,
b) Cs, C) Cy d) Ca.

Haciendo un analisis global de las fotografias expuestas puede decirse que al utilizar
las NP PANI con PVP como estabilizante (C1 y C2) los coloidosomas poseen una forma
esférica perfecta en ambos casos. Las que son estabilizadas con PNIPAM (Cs y C4) aunque
mantienen una forma esférica es menos definida, siendo esto mayormente notorio en 1-
octanol. Ademas, al utilizar el polimero termosensible, el tamafio de la estructura es

generalmente mayor y mas polidisperso.

Tras la observacion por microscopia Optica se procedié (en la medida que la
naturaleza de la muestra lo permitio) al analisis de las estructuras por microscopia
electrénica de barrido. Las muestras escogidas fueron aquellas en las que se utilizé
1- octanol como solvente (Cz y C4) para formar la emulsion debido a que el ciclohexano
dificultaba el proceso experimental de medida por la presion de vapor que presenta. En la
Figura 89 se muestra una imagen tomada mediante la técnica SEM de un coloidosoma del
tipo C.. Puede apreciarse que si bien ain mantiene la morfologia esférica que se vio por
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microscopia optica, se produce un colapso de la estructura organizada debido al alto vacio
que se aplica durante la medicion experimental. Sin embargo, el tamafio es concordante

con el obtenido anteriormente (entre 160 y 200 pum).

Figura 89. Imagen de un coloidosoma C, tomada por microscopia electronica de barrido. Barra de escala:
100 pm.

Los coloidosomas formados en 1-octanol estabilizados con NP PANI termosensibles
(C4) fueron también observados por microscopia SEM. Las imagenes de la Figura 90
muestran que, tal como se observd por microscopia Gptica, existen diferentes tamafios de
coloidosomas: algunos que superan los 250 um y otros que se aproximan a un tamafio de
70 um. Puede observarse el colapso de las nanoparticulas que estabilizan la estructura
debido a la naturaleza termosensible de PNIPAM, siendo la morfologia del coloidosoma es

muy similar a la ya observada por la otra técnica.

Figura 90. Imagenes de coloidosomas C, tomadas por microscopia electrénica de barrido. Barras de escala:
100 pm.
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En el Esquema 37 se diagrama a modo ilustrativo un ejemplo de la estructura
supramolecular obtenida en forma de coloidosoma, donde se puede apreciar que la
emulsion tipo Pickering se forma a partir del solvente organico que se encuentra rodeado
de la fase acuosa. Las particulas solidas de PANI, independientemente de sus

caracteristicas, acttan estabilizando la emulsion.

Solvente
Organico

Esquema 37. Diagrama ilustrativo de la estructura que poseen los coloidosomas obtenidos a partir de NP

PANI y un solvente organico.

1V.4.1.2 Propiedades electrénicas

Se ha mostrado ya el espectro UV-Visible de las NP PANI dispersas en agua
(seccién 1V.3.4.1.4). Con esto en vista, es posible confirmar que la PANI nanoparticulada
se encuentra en los coloidosomas mediante mediciones de espectroscopia de absorcion.
Para ello, cuidadosamente se tomd una alicuota de la emulsion formada por cada tipo de
nanoparticula en estado conductor y el solvente organico, midiendo luego los espectros
correspondientes. En la Figura 91 se muestran los resultados obtenidos en dichos

experimentos.
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Figura 91. Espectros UV-Visible de los diferentes coloidosomas: a) C1y Cy, b) C3y Ca.

Puede apreciarse que en todos los sistemas la banda conductora de la PANI se
mantiene presente (a partir de los 650 nm y se extiende hasta el infrarrojo cercano). La
banda de la transicion = = n* de los bencenoides entre los 300 y 400 nm también se puede
observar. Otro aspecto a destacar es el hecho de que la banda pierde la forma o se desdibuja
en el caso de utilizar 1-octanol para generar la emulsion utilizando PNIPAM como
estabilizante de las NP PANI, concluyendo que el solvente es un factor importante al

momento de analizar las propiedades electronicas de las estructuras organizadas.

Se ha estudiado también el efecto de pH sobre los coloidosomas generados. Esto se
realizé afiadiendo pequefias cantidades de una solucion de NaOH 0,1 M a las estructuras

en la emulsion. En estado sal esmeraldina (pH acido), el espectro UV-Visible de los
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coloidosomas muestra las bandas de absorcion caracteristicas a longitudes de onda cortas,
atribuyéndose el corrimiento hacia longitudes de onda mayores debido al en longitudes de
onda entre 740 y 800 nm debido a la transicion = > n* por la formacion del polarén. La
deprotonacion de la PANI por el cambio a pH 10 produce un cambio gradual de las bandas
de absorcion, y especialmente en la region comprendida entre 800 -550 nm. Esto ocurre en
los cuatro tipos de sistemas generados en esta Tesis (C1, C2, Cz3 y Cs). En la Figura 92

queda demostrado, a modo de ejemplo, el efecto de pH en el caso de coloidosomas C; en

ciclohexano.
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Figura 92. Efecto de pH sobre el espectro UV-Visible de los coloidosomas C;.

1IV.4.1.3 Termosensibilidad de las estructuras

Como se ha ensayado para las nanoestructuras presentadas con anterioridad, puede
utilizarse la técnica turbidimétrica para estudiar la termosensibilidad de los nuevos sistemas
generados. Para ello se escogio6 una longitud de onda en la que el material absorbe (600 nm)
y se midié la transmitancia en funcion del cambio de temperatura inducido por
calentamientos en bafios de agua. Este estudio se llevé a cabo para los coloidosomas que
contienen estabilizantes termosensibles (NP PANI estabilizadas con PNIPAM) en los dos
solventes: ciclohexano y 1-octanol (Cz y Cs, respectivamente). En la Figura 93 se muestran

los gréaficos correspondientes a la variacion de transmitancia en funcién de la temperatura.
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Figura 93.
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Ensayos turbidimétricos sobre los coloidosomas termosensibles: a) C3 y b) Ca.

En el caso de los coloidosomas en ciclohexano (a) puede observarse claramente que

a partir de 32 °C existe una pronunciada disminucion de la transmitancia de la dispersion,

llegando a cuantificarse en mas de un 40 % respecto a la transmitancia original. Tras esa

marcada inflexion en el grafico, a temperaturas superiores se mantiene relativamente

constante el nuevo porcentaje de transmitancia. Para los coloidosomas en 1-octanol el

efecto es similar (b), aunque la disminucién es progresiva y se extiende en un rango de

temperaturas que comienza a los 32 °C y finaliza cerca de los 38 °C. La disminucion

porcentual es de aproximadamente el 25 % en unidades de transmitancia. Se puede inferir

que, en ambos casos, los coloidosomas sufren un cambio morfologico por efecto térmico
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de acuerdo a la naturaleza del estabilizador termosensibles de las NP PANI. Este fendmeno
es totalmente esperable ya que la temperatura a la que se aprecia el cambio de turbidez de
la dispersion es la misma que la que se registrd al realizar los experimentos para las

nanoparticulas conductoras y termosensibles, las cuales poseen una LCST ~ 32 °C.1%®

Adicionalmente, el efecto térmico de las estructuras organizadas fue estudiado por
microscopia Optica, a medida que se generd un aumento gradual de la temperatura de la
muestra utilizando una platina calefactora en el microscopio. En la Figura 94 se puede
visualizar como debido al colapso de las nanoparticulas termosensibles, los coloidosomas
del tipo C3 comienzan a sufrir variaciones en su morfologia y a fusionarse entre ellos. Si
bien el efecto comienza a ser visible al superar la LCST del polimero termosensible (b), se

agudiza cuando dicha temperatura es ampliamente superada (c y d).

Figura 94. Efecto térmico sobre coloidosomas C3 observado por microscopia Optica.

Un estudio similar se realiz6 con los coloidosomas termosensibles identificados
como Ca. El resultado que se muestra en la Figura 95 indica que el fendbmeno es idéntico
al recientemente descripto para los coloidosomas Cs. De esta manera se puede concluir que
los coloidosomas que se estabilizan con NP PANI (PNIPAM) son sensibles a la
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temperatura, generandose cambios significativos en la estructura y morfologia, y por
consiguiente en el tamafio (fusion de varias estructuras) como consecuencia de que las
nanoparticulas utilizadas para estabilizar poseen la caracteristica de ser sensibles a un

estimulo externo como lo es la temperatura.

Figura 95. Efecto térmico sobre coloidosomas C4 observado por microscopia dptica.

1VV.4.1.4 Efecto fototérmico: irradiacion con radiofrecuencias

De igual manera que con los estudios realizados para materiales en otros niveles de
tamano, se ensayo el efecto fototérmico sobre las estructuras supramoleculares en cuestion.
En este caso en particular, por la naturaleza del material y la optimizacion de las
condiciones de trabajo experimental se escogié radiofrecuencias como fuente de irradiacion
para generar el efecto a estudiar. La potencia elegida fue la maxima permitida por el

dispositivo (1200 W) y los pulsos fueron de 5,9 segundos de duracion.

La irradiacion con radiofrecuencias es capaz de causar incremento de la temperatura
en los coloidosomas (efecto Joule). Los resultados se muestran en la Figura 96 para los
sistemas Cz y C4. En el caso de las estructuras generadas en ciclohexano, estabilizando con

NP PANI (PNIPAM) se logra alcanzar una variacion de temperatura entre el comienzo del
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experimento y su finalizacién de aproximadamente 13 °C en tan solo 180 segundos (3
minutos) de irradiacion. El incremento térmico puede considerarse muy notorio
especialmente durante los primeros 2 minutos. Cuando las mismas nanoparticulas se
utilizan para la formacion de los coloidosomas en 1-octanol y se lleva a cabo el estudio
fototérmico, se observa que el incremento de temperatura sigue una tendencia mas lineal
que en el caso anterior. Sin embargo, se logra una diferencia térmica un poco mayor:
AT ~ 16 °C. El hecho de utilizar uno u otro solvente organico con el mismo tipo de
nanoparticulas para la formacion y estabilizacion de las estructuras puede llegar a

considerarse la causa del comportamiento observado.
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Figura 96. Variacion de temperatura en funcion del tiempo de irradiacion con radiofrecuencias para los

coloidosomas termosensibles: a) C3 y b) Ca4. Temperatura inicial: 16 °C.
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Los experimentos recientemente discutidos fueron realizados junto a un seguimiento
secuencial de imagenes obtenidas mediante camara termogréafica infrarroja. De esta manera
se obtienen mapeos con informacidn térmica del proceso que ocurre, los cuales se muestran
en la Figura 97. Se puede apreciar la diferencia de temperatura en las distintas zonas,
siendo mayor en la zona donde se irradia (centro de la gota depositada) y disminuyendo a

medida que se aleja de la posicion central.

0 segundos de irradiacion

1355

32

Figura 97. Efecto fototérmico producido por irradiacién con radiofrecuencias a distintos tiempos: a) Cs y
b) Ca.
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En las imagenes reportadas es notable el hecho de que al ser los coloidosomas
expuestos a la accion de las radiofrecuencias se produce una aglomeracion de los mismos
debido a que se desestabilizan las estructuras organizadas. Esto se comprueba al observar
que la temperatura se incrementa mas en una parte de la gota que en otras (la seccién donde
se han aglomerado los coloidosomas tras el cambio conformacional del polimero

termosensible al arribar a su LCST).
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IV.5 NIVEL MOLECULAR

IV.5.1 Obtencién del copolimero PNIPAM-b-PANI

Tras el procedimiento sintético detallado en la seccion 111.1.6 del capitulo
Materiales y Metodologia, se obtuvo el copolimero bloque PNIPAM-b-PANI. En la
Figura 98 se propone la estructura final de la molécula resultante. El bloque m contiene al
polimero conductor (PANI), estando el mismo unido al bloque n (polimero termosensible,
PNIPAM) mediante el enlace tiol.

4HNO© O@g%

PNIPAM-b-PANI HN

Figura 98. Estructura quimica de PNIPAM-b-PANI.

IV.5.2 Propiedades de solubilidad

Una vez sintetizado y purificado el copolimero PNIPAM-b-PANI, se procedio a
analizar la solubilidad del mismo en diferentes solventes. Como ya se menciono, la PANI
es insoluble en agua y es relativamente soluble en muy pocos solventes.*® En la Figura 99
se muestra la comparacion de los dos polimeros (PNIPAM y PANI) con la macromolécula
sintetizada utilizando agua como solvente. Debido a que la molécula de PNIPAM posee
grupos de caracteristicas hidrofilicas, es posible solubilizar la misma en agua (a). En
cambio, es visible que la PANI es insoluble en agua antes de obtener el copolimero,
precipitdindose completamente (b). Sin embargo, PNIPAM-b-PANI se obtiene como un
copolimero que se mantiene soluble en solucién acuosa, tal como se aprecia en (c). El nuevo
copolimero obtenido presenta alta solubilidad en agua (8 g/100 mL) favorecida por el
bloque de PNIPAM.
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Figura 99. Comparacion de las diferentes dispersiones de los polimeros en agua: a) PNIPAM, b) PANI y ¢)
PNIPAM-b-PANI

Tras este primer ensayo, se procedié a evaluar la solubilidad de la macromolécula
sintetizada en una variedad de solventes organicos de distinta naturaleza. En la Tabla 19
se enlistan los solventes utilizados para el ensayo y se marca con una cruz (X) el resultado
de la experiencia (soluble, poco soluble o insoluble), segin corresponda. Se detecta
insolubilidad del copolimero en el caso de 1-octanol, tetracloruro de carbono, cloroformo,
diclorometano y ciclohexano. Sin embargo, el nuevo polimero puede ser solubilizado en
varios solventes, tales como: acetona, acetonitrilo, ciclohexanol, dimetilsulfoxido, etanol,
NMP, piridina, entre otros méas. En los resultados se observa ademés que la estructura
generada como PNIPAM-b-PANI es soluble en solventes en los que la PANI no lo es (ej.
etanol, isopropanol, tetrahidrofurano), por lo que evidentemente es el bloque
correspondiente al polimero termosensible quien le otorga la solubilidad a la
macromolécula debido a sus propiedades que difieren del polimero conductor. Sin
embargo, esto no significa que el copolimero es soluble en todos los solventes donde lo es
la PNIPAM, ya que por ejemplo esta tltima es capaz de disolverse en cloroformo, mientras
que PNIPAM-b-PANI es insoluble en este solvente. Este fendmeno puede deberse a que el
bloque conductor tiene baja solubilidad o mojabilidad, afectando la estructura final. De esta
manera, queda demostrado que el comportamiento de solubilidad de la macromolécula no
es trivial y no puede predecirse a partir de la solubilidad de cada uno de los blogues por
separado en los diferentes solventes. Este factor es muy importante ya que le otorga cierta
versatilidad desde el punto de vista de las potenciales aplicaciones practicas al nuevo

material generado.
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Tabla 19. Ensayo de solubilidad para PNIPAM-b-PANI en diferentes solventes a 20 °C.

Solvente Solubilidad

Insoluble Poco soluble Soluble
1-octanol X
Acetona
Acetonitrilo
Acido formico
Agua
Ciclohexano X
Ciclohexanol X
Cloroformo X
Diclorometano X
Dimetilsulfoxido
Etanol

Isopropanol
N-metilpirrolidona
Piridina
Tetracloruro de carbono X
Tetrahidrofurano

XX XX

XX XXX

X

IV.5.3 Caracterizacion espectroscopica: '"H NMR y FT-IR

Con el objetivo de corroborar la modificacion sintética realizada sobre la PNIPAM
para obtener el copolimero bloque termosensible y conductor se realizaron estudios de
espectroscopia NMR. Los resultados se muestran en la Figura 100, donde se compara a la
molécula de PNIPAM modificada con 4-ATF (a) con el del producto final obtenido:
PNIPAM-b-PANI (b). Puede apreciarse que ambas estructuras (a y b) presentan picos
similares: 6 = 1,13 (Ha, s, 6H, grupos isopropilo de la PNIPAM), 6 = 1,57 (Hq, 2H, cadena
polimérica), 8 = 2,00 (Hc, 1H, cadena polimérica), 6 = 3,70 — 4,00 (Hy, 1H de NIPAM). Sin
embargo, en el espectro de PNIPAM-b-PANI puede observarse un nuevo pico a
d =17,50 - 8,00 (He, correspondiente a los protones aromaticos de la PANI), evidenciando
que el polimero conductor creci6 a partir de la unidad terminal de 4-ATF en la PNIPAM
modificada.

Otra técnica espectroscopica (FT-IR) permitio corroborar la presencia efectiva de
PANI en el copolimero blogue. En la Figura 101 se muestra el espectro infrarrojo del
material sintetizado. En el espectro se pueden visualizar las bandas caracteristicas del
polimero conductor: 1500 cm™ y 1600 cm (estiramiento C = C y C = N, respectivamente).
Ademas, la aparicion de un nuevo pico a 1730 cm™ revela la presencia del polimero
termosensible, ya que corresponde al estiramiento C=0 que forma parte del grupo amida
de la NIPAM.
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Figura 100. Espectros de *H NMR: a) PNIPAM modificado con 4-ATF vy b) copolimero bloque

PNIPAM-b-PANI.
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Figura 101. Espectro infrarrojo de la macromolécula PNIPAM-b-PANI.

IV.5.4 Propiedades electronicas y conductoras

De la misma forma que se llevo a cabo para los otros niveles de tamafio estudiados

en esta Tesis Doctoral, la presencia de PANI pudo ser evaluada utilizando espectroscopia

UV-Visible. Las propiedades electronicas otorgadas al material por la presencia del bloque

PANI se muestran en la Figura 102. Como era esperable, se visualiza la banda
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correspondiente a la transicion = = =* en cercanias de los 350 nm. Sin embargo, es ain
mas importante y reveladora de las propiedades electronicas del material la aparicion del
polaron como una banda en longitudes de onda mayores a 750 nm, en la zona en que
comienza la region del infrarrojo cercano del espectro electromagnético. El cambio de las
bandas de absorcion UV-Visible de la solucion en medio &cido y basico fue también
corroborado, estando en concordancia con el efecto de pH estudiado en secciones anteriores
cuando la PANI cambia de estado sal esmeraldina (medio acido) a un estado no conductor
(medio basico), ocurriendo el corrimiento hipsocromico de las bandas descriptas

anteriormente.

0.6

—— PNIPAM-b-PANI (medio &cido)
—— PNIPAM-b-PANI (medio bésico)
05
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Figura 102. Espectro UV-Visible para la macromolécula en medio 4cido y bésico.

Adicionalmente, se evaluaron las propiedades conductoras del nuevo material
utilizando un electrodo interdigitado con dimensiones de 0,9 cm x 1,5 cm con un gap de
250 um sobre el que se deposito la molécula de PNIPAM-b-PANI, controlando el volumen
de la gota. Tras ello, se procedié a medir la resistencia eléctrica utilizando un voltimetro,

arrojando ésta un valor promedio de 3,14 x 10° Q.

Con el dato de resistencia, fue posible el calculo de la resistividad del material,

arribando a la misma por medio de la Ecuacion 11.

ld

p=— R Ecuacion 11
w
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Donde R es la resistencia, | y d se relacionan con la seccidn transversal (obtenidas a partir

del volumen de la gota medido y su diametro) y w es la dimension del gap en el electrodo.

Tomando el valor de 2,16 x 10®° ¢cm, d = 0,7 cm y siendo w = 250 x 10* cm y
R = 3,14 x 10° Q, el valor de p resulta 1899,07 © cm. Luego, es posible conocer el valor
de conductividad (o) del depdsito de copolimero sobre el electrodo tomando la inversa de

la resistividad, segun la Ecuacion 12.

oc=1/p Ecuacion 12

o = 527 x 10 (Q cm)?

Si bien el valor de conductividad medido experimentalmente puede llegar a parecer
relativamente bajo comparado con la PANI masiva, debe recordarse que en este caso la
PANI se encuentra formando Unicamente un solo bloque del copolimero, estando el otro
blogque constituido por el polimero de naturaleza termosensible (PNIPAM), el cual no es
conductor. Teniendo en cuenta las condiciones de sintesis y los pesos moleculares de ambos
polimeros, la proporcion de PANI en la macromolécula es relativamente baja, por lo que
es razonable dicho valor de conductividad (~10™* (Q cm)™). Ademas, se han encontrado
antecedentes de modificaciones sobre la molécula del mismo polimero conductor para
obtener copolimeros donde la conductividad que se mide concuerda con el valor al que se

arribd en esta Tesis.2%*

Posteriormente, el depdsito fue expuesto a vapores de propanol en ciclos de 6 minutos
de contacto-remocion del vapor con la muestra. El resultado de la experiencia se muestra
en la Figura 103. Puede observarse claramente que, al contener el copolimero el bloque
conductor de PANI, es capaz de sensar el vapor de propanol en el ambiente. Inicialmente,
la resistividad se cuantifico en 2 x 10° Q, aumentando su valor (disminuciéon en
conductividad) cuando la molécula es puesta en contacto con los vapores del alcohol hasta
llegar a 1,4 x 107 Q. Después de la eliminacion de los vapores, la sefial retorna a los valores
de resistividad original en pocos segundos. Este comportamiento es reversible y esta en
acuerdo con los reportes de otras estructuras que contienen PANI existentes en la
bibliografia. 3 La capacidad de sensado frente a los cambios del entorno (en este caso a
los volatiles de los vapores de propanol) hace que el material sea un potencial candidato

para ser aplicado en dispositivos del tipo narices electronicas.3?*
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Figura 103. Comportamiento de PNIPAM-b-PANI como sensor al ser expuesto a vapores de propanol.

IV.5.5 Propiedades termosensibles

Como se menciono en la seccion anterior, la PANI es la responsable de otorgarle
conductividad y propiedades electronicas al copolimero sintetizado. Por otra parte, el
bloque de PNIPAM sera quien le suministre la termosensibilidad a la estructura
macromolecular.

En este sentido, se ensay0 cualitativamente el efecto de aumento de la temperatura
de una dispersion de la macromolécula desde 25 °C hasta 42 °C, controlada por un
termostato. Como puede apreciarse en la fotografia de la Figura 104 se produce el colapso
del material, siendo evidente el fenémeno de aglomeracion en forma macroscopica. La

dispersion retorna a su estado original al enfriarse, demostrando un efecto térmico
reversible.
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Figura 104. Solucion de PNIPAM-b-PANI a 25 °C y 42 °C.

Es posible hacer también en el caso de PNIPAM-b-PANI un estudio cuantitativo
del comportamiento termosensible al utilizar la técnica turbidimétrica, tal como se realiz
en otros niveles de tamafio estudiados. La termosensibilidad a nivel de la macromolécula
muestra un colapso al arribar a la temperatura comprendida entre 32 y 33 °C tal como puede
apreciarse en la Figura 105 por una marcada disminucion de la transmitancia que ocurre
a esa temperatura (inflexién en el grafico), llegando a valores infimos tras superar los 35
°C. Esto es indicativo de que la LCST del polimero termosensible se mantiene en cercanias
de los 32 °C, pese a que ahora la PNIPAM se encuentra en forma de un copolimero bloque
junto a la PANI.
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Figura 105. Ensayo turbidimétrico de PNIPAM-b-PANI al variar la temperatura.
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IV.5.6 Efecto sinérgico en el copolimero

Si bien se ha estudiado en forma independiente el comportamiento electronico-
conductor y termosensible de la macromolécula PNIPAM-b-PANI, en este apartado se
demostrara el efecto sinérgico de ambas propiedades en un mismo material. Es decir, se
ensaya como la absorcion de radiacion por parte del polimero conductor en un bloque es
capaz de provocar un cambio en el otro blogue (termosensible) de la molécula.

En la Figura 106 es posible apreciar fotografias opticas del cambio de aspecto de una
gota de PNIPAM-b-PANI tras ser irradiada con luz NIR, en las mismas condiciones que se
realiz6 con las nano/microparticulas anteriormente. No6tese que el colapso se evidencia por
la formacion de agregados a partir de los 5 minutos de irradiacion, haciéndose esto mas

notable a medida que transcurre el tiempo hasta llegar a los 15 minutos de irradiacion.

grf'ﬂlTﬁfjj

15 minutos

Figura 106. Fotografias de una gota de PNIPAM-b-PANI en funcién del tiempo de irradiacién con luz NIR.

Este fendbmeno también fue monitoreado mediante la cAmara termografica infrarroja.
El resultado se expone en la Figura 107 y da indicio de la distribucion de temperaturas,
mostrando que el calentamiento producido ocurre en forma localizada tras 5 minutos de
irradiacion.. Las imagenes que comparan el inicio con el final del experimento se muestran

como perfiles de temperatura en 3D en la Figura 108.
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Figura 107. Imagenes obtenidas con camara infrarroja tras irradiacion de luz NIR (5 minutos).

Figura 108. Perfiles 3D construidos durante la medicion con camara infrarroja tras 5 minutos de irradiacion
de la gota correspondiente a la macromolécula PNIPAM-b-PANI: a) antes de irradiar y b) tras irradiacion
NIR (15 minutos).

Adicionalmente, haciendo uso de microscopia de fuerza atomica, se evalud el
cambio que ocurre por la formacion de los agregados mencionados y observados en las
fotografias Opticas. Para ello, se depositd una gota sobre una superficie de mica y se
tomaron las imagenes de AFM antes de irradiar y tras 2 minutos de irradiacion con luz NIR.
Los resultados se muestran en la Figura 109. Es evidente el colapso de la macromolécula
dado por el efecto sinérgico: el bloque conductor absorbe la energia proveniente de la luz
NIR, lo cual se traduce en un incremento de la temperatura local, induciendo asi al colapso
del polimero termosensible al alcanzar la LCST correspondiente. Es por ello que tras la
irradiacién, la morfologia de la superficie cambia completamente: se forman glébulos o
agregados de unos pocos nanometros, mientras que en el estado inicial la superficie
presenta homogeneidad en su totalidad. Este comportamiento es similar al que fue
observado para superficies generadas a partir de hidrogeles basados en PNIPAM.Y" El
fendmeno recientemente descripto es interesante ya que permitiria la aplicacion de este tipo

de compuestos como superficies sensibles a cambios inducidos fototérmicamente o
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recubrimientos con un control de las propiedades hidrofilicas-hidrofobicas por irradiacién

a distancia.
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Figura 109. Imégenes tomadas por microscopia AFM: a) antes de irradiar y b) tras 2 minutos de irradiacion

con luz NIR.

A su vez, se construyd un perfil de variacion de temperatura de la solucién del
copolimero blogque en funcién de tiempo de irradiacion con luz NIR, evaluando el efecto
fototérmico. En la Figura 110 se muestra el gréafico obtenido para dicha experiencia. Se
observa un incremento de temperatura de mas de 8 °C, lo cual es alentador para su
utilizacion en terapia fototérmica. Puede compararse el aumento de temperatura del medio
(agua), el cual no supera los 3 °C en los 15 minutos de irradiacion, permitiendo atribuir a

la presencia del polimero conductor en la macromolécula la causa del efecto fototérmico.
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Figura 110. Incremento de temperatura de PNIPAM-b-PANI generado por irradiacion con luz NIR.

Temperatura inicial: 20 °C.
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IV.6 INTERACCION DE LOS MATERIALES CON SISTEMAS BIOLOGICOS

En esta seccion se muestran estudios referidos a viabilidad celular, toxicidad y
teratogenicidad de algunos de los materiales con los que se trabajo en el transcurso de la
Tesis Doctoral. Los mismos fueron realizados en colaboracion con integrantes del
Departamento de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Quimicas
y Naturales de la UNRC (grupos de investigacion de la Dra. E. Inés Yslas y el Dr. Pablo
Bosch) y con investigadores de la Universidad de Chile (grupo de investigacion del Dr.
Marcelo J. Kogan).

V1.6.1 Viabilidad y citotoxicidad

VI1.6.1.1 Comportamiento celular de T3T-L1 frente a hidrogeles termosensibles y
semi-1PN con PANI

Haciendo ensayos de viabilidad celular es posible conocer acerca de la toxicidad del
material. En una primera instancia se determing la viabilidad para soluciones del polimero
conductor (PANI) en el solvente que se utilizd para la impregnacion de los hidrogeles
(NMP) haciendo uso de las técnicas MTT vy cristal violeta. Ademas de comparar respecto
al control celular, se comparé con NMP pura. En la Figura 111 se muestran los resultados
obtenidos por el método de MTT (a) y utilizando cristal violeta (b). En ambos casos se
puede observar gque la viabilidad celular disminuye a medida que se realizan diluciones del
polimero conductor en la NMP, obteniendo a partir de la dilucion 1:1000 una viabilidad
similar a la del control. Otro dato importante es que la NMP por si sola como solvente
disminuye la cantidad de células viables, independientemente del método utilizado para

medir la viabilidad.

-190-



Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores

RESULTADOS'Y DISCUSION
a
0.8
0.7
<
=) 0.6
(5]
S 05
5]
o
5 04
(%2}
o]
< 03
0.2
0.1
0.0
Control PANI/NMP 0,05 g/L PANI/NMP 0,05 g/L PANI/NMP 0,05 g/L
1:100 1:1000 1:10000
0.6
05
<
3 0.4
oo
203
(3]
2
o
202
<
0.1
0
Control PANI/NMP 0,05 g/L PANI/NMP 0,05 g/L PANI/NMP 0,05 g/L
1:100 1:1000 1:10000

Figura 111. Ensayos de viabilidad celular sobre T3T-L1 realizado mediante: a) técnica MTT y b) tincién con
cristal violeta.

Posteriormente, se realizé el ensayo para conocer viabilidad utilizando la técnica de
cristal violeta para los distintos tipos de hidrogeles sintetizados: PNIPAM-co-2%AMPS y
el semi-IPN, compardndolos con un hidrogel con PANI sintetizada in situ. En la
Figura 112 se puede observar que la toxicidad es relativamente baja, resultando ser un
porcentaje menor para los semi-IPN sintetizados por la absorcion de la solucion de
polimero lineal dentro de la matriz de hidrogel termosensible respecto a los otros dos
materiales. Sin embargo, puede decirse que en general la viabilidad celular no sufre una
disminucion abrupta o apreciable.
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Figura 112. Ensayo de cristal violeta para los hidrogeles sin modificar, nanocompuestos e interpenetrados
con PANI.

VI1.6.1.2 Comportamiento celular de T3T-L1 frente a nanogeles PNIPAM-co-
2%AMPS

Para comprobar que los nanogeles no afectan por toxicidad la linea celular de estudio
(3T3-L1) se realizaron con ellos los ensayos de viabilidad celular por MTT y cristal violeta,
en un procedimiento analogo a lo mostrado para los materiales macroscopicos. En ambos
experimentos, se midio para diferentes diluciones en el medio DMEM de la dispersion de
nanogeles obtenidas tras el proceso de sintesis: 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000. En la
Figura 113 puede apreciarse que como los nanogeles no causan disminucion de viabilidad
en dicha linea celular e incluso las absorbancias son en algunos casos ser mayores que para
el control, lo cual estaria indicando que hay un aumento del nimero de células que estan
uniéndose al compuesto coloreado debido a procesos de proliferacion celular,

especialmente cuando se evalUa la toxicidad por el método de cristal violeta.

-192-



e
“NH[ Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores
leaass)
a4

RESULTADOS Y DISCUSION

Absorbancia (u.a.)
(=] o (=] (=]
R T S S

e
pal

S
=}

Control NG 1:10 NG 1:100 NG 1:1000 NG 1:10000

=
e
Q

e
o
A

’;:“0.5 . I
2
204
=
2023
—_
2
= 02
0.1
0
Control NG 1:10 NG 1:100 NG 1:1000 NG 1:10000

Figura 113. Viabilidad celular de nanoparticulas de gel medida medida por distintas técnicas: a) MTT y b)

ensayo de cristal violeta.

VI1.6.1.3 Comportamiento de la linea celular de neuroblastoma humano SHSY-5Y
frente a NP PANI

Se han estudiado los efectos citotoxicos de las nanoparticulas sintetizadas por el
método de IUPAC modificado segun se explico en la seccion 111.1.4.4. Al utilizar distintas
proporciones de agentes estabilizantes (PVP y PNIPAM) se obtuvieron dos tamafios de
particulas diferentes como se vio por DLS. También se realizo el mismo ensayo utilizando
las nanoparticulas de PANI sintetizadas por el método de desplazamiento de solvente, las
cuales poseen un tamafio menor a los 100 nm. Los estudios se llevaron a cabo en la linea
celular de neuroblastoma humano SHSY-5Y. Se evalud dicha toxicidad a dos tiempos
diferentes: 24 y 48 horas (Figura 114).
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Figura 114. Efectos citotéxicos de NP PANI sobre la linea celular SH-SY5Y': a) citotoxicidad a 48 horas y

b) citotoxicidad a 48 horas. C+: control de vida C-: control de muerte. Se trabaj6 con un grupo de datos n = 15
y un error P < 0.0001.

A partir de los resultados obtenidos, puede inferirse que las NP PANI sintetizadas
por polimerizacion oxidativa, utilizando tanto PVP como PNIPAM como agentes
estabilizantes, no ejercen efectos toxicos significativos en el modelo celular estudiado,
detectando incluso en bajas concentraciones fendmenos de proliferacion celular. En el caso
de las NP PANI sintetizadas por desplazamiento de solvente haciendo uso de PVP como
agente polimérico estabilizante se observan efectos letales significativos sobre la linea
SHSY-5Y, especialmente cuando se trabaja a altas concentraciones de nanomaterial.
Probablemente la causa se la disminucién en la viabilidad celular se deba a la presencia del

solvente NMP, aunque el tamafio de las nanoestructuras puede también ser una causa del
fendmeno observado.
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V1.6.2 Morfologia celular

V1.6.2.1 Efecto de hidrogeles sobre la morfologia y densidad celular de T3T-L1

Utilizando la linea celular T3T-L1, se pusieron en contacto las células con las
superficies de los materiales. De esta manera es posible observar si las mismas se ven
alteradas por la presencia de los diferentes tipos de hidrogeles: sin interpenetrar, semi-
interpenetrados y con PANI incorporada por polimerizacion in situ. En la Figura 115 se
muestran las fotografias tomadas por microscopia Optica para dos aumentos diferentes: 10X
y 20X. Puede observarse que en el hidrogel PNIPAM-co-2%AMPS no hay cambio
morfolégico ni en la densidad celular (c y d) respecto al control de las células en el medio
de cultivo DMEM. Para los hidrogeles con PANI polimerizada en su interior (e y f)se
observa que existe una diferencia significativa respecto al control (a y b) y al hidrogel
termosensible que no se puso en contacto con la PANI. En este caso al ponerse en contacto
con las células, el material desprende particulas o partes del polimero, mostrando ademas
un cambio morfoldgico en las células y disminuyendo la densidad de las mismas sobre el
gel y sus cercanias. Esto permitiria inferir que puede existir algin efecto citotoxico. Por
altimo, en los hidrogeles semi-interpenetrados con PANI desde NMP (g y h) no se ven
alteraciones de ningun tipo en las células ni en el material si se compara con el control y la
matriz de PNIPAM-co-2%AMPS.
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Figura 115. Células T3T-L1 sobre superficies de hidrogeles: a) control 10X, b) control 20X, c) hidrogel
PNIPAM-c0-2%AMPS 10X, d) hidrogel PNIPAM-co-2%AMPS 20X, e) hidrogel con PANI polimerizada in
situ 10X, f) hidrogel con PANI polimerizada in situ HG NC 20X, g) hidrogel semi-IPN con PANI 10X y h)
hidrogel semi-IPN con PANI 20X.

V1.6.2.2 Células 3T3-L1 en presencia de nanogeles PNIPAM-co-2%AMPS

Al exponer la células 3T3-L1 al contacto con los nanogeles sintetizados segun se
mostré en la seccién 111.1.4.1 se observa que la morfologia celular tipica de los fibroblastos
(tipo ahusada) no se modifica (Figura 116). El experimento se realiz6 observando en un
aumento 30X, comparando el control correspondiente al medio DMEM (a) con tres
concentraciones diferentes de nanogeles: 1/10 (b), 1/100 (c) y 1/1000 (d). El resultado del
estudio revela que la morfologia celular se mantiene, independientemente de la

concentracion de nanogeles utilizada.
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Figura 116. Imagenes tomadas por microscopia 6éptica (aumento 30X) para la observacion de la morfologia

celular al exponer a diferentes concentraciones de nanogeles: a) control, b) dilucién 1/10, c¢) dilucién 1/100 y
d) dilucion 1/1000.

V1.6.3 Toxicidad y teratogenicidad en modelo anuro Rhinella arenarum

En los ultimos afos existe una creciente utilizacién de nanomateriales, por lo que se
considera necesaria la evaluacion de los posibles efectos adversos en los seres humanos y
en el medio ambiente en caso de que los mismos sean producidos en gran escala. Es por
ello que determinar el peligro asociado a las NP PANI en el medio ambiente (en términos
de toxicidad aguda y teratogenicidad en Rhinella arenarum) es una cuestion de
considerable importancia.

V1.6.3.1 Toxicidad aguda: efectos letales en estado de larva S.25

La susceptibilidad de las larvas de R. arenarum frente a las NP PANI durante la etapa
S.25a de desarrollo se evalud mediante la exposicién de las larvas a diferentes
concentraciones de nanoparticulas durante 96 horas, corroborando luego el porcentaje de

supervivencia. Dicho ensayo corresponde a una prueba estandarizada empleando larvas de
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anfibios para evaluar la toxicidad aguda. En la Figura 117 puede observarse el porcentaje
de supervivencia de las mismas frente a la exposicion de NP PANI estabilizadas con PVP
(@) y PNIPAM 1%-PVP 1% (b).
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Figura 117. Porcentaje de supervivencia de las larvas de Rhinella arenarum en un tiempo de 96 horas de

exposicion frente a: a) NP PANI estabilizadas con PVP y b) NP PANI estabilizadas con PVP 1% - PNIPAM
1%.

Tras el analisis de los resultados expuestos puede inferirse que la supervivencia de
las larvas no se vio afectada por NP PANI estabilizadas con PVP a concentraciones entre
182-1240 mg/L. Los resultados arrojan que no hay diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de viabilidad respecto al control. Sin embargo, a una
concentracion de 1395 mg/L se observé una disminucion estadisticamente significativa en
el alcance de la supervivencia, llegando a un valor del 70 + 2 %. En concordancia con lo
anterior, a mayor concentracion de estas nanoparticulas (1550 mg/L), la tasa de

supervivencia se redujo a 16 + 2 %. Cabe destacar que el ensayo con el estabilizante en
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ausencia de PANI no disminuyo la viabilidad. En resumen, los resultados indican que hay
una tolerancia a la exposicion de NP PANI (PVP) en la fase larvaria S.25a una
concentracion de 1240 mg/L. Por otra parte, al evaluar la toxicidad de las NP PANI con
PNIPAM como agente estabilizante se registraron diferencias en comparacion con las
estabilizadas con PVP. Como se deduce de la Figura 117, el efecto letal se registrd a una
concentracion menor que para las NP PANI (PVP): 750 mg/L. La toxicidad de las
dispersiones de ambos tipos de nanoparticulas fue dependiente de la dosis, registrandose
una tolerancia casi dos veces mayor para las estabilizadas con PVP (efecto letal a partir de
las concentraciones 1395 mg/L) en comparacion con las termosensibles (efecto letal a
partir de las concentraciones 750 mg/L). También puede observarse en el mismo grafico
que la mezcla de estabilizantes (al 1% cada uno) tampoco causd ningun efecto letal.
Adicionalmente, se estudio la toxicidad haciendo uso de andlisis probabilistico. Las

concentraciones detectadas se detallan en la Tabla 20.

Tabla 20. Resultados arrojados por el analisis probabilistico de la exposicion a NP PANI de larvas en estadio
S.25.

Anélisis NP PANI NP PANI
(PVP) (PVP-PNIPAM)
Concentracion sin efecto observado (NOEC) 936,20 mg/L 484,82 mg/L
Concentracion letal media (LCso) 1170,47 mg/L 1501,50 mg/L
Concentracion letal 99% (LCao) 2408,20 mg/L 2778,69 mg/L

Segln los datos mostrados de la tabla, tanto LCso, LCo9 Yy NOEC se obtuvieron a
valores menores para las nanoparticulas estabilizadas con ambos polimeros que para las
que solo estan estabilizadas por PVP. Teniendo en cuenta que hay una diferencia de tamafio
entre ambos tipos de nanoestructuras, podria inferirse que existe un efecto tdxico
dependiente del tamafio de las NP PANI. Sin embargo, considerando el LC de ambas
dispersiones, pueden ser clasificados como materiales no toxicos para los organismos
acuaticos, de acuerdo con lo reportado por Sanderson y Blaise para la evaluacion del

potencial peligro ecotoxicoldgico.325 326
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V1.6.3.2 Ensayos de teratogenicidad: efecto de desarrollo en las primeras fases de vida

El ensayo teratogénico de ambos tipos de NP PANI en embriones de R. arenarum se
Ilevé a cabo mediante la observacion de los efectos embriotdxicos en la exposicion continua
a partir de principios de blastula (S.2-S.4) durante un periodo de 96 horas. La
susceptibilidad de los embriones se evalué a diferentes concentraciones de NP PANI
estabilizadas con PVP y PVP 1%-PNIPAM 1%. Se expresaron efectos subletales como
anomalias morfoldgicas que involucran a la teratogénesis y la reduccion de tamafio del
cuerpo. Durante la prueba, la tasa de embrion teratogénico aumentd con el incremento de
la concentracion de exposicion en ambos tipos de dispersion de nanoparticulas como se
observa en la Figura 118. Analizando los resultados correspondientes a las nanoesferas
estabilizadas con PVP (a), se observaron diferencias estadisticamente significativas por los
efectos subletales entre las diferentes concentraciones del nano-objeto y la evaluacion de
su estabilizante polimérico (PVP 2% en PBS en distinta proporcién segun la solucion de
prueba). Estos resultados sugieren un efecto subletal de ambos (NP y estabilizante) por lo
que puede atribuirse al estabilizante el efecto mencionado. Ademas, en la Figura 119 se
observa que el efecto letal de NP PANI estabilizadas con PVP en los embriones expuestos

se vio aumentado gradualmente a medida que las concentraciones fueron mayores.
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Figura 118. Porcentaje de embriones con morfologia normal tras 96 horas de exposicion a: a) NP PANI
estabilizadas con PVP y b) NP PANI estabilizadas con una mezcla de PVP y PNIPAM en idénticas
proporciones. Controles: PBS y RS.
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Figura 119. Porcentaje de mortalidad de embriones tras 96 horas de exposicion a diferentes concentraciones
de NP PANI (estabilizadas con PVP) y PVP 2% en PBS, comparados con el control.

Los porcentajes de mortalidad (efectos letales) asi como los porcentajes de
malformaciones (efectos subletales) en embriones prematuros también se sometieron a
analisis probabilistico. Para las NP PANI (PVP), result6 el NOEC en 26,9 mg/L, la
concentracion teratogénica media (TCso) fue 299,5 mg/L y la concentracion teratogénica
(TCog9) se estimd en 3327,6 mg/L. Por otro lado, para las concentraciones de PVP subletales,
NOEC fue estimado en 44,7 mg/L, TCso en 426,6 mg/L y TCeg 4073,6 mg/L. En cuanto a
las nanoparticulas termosensibles, el efecto subletal fue menos grave que para las otras: la
combinacion de dos estabilizantes no produjo efectos subletales ni efecto letal en las
concentraciones ensayadas. Este resultado sugiere que los dos polimeros estabilizantes (un
porcentaje de 1% de PVP mas la adicion de PNIPAM 1%) logra disminuir el efecto
teratogénico del NP PANI estabilizadas con PVP. Sin embargo, malformaciones producto
de la exposicion de NP PANI (PVP-PNIPAM) también se observaron (a partir de la
concentracion de 500 mg/L), como mostro la Figura 118b. De acuerdo con el anélisis de
probabilidad, las concentraciones subletales para estas nanoparticulas fueron las siguientes:
NOEC estimado en 142,8 mg/L, TCso fue 868,3 mg/L y TCgo fue igual a 5279,1 mg/L.
Como se puede apreciar en la Tabla 21, todas las estimaciones son mayores para NP PANI
que contienen la mezcla PVP-PNIPAM como agente estabilizante.
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Tabla 21. Resultados arrojados por el analisis probabilistico para larvas en estadio S.2-S.4 al ser expuestas a
NP PANI.

Anélisis PVP 2% NP PANI NP PANI
(PVP) (PVP-PNIPAM)

Concentracion sin efecto observado 44,7 mg/L 26,90 mg/L 142,8 mg/L
(NOEC)

Concentracion teratogénica media 426,6 mg/L 299,5 mg/L 868,3 mg/L
(TCs0)

Concentracion teratogenica 99% 4073,4 mg/L 3327,6 mg/L 5279,1 mg/L
(TCo0)

El indice Teratogénico (IT) es una medida del riesgo de un xenobidtico determinado
sobre el desarrollo temprano de una especie. Si el valor es significativamente superior a 1,5
significa que existe un mayor potencial para que los embriones se encuentren malformados,
en ausencia de significativa mortalidad. EI mismo puede conocrse a partir de la

Ecuacion 13.3%

LC 5
IT ===22 Ecuacion 13
TCso

Este indice fue calculado para las NP PANI termosensibles resultando ser 1,35;
mientras que para el NP PANI (PVP) arroj6 un valor de 5,01. Para este ultimo caso indica
un gran potencial para ejercer malformacion en embriones en ausencia de significativa
mortalidad embrionaria. Segun los resultados expuestos anteriormente, las NP PANI
estabilizadas con PVP son mas teratogénicas que las estabilizadas con PVP-PNIPAM,
pudiendo atribuirse esto a la toxicidad que es agregada por el PVP que se utiliza como

agente estabilizante al 2% p/v.
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IV.7 APLICACIONES DE LOS MATERIALES SINTETIZADOS

IV.7.1 Sensores de presion

Debido a que la PANI a pH &cido se encuentra en su forma conductora y teniendo en
cuenta los resultados obtenidos en los experimentos de compresion uniaxial para
determinar el modulo de elasticidad de los hidrogeles PNIPAM-c0o-2%AMPS semi-
interpenetrados con PANI, puede estudiarse el comportamiento del material en cuanto a la
conduccién de la corriente eléctrica a través de él. Experimentos similares se realizaron
previamente para los materiales nanocompuestos con polianilina polimerizada in situ.??°
En la Figura 120 puede observarse claramente el efecto de la presion sobre la
conductividad del material semi-IPN, donde se mide la resistencia eléctrica como una
funcidn de la compresion de un cilindro de hidrogel tras 14 dias de impregnacion con PANI
y luego llevado a un pH 2 (dopado). La resistencia eléctrica en el hidrogel disminuye en
forma lineal a medida que aumenta la presion efectuada (mayor compresion). Se logra asi

una disminucion de 8 kQ para un ~25 % de compresion.

64 |-
o\\
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Figura 120. Resistencia eléctrica en funcion del estrés de un material semi-IPN basado en
PNIPAM-co- 2%AMPS con 14 dias de carga de PANI estabilizada a pH 2 a 20°C.
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El cambio de resistencia relativa al realizar una compresion puede cuantificarse a
través del factor Gauge (G), y es dependiente del esfuerzo (¢) como se muestra en la

Ecuacién 14:

R .,
—=G+x*¢ Ecuacion 14
RO

Generalmente, dicha ecuacion se utiliza en medidas de deformacion de metales v el
valor de G se aproxima a 2 cuando los esfuerzos son bajos.3?® Para otros materiales como
son los materiales compuestos, la conductividad es dependiente del esfuerzo. En un
nanocompuesto o material interpenetrado, la aplicacion del esfuerzo es capaz de producir
cambios en el espaciado de las particulas o aglomerados de polimero conductor. Esto se
traduce en grandes cambios de resistividad. Un aumento de G implica una mayor
sensibilidad del material a los cambios de resistividad.

A partir de los resultados mostrados en la Figura 120, se ha calculado los valores de
G para el hidrogel semi-IPN. Existiendo una relacion AR/Rg = 0,067 se obtuvo un factor
Gauge igual a 0,950. Comparando este valor con el de un hidrogel con PANI crecida in

situ, es cinco veces menor (AR/Ro = 0,395; factor Gauge igual a 5,640).27°

Teniendo en cuenta estos resultados y los referidos a propiedades mecéanicas de los
hidrogeles semi-IPN generados en esta Tesis, es posible representar el mecanismo que
muestra la sensibilidad del material frente a variaciones de presion (Esquema 38). En el
material semi-IPN la cadena conductora de PANI tiene mayor interaccién con las cadenas
de PNIPAM cuando se encuentra en estado hinchado y existen asi puntos de contacto de
acuerdo a la distribucion espacial del polimero conductor, siendo la presion aplicada
suficiente para alterar la resistencia eléctrica del material. En el caso de materiales
nanocompuestos reportados con anterioridad, es probable que algunos nanodominios de
PANI se aislen en el polimero hinchado y se pongan en contacto cuando el material es
deformado, generando trayectorias que son capaces de conducir la corriente eléctrica,

traduciéndose en una disminucion de la resistencia.
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Esquema 38. Representacion de la distribucion de PANI dentro de una matriz de hidrogel, antes y después

de aplicar presion externa. Comparacion del material semi-IPN con un nanocompuesto.

IVV.7.2 Actuadores termoactivados

El aumento de los puntos de contacto por la presion aplicada en el material
PNIPAM-co-2%AMPS semi-IPN con PANI es significativo y permite asi proponer su uso
en un dispositivo tecnoldgico como interruptor térmico. Esto se debe a la capacidad que
posee el material para colapsar, otorgada por el polimero termosensible. El interruptor
térmico se puede construir colocando una muestra cilindrica de gel entre dos placas de
aluminio conectadas a un multimetro. El sistema se encuentra termostatizado (20 °C) en
una placa. En estas condiciones se mide la resistencia eléctrica, la cual resulta 540 kQ
aproximadamente. Durante el aumento de temperatura del sistema, se alcanza la
temperatura de transicién de fase (47 °C) y se observa una disminucién de la resistencia
eléctrica a 350 kQ. Es decir, hay colapsos radiales del cilindro, los puntos de contacto entre
las cadenas de PANI se incrementan y se traduce en un aumento de la conductividad
eléctrica. Cuando se supera la LCST (> 47 °C) el volumen de material compuesto
disminuye y el punto de contacto entre el compuesto y el electrodo se pierde (~ 11000 kQ).
De esta manera, la sefial eléctrica se interrumpe. Al disminuir la LCST, el hidrogel
semi-interpenetrado vuelve a hincharse y la sefial eléctrica se recupera. En la Figura 121

se muestran imagenes del proceso detallado anteriormente.
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Figura 121. Fotografias y lectura de la resistividad eléctrica del material semi-IPN entre dos placas de

aluminio conectados a un multimetro a diferentes temperaturas: a) 20 °C, b) 48 °C y c) 55 °C.

1VV.7.3 Sensores resistivos

En esta seccion se aborda la aplicacion de las peliculas delgadas de PANI vy las
NF PANI (sin modificar y modificadas, tanto por adicion nucleofilica como sustitucién
electrofilica aromética) como sensores a cambios de resistencia. Para ello, los sensores
construidos fueron expuestos a vapores de diferentes compuestos organicos: metanol
(MeOH), etanol (EtOH), propanol (PropOH), butanol (ButOH), pentanol (PentOH) y
heptano (Hept). Todos los datos obtenidos son comparados con aire, teniendo control de la
humedad relativa (HR).

IV.7.3.1 Obtencion de la sefial generada por cambios de resistencia

Haciendo uso de la Ecuacion 15 es posible cuantificar los cambios de resistencia,

expresada como S (Sefial) al normalizarse:
~ R .,
Sefial (S) = g/RO Ecuacién 15

donde Ro es la resistencia inicial y Rg es la diferencia entre la resistencia inicial (Ro) y el

valor final del ciclo para cada gas (vapor de compuesto organico).

A modo de ejemplo, en la Figura 122 se pueden apreciar los cambios de
resistencia en el tiempo en el caso de exposicion a los vapores de propanol y butanol para

sensores en base a PANI con diferente morfologia.
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Figura 122. Respuesta tipica de los sensores: a) NF PANI expuesta a propanol, b) pelicula PANI expuesta a
propanol, ¢) NF PANI expuesta a butanol y d) pelicula PANI expuesta a butanol. Las flechas indican
exposicién (naranja) y remocion (azul) al vapor.

En la Figura 123 se muestran los valores de sefial de cada uno de los sensores
calculados a partir de la Ecuacion 15. Como puede observarse, tanto para PANI como para
PANI funcionalizadas, las sefiales frente a un mismo vapor son diferentes (en cuanto a
magnitud e incluso muchas veces el signo) cuando varia la morfologia del polimero
conductor. Dado que las interacciones quimicas dependen de la naturaleza quimica de los
grupos presentes, tal comportamiento sugiere que el efecto del vapor sobre la respuesta de
la sefial obedece a un mecanismo méas complejo. Anteriormente,?*® se ha reportado que los
cambios en la resistencia (ARt) poseen una contribucion dada por varios factores, tales
como: i) los efectos electronicos intrinsecos (ARele) debido a las interacciones quimicas, ii)
las variaciones en el proceso de salto electronico (ARnep) debido al hinchamiento vy iii) las

modificaciones en el medio dieléctrico entre las cadenas (ARmed) (Ecuacion 16).
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ART = ARele + ARhop + ARmed ECUaClén 16

La conductividad ionica de un electrolito estd directamente relacionada con la
constante dieléctrica del compuesto que se desea sensar debido a los cambios en la
estabilizacion idnica y la movilidad idnica. Por lo tanto, la contribucion de conductividad
ionica (importante en la polianilina dopada) aumenta conforme se incrementa la constante
dieléctrica (ARmed). Por un lado, Rele €s similar para la PANI, ya sea que se encuentre como
pelicula delgada o en forma de nanofibras, debido a que la naturaleza quimica es la misma.
Por otro lado, los efectos de hinchamiento y dieléctricos dependen fuertemente de la
morfologia de las estructuras conductoras. Como se pudo observar, existen pequefios
cambios en los espectros electronicos de la PANI dispersos en agua y en etanol. Cabe
destacar que una capa construida utilizando nanofibras modificadas con dodecanotiol (NF
PANI-DOT) no muestra resistencia medible mientras que una pelicula delgada modificada
con el mismo reactivo es conductora y la resistencia se ve afectada por la naturaleza del
vapor a sensar. Es probable que la funcionalizacion por adicion nucleofilica de la superficie
externa de las nanofibras PANI con el tiol de cadena larga haga que el contacto interfibra
sea deficiente, resultando asi que el deposito no sea conductor mientras que la misma

reaccién en la pelicula s6lo altera la interaccion con los vapores.

Debe tenerse en cuenta que las interacciones quimicas también modulan el efecto de
hinchamiento y dieléctrico, ya que la cantidad de vapor adsorbido depende de la fuerza de
las interacciones. Esto implica que el efecto de la funcionalizacién quimica y la morfologia
se combinan dando diferentes perfiles de sefial para cada analito. Es decir, la diferencia de
morfologia no sélo modifica la intensidad de las sefiales sino que también influye en cada
respuesta (signo de la sefial). Por lo tanto, el grupo funcional afiadido a la estructura
conductora permite generar nuevos materiales de deteccion aunque debe dejarse claro que
un simple mecanismo de interaccion quimica no podria ser utilizado para explicar la sefial
observada. Sin embargo, queda claro que la magnitud y el signo de los cambios de la
respuesta de sefial de los sensores expuestos a diferentes vapores dependen no solo de las

funcionalidades quimicas sino también de la morfologia del depdsito.
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Figura 123. Respuesta de los diferentes sensores construidos a partir de nanofibras y peliculas de PANI sin
modificar y tras ser modificadas. Medidas realizadas a 25 °C, HR 30 %
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Analizando los resultados, en varios casos la sefial de sensado es mas intensa cuando
se trabaja con NF PANI en lugar de peliculas del mismo material. Por ejemplo, en metanol
usando PANI-TIO o PANI-ATF, en propanol en el caso de PANI sin modificar, en butanol
y propanol usando PANI-CIA o en heptano cuando se utiliza PANI-2-CI-ANI.

1V.7.3.2 Velocidad de respuesta de los sensores

Es posible realizar una comparacion en la velocidad de respuesta de los sensores
construidos en base a PANI sin modificar y quimicamente modificada en las dos
morfologias diferentes: nanofibras y peliculas delgadas. El valor de la velocidad de
respuesta se estima a partir de la derivada matematica de la parte lineal de la sefial (desde
el momento en que se pone en contacto con el analito hasta que la sefial pierde la linealidad)

siguiendo la Ecuacion 17.

d(Respuesta del sensor)ineal
dt

Velocidad de respuesta = Ecuacion 17

En la Figura 124 se pueden observar las velocidades de respuesta cuando los
sensores se construyen con nanofibras depositadas sobre el electrodo interdigitado y cuando
se forman a partir de una pelicula delgada de PANI. Todos los sensores construidos se
analizaron utilizando el mismo procedimiento, calculando el valor a partir de los ciclos

tipicos como los mostrados en la Figura 123.
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Un analisis comparativo entre la velocidad de respuesta de los sensores revela que
los materiales, segun se encuentren como peliculas o nanofibras, presentan un
comportamiento diferente cuando se exponen a una variedad de vapores de compuestos
organicos. En el caso de que la PANI no esté modificada, se destaca una mayor velocidad
en morfologia de peliculas cuando los vapores corresponden a analitos con cadena
carbonada corta (ej. metanol). Tras la modificacidn del polimero con TIO, en general los
sensores construidos con NF PANI presentan una respuesta mas rapida que cuando se
emplean las peliculas delgadas. Lo contrario ocurre para los sensores en base a PANI-ATF,
respondiendo mas rapidamente las peliculas frente a vapores de etanol y propanol. Cuando
la modificacion es llevada a cabo utilizando CIA, la velocidad es similar en ambas
morfologias. Finalmente, en el caso de PANI modificada con 2-CI-ANI, se destaca una
velocidad de respuesta significativamente méas rapida al utilizar el sensor con nanofibras

depositadas y exponerlo a etanol.

IVV.7.3.3 Tiempo de recuperacién de la sefial original

Otro factor estudiado con los sensores construidos fue el tiempo de recuperacion tras
la operacion de sensado. EI mismo fue cuantificado como el tiempo necesario para que el
sensor alcance nuevamente el valor de sefial inicial al ser retirado del vapor de compuesto
organico y expuesto a aire puro. Los resultados se reportan en la Figura 125 donde la
identificacion de cada sensor esta detallada en la Tabla 22. En general, para la mayoria de
los sensores, el tiempo de recuperacion es menor en el caso que se utilizan nanofibras como
material conductor, destacandose principalmente por su corto tiempo de recuperacion los
sensores de PANI frente a propanol y PANI-TIO frente a metanol y propanol. Queda en
evidencia que en todos los sensores el tiempo de recuperacion es menor a 360 segundos, el
cual corresponde a la duracién del intervalo de medicion de cada ciclo. De esta forma, se

asegura que cada ciclo comienza en el mismo valor de Ro.
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Figura 125. Tiempos de recuperacién para la operacion de los sensores basados en nanofibras y peliculas de
PANI. (Véase identificacion en Tabla 22).

Tabla 22. Identificacién de cada uno de los sensores y su correspondiente tiempo de recuperacion para cada

morfologia.
Sensor Analito NF Pelicula
Tiempo de Tiempo de
recuperacion (s) recuperacion (s)
PANI MeOH (#1) 53 145
EtOH (#2) 44 77
PropOH (#3) 9 162
ButOH (#4) 30 145
Hept (#5) 241 190
PANI-TIO MeOH (#6) 12 46
EtOH (#7) 44 266
PropOH (#8) 10 91
ButOH (#9) 46 138
PentOH (#10) 26 196
Hept (#11) 287 276
PANI-ATF EtOH (#12) 191 242
PropOH (#13) 276 116
PANI-CIA ButOH (#14) 157 264
Hept (#15) 277 345
PANI-2-CI-ANI MeOH (#16) 127 345
EtOH (#17) 46 150
PropOH (#18) 183 241
Hept (#19) 34 30
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1VV.7.3.4 Efecto de la humedad relativa ambiente en la deteccion de vapores organicos

Existen reportes que indican que las peliculas en base a PANI son altamente sensibles
a la humedad del ambiente debido a la interaccion de las moléculas de agua con las cadenas
de polimero.3?° 3% De hecho, peliculas similares a las que se muestran en esta Tesis han
sido propuestas como sensores de humedad basados en el claro efecto de la humedad
ambiental sobre la resistencia de la pelicula.??® 3% 332 De |a misma manera, se ha
demostrado que la resistencia de las NF PANI se ve afectada por la humedad ambiental, lo
que hace que su uso sea promisorio en sensores de humedad.?® 3% En bibliografia se
reporta un estudio de la interaccion del vapor de agua con peliculas delgadas de PANI
usando diferentes técnicas y se propuso un mecanismo que explica el efecto del agua sobre
la resistencia eléctrica.?*® Ademas, es sabido que el contenido de agua también afecta a la
respuesta del sensor de PANI frente a vapores organicos ya que una competencia de las
moléculas organicas para los sitios de adsorcion parece estar presente. Por lo tanto, la
deteccidn de vapores de compuestos volatiles organicos utilizando PANI debe hacerse a
niveles de humedad constante y fija para obtener resultados reproducibles. Como
consecuencia de las modificaciones llevadas a cabo sobre la PANI, la presencia de grupos
funcionales puede modificar la hidrofobicidad de la matriz polimérica. De hecho, las
mediciones del angulo de contacto mostradas anteriormente en este capitulo sugieren que
la interaccion con el agua se ve fuertemente afectada por la funcionalizacion quimica. Es
asi que resulta relevante explorar el efecto de la humedad en los nuevos materiales
planteados como sensores. Por lo tanto, se estudian dos casos extremos de materiales para
el sensado: PANI-TIO (alta hidrofilicidad) y PANI-DOT (baja hidrofilicidad). Los estudios
con estos materiales fueron realizados al ser expuestos a vapores de propanol y butanol, a
dos niveles de humedad del aire: 30 % HR (baja humedad utilizada en todas las demas
medidas informadas) y 80 % HR (alta humedad).

Como se muestra en la Figura 126, en todos los casos la variacion de humedad
relativa afecta fuertemente la respuesta de los sensores. Los resultados respaldan la
hipétesis de que las mediciones deben realizarse a humedad constante y fija. Ademas, los
mismos sugieren que el contenido de agua del polimero juega un papel importante en la
respuesta observada a los vapores organicos ya que las mismas son usualmente mayores al
80 % HR. Esto significa que es posible generar un sensor mas sensible usando valores de

humedad relativa mas altos. Otro hecho que se observa en los experimentos es que las
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sefales de los sensores son también mayores para los materiales de deteccion que poseen
caracteristicas mas hidrofilicas (PANI-TIO) que para los de naturaleza mas hidrofobica
(PANI-DOT). Cuando se usan nanofibras (a cualquier % HR) no se registra sefial del sensor
para el propanol mientras que como pelicula delgada se observa sefial de sensor a 80% HR.
Tal comportamiento apoya un mecanismo de reemplazo de agua subyacente al efecto de la
adsorcion de vapor organico sobre la resistencia, como se ha propuesto en la literatura.?®
Por otro lado, la respuesta diferente de los sensores basados en nanofibras y peliculas
delgadas se mantiene a diferentes humedades relativas, lo que sugiere un efecto intrinseco
de la morfologia de los materiales sensores que persisten a diferentes valores de humedad
ambiente. Al ser este efecto cualitativamente diferente para cada morfologia, la medicion
a una humedad diferente produce un nuevo conjunto de sefiales no correlacionadas que

podrian utilizarse en dispositivos multisensores.

Butanol |l Pelicula
Nanofibras

a Propanol  |[E Pelicula b
V777 Nanofibras

HR 80 % HR 80 %

HR 30 % HR 30 %

12 -1

Sefial

I Pelicula Butanol | Pelicula

HR 80 %

HR 30 %

Nanofibras

Figura 126. Efecto del % HR en la respuesta de los sensores frente a vapores de compuestos organicos:

a) PANI-TIO expuesto a propanol, b) PANI-TIO expuesto a butanol, c) PANI-DOT expuesto a propanol y

d) PANI-DOT expuesto a butanol.

HR 80 %

HR 30 %

V7ZZ) Nanofibras

-215-




TR
leaany
o

Nanocompuestos Sinérgicos Basados en Polimeros Termosensibles y Conductores

RESULTADOS Y DISCUSION

1V.7.3.5 Comportamiento diferencial de los materiales modificados frente al sensado

Ademas de la generacion en si de los sensores, la capacidad de producir diferentes
materiales de deteccidn basados en una misma estructura polimérica y el uso de reacciones
quimicas simples para modificarla es muy util en vistas a la fabricacion de sensores
multiples que puedan actuar como narices o lenguas electronicas.®* En este sentido, se
construyeron graficos multicomponentes donde es posible visualizar la sensibilidad de cada

sensor hacia diferentes analitos (vapor de compuesto organico), comparando una

morfologia con otra. Los resultados se pueden observar en la Figura 127.
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Figura 127. Gréficos multicomponentes para comparacion de la respuesta de sensores entre las distintas

morfologias previo y post-modificacion quimica.
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La intensidad de la sefial frente a un solvente varia de -1 a 6, donde el méximo valor
indica la mayor sensibilidad del material a un vapor definido. De este modo, se puede
apreciar claramente que las sefiales son diferentes en cada caso. Los sensores construidos
con nanofibras en el caso de PANI-ATF y PANI-TIO resultan ser adecuados para detectar
metanol ya que el patron muestra una alta respuesta a este analito y practicamente ninguna
respuesta a los otros vapores. Para detectar etanol, las NF PANI-2-CI-ANI resultan ser el
material mas adecuado, siendo también Gtiles para sensar vapores de compuestos no polares
como heptano. Si se desea sensar propanol, podria escogerse la PANI sin modificacion
alguna en morfologia nanofibrilar, o bien, la pelicula de PANI-DOT. Respecto a este ultimo
material, debe aclararse que no se logrd respuesta al sensado cuando se trabajo con
nanofibras. El grafico ademas indica que para distinguir alcoholes con una cadena alquilica
mas larga (butanol o pentanol) podrian ser uUtiles PANI-ATF y PANI-CIA frente a los

demas sensores.

Se compararon también los graficos multicomponentes para cada analito respecto a
cada uno de los materiales modificados en forma de nanofibras (Figura 128). Se pueden
observar patrones definidos para cada vapor orgénico, permitiendo una rapida
identificacion del material sensor adecuado a partir del patron de respuesta. Ademas, a
partir de la amplitud de las sefiales del sensor podria llevarse a cabo una determinacién

cuantitativa de la concentracién del analito. 3%
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Figura 128. Analisis de los diferentes sensores construidos a partir de NF PANI frente un mismo vapor de

compuesto organico.
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1VV.7.3.6 Modelado del efecto de los compuestos volatiles sobre el material de deteccion

Tanto las nanofibras como las peliculas funcionalizadas de PANI presentan la
misma estructura quimica y una interaccion similar con las moléculas volatiles. Sin
embargo, las sefiales observadas de los sensores son muy diferentes. Ademas, aunque
parece razonable que las nanofibras (aproximadamente 50 nm de diametro) muestren una
velocidad de respuesta mas rapida, debe tenerse en cuenta que las peliculas son también
delgadas (aproximadamente 200 nm de grosor). Por lo tanto, la velocidad de respuesta
diferente no podria ser solo debido a una mayor longitud de la trayectoria de difusion. Un
factor clave es el hecho de que la funcionalizacion quimica se produce desde la capa
exterior hacia la parte interior de la pelicula y desde la capa externa hasta la parte central
de la nanofibra. Por lo tanto, las moléculas de compuestos volatiles que interacttian con los
grupos funcionales producen un efecto diferente (Esquema 39). En el caso de las
nanofibras depositadas, la interaccion del vapor con el material afecta significativamente a
la sefial de resistencia y velocidad en la respuesta del sensor. En cambio, en el caso de las
peliculas, la interaccion de las moléculas volatiles se da con la mayor parte del material
expuesto (parte superior), provocando un efecto menos significativo de cambios de

resistencia y menor velocidad de respuesta.

‘Compuesto Vol:itil Compuesto Volatil

Contacto

Contacto Contacto

Pelicula
Contacto
Grupo Grupo
funcional funcional

Esquema 39. Modelo propuesto para sensores de volatiles construidos: a) basados en nanofibras de

polianilina y b) basados en peliculas de polianilina.
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V1.7.4 Actividad antimicrobiana de NP PANI

VI1.7.4.1 Efecto antibacteriano frente a Pseudomonas aeruginosa

Algunos autores informaron efecto antibacteriano de los materiales basados en PANI.
Sin embargo, en la mayoria de los reportes se ha utilizado el polimero conductor combinado
con otros materiales (niquel-hierro,**® plata,®’ platino-paladio,®® oro®° o drogas
antibacterianas®*®) en diferentes formas tales como peliculas, superficies o materiales
compuestos en general.3*® 341 Por lo tanto, en esta Tesis se propone la aplicacion de las NP
PANI como un material antibacteriano. La diferencia respecto a la literatura existente se
basa en el hecho de que en este caso las nanoparticulas no poseen otros componentes o

funcionalizaciones que le otorguen la propiedad de poseer actividad bactericida.

Se estudid la exposicion de Pseudomonas aeruginosa a las NP PANI estabilizadas
con PVP. Los resultados se muestran en la Figura 129 donde se demuestra que el
nanomaterial en cuestion es capaz de generar la inhibicién de la bacteria por si mismo, sin
que sea necesario combinarla con radiacion de ninguna naturaleza. En el ensayo control, se
cuantificaron aproximadamente 10 x 108 UFC/mL. Por otro lado, cuando se pone en
contacto a la bacteria con las NP PANI se puede observar claramente que existe una
disminucion en el nimero de UFC tras 24 horas de exposicion, la cual es dependiente de la
concentracion de nanomaterial con la que se trabaja. Es asi que a una concentracion de
0,404 mg/mL de NP PANI, el nimero de UFC disminuye a 9,61 x 108 UFC/mL; mientras
que a 0,606 mg/mL y a 0,830 mg/mL el resultado es menor a 8 x 108y 6,65 x 108 UFC/mL
respectivamente. El efecto es mas notable aln a concentraciones que superan 1 mg/mL de

nanoparticulas, donde el conteo arroja 5,16 x 108 UFC/mL.
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Figura 129. Efecto antimicrobiano de NP PANI sobre P. aeruginosa a diferentes concentraciones tras 24
horas de exposicion.

1V.7.4.2 Terapia fototérmica antibacteriana

Si bien la actividad antibacteriana de las NP PANI sobre P. aeruginosa result6
exitosa, se evaluo adicionalmente la capacidad del nanomaterial como agente til en terapia
fototérmica al irradiar con luz NIR sobre el mismo microorganismo durante 15 minutos.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 130. En la misma se puede observar el
porcentaje de viabilidad de las bacterias tras un tiempo de irradiacién de 15 minutos con
luz NIR. A su vez, se comparan con el control (bacterias en el medio de cultivo), las
bacterias irradiadas y las mismas puestas en contacto con NP PANI sintetizadas por
polimerizacion oxidativa (concentracion 0,404 mg/mL) sin ser expuestas a radiacion. El
efecto fototérmico logra disminuir méas del 80% de la viabilidad de P. aureuginosa, sin que

exista disminucién de viabilidad en las demas condiciones mencionadas.
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Figura 130. Efecto fototérmico frente a P. aeruginosa por irradiacion con luz NIR (15 minutos) sobre las
NP PANI.

El fendmeno mencionado fue evaluado tomando iméagenes por microscopia de
fluorescencia usando el kit de viabilidad Live/Dead tras los 15 minutos de terapia
fototérmica. En la Figura 131 se reportan los resultados del experimento, siendo (a) el
control, (b) el control de irradiacién con luz NIR, (c) el contacto de NP PANI con las

bacterias y (d) el efecto fototérmico por combinacién del nanomaterial y la luz NIR.

Figura 131. Imagenes tomadas por microscopia de fluorescencia para el control de viabilidad P. aeruginosa:

a) control, b) células expuestas a NIR, ¢) células expuestas a NP PANI, d) células expuestas a NP PANI y luz
NIR.
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De la figura anterior se deduce que solo en el caso (d), cuando las bacterias son
irradiadas al combinarse con el agente fototérmico (NP PANI), la coloracién observada en
el microscopio de fluorescencia es rojo, siendo esto indicativo de que las células se
encuentran muertas (d). En tanto en (a), (b) y (c) se observa la fluorescencia color verde
en P. aeruginosa, lo cual indica que son células viables. Esto demuestra que la combinacion
de NP PANI y luz NIR es capaz de generar efecto fototérmico sobre las bacterias, siendo
la misma mucho mas eficiente que la actividad antibacteriana de las nanoparticulas

mostrada en la seccion anterior.

Los resultados mostrados en las figuras anteriores correspondian a las NP PANI
sintetizadas por polimerizacion oxidativa. Sin embargo, el experimento con P. aureoginosa
fue también llevado a cabo para las NP PANI/DNS-CI obtenidas tras la modificacion de la
PANI masiva con el fluoréforo y luego generando las nanoparticulas por el método de
desplazamiento de solvente. Los resultados obtenidos son reportados en la Figura 132.

3.5x10°

*%

3.0x10° F T T !

2.5x10° - \ \

2.0x10° |

1.5x10° |

\K— T

1.0x10°.

UFC/mL

T
-

2x10°

T

\
\

Control Control NIR NP PANI NP PANI
IDNS-CI /DNS-CI + NIR

1x10°

Figura 132. Variacion de UFC por efecto antibacteriano de NP PANI/DNS-CI y por efecto sinérgico del

nanomaterial y luz NIR. Tiempo de exposicion: 15 minutos.

Para las NP PANI/DNS-CI, en el caso de exposicién a P. aeruginosa en ausencia
de luz son capaces de inducir la muerte celular, disminuyendo la cantidad de UFC/mL
desde 2,75 x 108 a 2 x 10°. Pese a que la actividad antibacteriana para el nanomaterial es

notable, el efecto fototérmico logra disminuir aun mas la viabilidad bacteriana: se reduce a
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1 x 10 UFC/mL. Esto demuestra que existe un efecto sinérgico entre la NP PANI/DNS-CI
y la radiacion NIR en lo que respecta a la capacidad de causar muerte bacteriana sobre P.
aeruginosa. Cabe destacar que en los experimentos de control y de irradiacion con luz NIR
en ausencia del material, la cantidad de UFC/mL no se ve modificada.

Queda asi demostrado como dos tipos diferentes de nanomateriales (NP PANI y
NP PANI/DNS-CI) son utiles como agentes para la terapia fototérmica bacteriana por
irradiacion con luz NIR, aungue exista efecto antimicrobiano propio de los nanomateriales.
Este hecho abre la posibilidad de que se pueda utilizar las NP PANI para el tratamiento de
diferentes enfermedades causadas por microorganismos patdgenos resistentes a sustancias

y farmacos como los antibioticos.
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En esta Tesis se generaron peliculas delgadas de polimero conductor (PANI), las
cuales fueron funcionalizadas quimicamente haciendo uso de diferentes reacciones para
obtener nuevos materiales. Se utilizaron las mismas para el sensado de cambios de
resistividad frente a vapores de compuestos organicos, evaluando pardmetros como la
velocidad de respuesta, tiempo de recuperacion del sensor, efecto de la humedad ambiente,
entre otros. Por otro lado, se han logrado generar hidrogeles termosensibles en base a
PNIPAM y HPC por diferentes métodos de entrecruzamiento de los polimeros lineales. Los
materiales poliméricos se utilizaron como matrices para incorporar PANI dentro de las
mismas, ya sea por polimerizacion in situ o por incorporacion del polimero disuelto en un
solvente de caracteristicas adecuadas (generacion de redes semi-IPN). Se evaluo el efecto
fototérmico de los materiales generados y el Gltimo sistema mencionado ademas como
sensor de presion y dispositivo actuador termoactivado. Estudios sobre la linea celular
T3T- L1 permiten asegurar que no hay disminucion apreciable de la viabilidad, permitiendo

el crecimiento de células sobre superficies sin afectar la morfologia ni la densidad celualar.

A partir de las redes semi-IPN de polimero conductor en la matriz termosensible
obtenida en el nivel macroscopico, se generaron microparticulas termosensibles y
conductoras usando un método de tipo “fop-down” (de arriba hacia abajo). Se utilizaron
las mismas para el estudio de efecto fototérmico a partir de irradiacién con luz NIR,
radiofrecuencias y microondas, observando los diferentes comportamientos segun cada tipo

de radiacion incidente.

Diversos nanomateriales de naturaleza termosensible y/o conductora fueron
sintetizados y estudiados durante esta Tesis: nanogeles, NP PPy, NF PANI, NP PANI y
materiales nanocompuestos. A cada uno de los materiales se los caracteriz6 completamente
utilizando técnicas diversas, haciendo hincapié en las propiedades de termosensibilidad y
conductividad. Se exploraron variables sintéticas en los diferentes casos, especialmente en
la generacion de NP PANI, donde se estudiaron detalladamente la polimerizacion oxidativa
del monomero y el desplazamiento de solvente como métodos de obtencion. Para otorgar
nuevas propiedades como la fluorescencia a las particulas también fueron desarrolladas
modificaciones y funcionalizaciones sintéticas. El efecto fototérmico de los nano-objetos
conductores se estudid por irradiacién con luz NIR, radiofrecuencias y microondas,

logrando aplicaciones como material antibacteriano frente a P. aureuginosa con resultados
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alentadores. Las NF PANI modificadas fueron utiles para la generacion de sensores de
vapores organicos similares a los obtenidos con las peliculas delgadas, permitiendo realizar
un estudio comparativo de ambos materiales. También se desarroll6 un nuevo método de
sintesis para obtener matrices termosensibles con nano-objetos conductores, los cuales
presentaron respuesta a irradiacion con radiofrecuencias. Adicionalmente, se ensayé la
citotoxicidad de los diversos tipos de nanoparticulas frente a la linea celular SHSY-5Y de
neuroblastoma humano, concluyendo que no presentan toxicidad apreciable a bajas
concentraciones. En cuanto a los resultados obtenidos en experimentos de toxicidad y
teratogenicidad para NP PANI sintetizadas por polimerizacion oxidativa puede concluirse

que las mismas se encuentran dentro de los parametros de ecotoxicidad permitidos.

La generacidn de coloidosomas fue posible mediante la formacion de emulsiones tipo
Pickering, al poner en contacto dispersiones de nanoparticulas poliméricas (NP PANI) con
diferentes solventes de naturaleza orgénica. En estas estructuras de tamafio micrométrico
con quimica de tipo supramolecular se pudieron estudiar las propiedades dadas por la
conjuncion de propiedades de cada tipo de polimero. Se aplicaron radiofrecuencias para el
estudio del efecto fototérmico, en el cual (al igual que en el efecto térmico) se obtuvieron
interesantes resultados referidos al incremento de temperatura local del sistema para lograr

desestabilizar la emulsion.

Un copolimero bloque termosensible y conductor fue generado a partir de PNIPAM
modificada y el posterior crecimiento de PANI en un extremo de la cadena polimérica. De
esta forma, se logré obtener un nuevo material que posee en una misma molécula las
propiedades otorgadas por cada uno de los bloques. Entre las caracteristicas mas
importantes se destacan la solubilidad en agua y en varios solventes organicos, la
termosensibilidad y las propiedades electronicas-conductoras. Se estudiaron diversos
aspectos del copolimero PNIPAM-b-PANI tales como: respuesta a vapores de un
compuesto organico volatil, cambios de topografias sobre depositos del material y efecto
fototérmico inducido por radiacion NIR.

Finalmente, puede concluirse que con el trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral
se ha logrado corroborar que las propiedades de cada tipo de polimero (termosensible y
conductor) por separado, e incluso ambos en una misma estructura, persisten
independientemente del nivel de tamafio: macroscopico, microscépico, nanomeétrico,

supramolecular y molecular. Esto significa que es indistinto, desde el punto de vista de las
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propiedades, si ambos polimeros se conjugan en un material tipo masivo o0 en una estructura

de pocas unidades repetitivas, abriendo un abanico de potenciales aplicaciones en cada uno

de los niveles de tamafio.
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