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Resumen

El presente trabajo de tesis se enfoca en la sintesis de nuevos copolimeros en blogque
caracterizados por poseer un bloque hidrofobico y otro hidrofilico. Se ha seleccionado el
metacrilato de bencilo para la construccion del bloque hidrofobico y acido metacrilico (por
posterior hidrdlisis del metacrilato de tert-butilo) o metacrilato de N, N"dimetilaminoetilo
para la obtencion del bloque hidrofilico. La metodologia de sintesis seleccionada es un
método de polimerizacién anidnica que requiere condiciones menos drasticas que la
polimerizacion anidnica convencional, basada en iniciadores organometélicos. Este método
de polimerizacion se denomina “polimerizacion por transferencia de grupo” (o GTP, Group
Transfer Polymerization, por sus siglas en ingles) y se realiza a temperatura ambiente
empleando un iniciador sililcetenacetal conjuntamente con un catalizador nucleofilico
(bisbenzoato de tetrabutilamonio).

Los copolimeros mencionados han sido estudiados en combinacion con otros
materiales a fin de analizar sus propiedades de autoensamblado en solucién (fase directa o
inversa) 0 aplicando la metodologia “capa por capa” (o L-b-L, layer-by-layer) sobre
particulas de silica y sobre superficies planas. Se utilizaron numerosas técnicas para la
caracterizacion y estudio de los productos obtenidos, tales como dispersién de luz dindmica
(DLS), espectroscopia UV-Visible, potencial zeta, microbalanza de cristal de cuarzo,
microscopias de laser confocal, de fuerza atomica, electronica de barrido y de transmision
electronica, entre otras.

La Tesis esta organizada en 5 capitulos, en el primero de los cuales se introducen
los conceptos fundamentales y se presentan los antecedentes del tema en relacién a la
sintesis y propiedades de los copolimeros en bloque.

El capitulo Il describe la optimizacion de la técnica de sintesis GTP con el fin de
sintetizar una familia de compuestos en su mayoria provenientes de mondmeros de
metacrilatos. Los productos, como posteriormente sus aplicaciones, fueron caracterizados e
identificados por distintos métodos espectroscdpicos, los cuales son desarrollados a lo largo
de cada una de las secciones.

En los capitulos Il y IV se describe la utilizacion de los copolimeros anfifilicos
sintetizados anteriormente en el capitulo I1.

El capitulo Il puntualiza el estudio de las micelas. Los copolimeros anfifilicos son
analizados en una mezcla de tetrahidrofurano y agua donde presentan la propiedad de
autoensamblarse en micelas. Las micelas formadas se emplearon como reactores para la
sintesis de nanoparticulas de plata.



El capitulo 1V describe el estudio de los polimerosomas a distintos pH y con
cambios en la fuerza i6nica, como asi también respecto a la concentracion salina empleada,
con el objetivo de evaluar sus potenciales aplicaciones. Estos polimerosomas fueron
estudiados ademas en distintas entornos. Empleando la técnica de “capa a capa” y el
poliestirensulfonato de sodio como contraion, se ensamblaron sobre particulas coloidales y
sustratos planos de SiO, funcionalizadas y aplicando la balanza de cuarzo (QCM) se
formaron films en superficies planas.

En el ultimo capitulo, se exponen las conclusiones generales.
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Introduccidén General

Los copolimeros en bloque son estructuras formadas por al menos dos cadenas de
homopolimeros quimicamente diferentes unidos entre si por un enlace covalente. A
diferencia de otros copolimeros, estos mantienen muchas de las caracteristicas fisicas de
sus correspondientes homopolimeros. Es posible obtener una amplia variedad de
copolimeros en bloque teniendo en cuenta la longitud de cada bloque, la composicion
quimica de los mondémeros que forman el bloque, y la relacion entre los respectivos bloques
del polimero. Por lo general los diferentes bloques que lo componen son
fisicoquimicamente incompatibles, debido a su diferencia en polaridad. Un tipo especial de
tales copolimeros lo constituyen los denominados “copolimeros en bloque anfifilicos”, los
cuales estan conformados por segmentos hidrofébicos e hidrofilicos y por lo tanto
presentan una estructura similar a la de los surfactantes de bajo peso molecular. Esta
particularidad conduce a una separacion de microfases y consecuentemente a la agregacion
entre bloques del mismo tipo, con diferentes morfologias. [1]

El creciente interés de estos copolimeros se debe a la amplia gama de propiedades
que emergen de la combinaciéon de diferentes bloques otorgando propiedades de cada
bloque a la macromolécula formada. Entre las aplicaciones méas destacadas de estos
materiales pueden mencionarse su capacidad para la formacion de peliculas ultra delgadas,
con potenciales aplicaciones en areas tales como la microelectrénica y su habilidad para
autoensamblarse, lo que conduce a importantes aplicaciones como estabilizantes,
floculantes, nano reservorios para liberacion controlada de farmacos, terapia génica,
catélisis por transferencia de fases, modificacién superficial, nanoparticulas metélicas, entre
otras. [2,3]

La técnica mas conocida para la sintesis de copolimeros en bloque es la
copolimerizacién anionica, conocida desde hace méas de 50 afios [4]. Esta técnica procede a
través de un sitio organometalico (carbanion con un contraion metalico) y permite la
sintesis de polimeros con una distribucion angosta de pesos moleculares debido a que todos
los sitios activos comienzan polimerizando el mondmero casi al mismo tiempo. El carécter
“living” de esta metodologia es la principal caracteristica de la polimerizacion anidnica. Sin
embargo la misma presenta algunas desventajas desde el punto de vista experimental: i)
debe trabajarse en condiciones de muy alta pureza de los reactivos, ii) usualmente a muy
bajas temperaturas vy iii) solo es aplicable a monémeros que no presenten sustituyentes
factibles de reaccionar con el carbanion (carbonilos, carbocationes, etc.).

En las Gltimas décadas, las estrategias de sintesis de copolimeros en blogue se han
extendido ampliamente con el advenimiento de la polimerizacion por transferencia de
grupo Y la polimerizacién radical controlada. Esta Gltima se caracteriza por la ausencia de
reacciones de destruccion del centro radical, a través de la introduccion de estados latentes
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para las especies en propagacion, evitando los procesos de terminacion o transferencia de
cadena [5].

Estas metodologias han permitido perfeccionar la obtencion de copolimeros en
bloque con composiciones definidas, pesos moleculares y estructuras de arquitecturas
elaboradas especialmente, las cuales amplian el campo de aplicaciones de los materiales asi
obtenidos.

La seleccion de una técnica de sintesis dada dependera de una serie de factores entre los
cuales se encuentran:

e Mecanismo de polimerizacion. La polimerizacion puede llevarse a cabo mediante
radicales libres, polimerizacion anidnica o cationica segln sean las caracteristicas
estructurales de los monémeros Ay / o B. El caso més adecuado serd donde ambos
monomeros A y B son polimerizables por el mismo mecanismo, si bien en la
actualidad se han desarrollado métodos que combinan diferentes tipos de
mecanismos.

e Estructura del copolimero. Esto incluye el nimero de bloques asi como la
arquitectura de copolimero final. Por ejemplo, dos bloques, multiples bloques, en
forma de estrella, etc.

e Rango de peso molecular deseado. Sabiendo que las reacciones de condensacion
generalmente son preferidas para la preparacion de copolimeros de bloques de
menor molecular peso.

e Polidispersidad requerida de cada blogue y la pureza del producto final (ausencia de
homopolimeros en un di blogue o ausencia de contaminantes; por ejemplo, reactivos
dificiles de eliminar que quedan retenidos en los productos).

Entre las metodologias de sintesis previamente mencionadas, una técnica muy
importante, desarrollada por Webster en 1983, es la polimerizacion por transferencia de
grupo (GTP) [6]. Este método de sintesis permitid la polimerizacion de monémeros (meta)
acrilicos mediante una reaccion anidnica “living” a temperatura ambiente, a través de la
modificacion de la naturaleza idnica del grupo terminal. Es particularmente aplicada a
acrilatos, metacrilatos 0 mondmeros con capacidad para formar una estructura endlica
(sililendlica), sin la cual dicha metodologia no procede. Por otro lado, debe destacarse que
son precisamente este tipo de mondmeros los que presentan mayores inconvenientes para
ser polimerizados a través del mecanismo anionico tradicional (mediante iniciadores
organometalicos), debido a las reacciones ampliamente conocidas de los aniones sobre
grupos carbonilicos de derivados de acido. Fue por este motivo que la polimerizacion por
transferencia de grupo se desarroll6 tan rapidamente.

GTP procede sin interferencias significativas en los pasos de transferencia y en la
terminacion de la cadena y es por lo tanto un proceso "vivo". El iniciador es un sililcetena
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acetal, sintetizado a partir de un éster enolato (producto comercial). El siguiente esquema
presenta el mecanismo de polimerizacidn propuesto para la reaccion a partir de metacrilato
de metilo (MAM):

. iM
> i08|(|v|e)3 TBABB OSIMe)s
+ fr— —_ ,
OMe =0 THF, 25 0C OMe
o)
MeO MeG
0Si(Me),

H
n MMA
. rW/Z\OMe CH3OH n+1
(@] (@] o o)
MeO Me Med Me

Esquema.l.1: Mecanismo de polimerizacion del monémero de metacrilato de metilo (MAM) empleando la
técnica de GTP.

Es necesario un catalizador que puede ser un nucledfilo o un &cido de Lewis. Entre

los primeros se utilizan fluoruros o bifluoruros (HF,), CN', acetatos o bisbenzoatos
(bisbenzoato de tetrabutilamonio, TBABB). Como &cidos de Lewis se utilizan cloruros,
bromuros, ioduros de Zn y cloruro de dialquilaluminio. Los nucleéfilos se emplean en
menores concentraciones (0.1 % respecto al iniciador). EI requerimiento mas importante de
esta técnica es la ausencia total de protones acidicos, tales como los presentes en el agua o
ciertos grupos funcionales transportados por el mondmero (metacrilato de 2-hidroxietilo o
acido metacrilico), los cuales destruirian el centro anidnico en propagacion. EIl oxigeno no
interfiere demasiado y puede utilizarse un rango mas amplio de solventes que en la
polimerizacion anionica tradicional, tales como THF, tolueno, DMF en GTP nucleofilica 'y
CH,CI; en GTP electrofilica.

El mecanismo de reaccion es algo diferente dependiendo del tipo de catalizador. La
funcién del catalizador es estabilizar el enolato que progresa. En el GTP nucleofilico se ha
propuesto un mecanismo disociativo en el cual el centro en propagacién es idnico (similar a
otras polimerizaciones anionicas), la especie en propagacion se forma en bajas
concentraciones por desplazamiento nucleofilicos del grupo trimetilsililo por el catalizador
nucledfilo (Esquema.l.2).
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Esquema.l.2: Mecanismos de reaccion propuestos por los cuales procede la técnica de polimerizacion GTP.

El control de las reacciones laterales se alcanza a través de 2 factores: (1) la
complejacion reversible de la especie anidnica en propagacion por el extremo de la cadena
del polimero sililcetena acetal que mantiene la concentracion de las especies anionicas en

propagacion; y (2) un contraion voluminoso W (por ej. Tetrabutilamonio, tris

dimetilamino sulfonilo) que disminuyen la reactividad del centro aniénico en propagacion
hacia las reacciones laterales de terminacion.

Las polimerizaciones “living” de metacrilatos con distribucién de tamafios
moleculares angostas (o indice de polidispersidad, IPD), generalmente 1,2-1,3 o algunas
veces menores, se alcanzan mediante GTP nucleofilico a temperaturas entre 0-80 °C. Sin
embargo los méximos pesos moleculares que pueden obtenerse con IPD angosto son
alrededor de 20.000-30.000. Dos factores limitan el peso molecular promedio en nimero
(My), la terminacion por ciclacion, que siempre esta presente y por complejacion de
polimero terminado en sililcetena acetal

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de esta metodologia es la estabilidad
de la sintesis cuando se lleva a cabo a temperatura ambiente y en presencia de oxigeno,
aunque los compuestos proticos todavia deben ser excluidos. GTP se ha explotado para la
sintesis de un buen nimero de polimeros arquitectonicamente interesantes. Existen una
amplia gama de copolimeros derivados del &cido meta/acrilico con bloques hidrofilico-
hidrofobico, 6 copolimeros con ambos blogues hidrofilicos que son especialmente de
interés para los estudios en solucion por su capacidad de autoensamblarse [7] logrando la

formacion por ejemplo de micelas [8-16] o vesiculas [17-25].
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Como se mencioné anteriormente, los copolimeros en blogue son producidos con
diferentes tipos de blogues los cuales normalmente son termodindmicamente inmiscibles
entre si. Esta incompatibilidad les confiere la interesante capacidad de autoensamblarse en
distintos solventes que conducen por ejemplo a sistemas micelares.

Por lo tanto, es necesario entender los fundamentos que rigen la interdependencia
entre la morfologia y el tamafio de los agregados obtenidos por el autoensamblado,
incluyendo factores esenciales como la composicion de los bloques, longitud del blogue
hidrofilico, la arquitectura del copolimero y los solventes. Algunos autores [26-29]
involucran a la estructura completa del copolimero en bloque para predecir la morfologia;
es decir, utilizan parametros propios de cada uno de los bloques del copolimero y mediante
el uso de la ecuacion de CPP (por sus siglas en inglés: Critical Packing Parameter) predicen
la posible configuracion que pueden adoptar.

Las posibilidades al usar esta expresion son:

CPP: V Ec.l.1

CPP >1 micelas inversas a.o X IC

05<CPP<1.0

CPP < 0.5 micelas
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I

< >

Qo m— | i;;i;;;g’
Vv

Figura.l.1: Esquema de un copolimero en bloque donde se representan las caracteristicas a tener en cuenta

para el calculo de CPP. Donde V es el volumen de la cadena hidrofdbica, I es la longitud de la cadena
hidrofébicay a, es el area de la cabeza del grupo hidrofilico.

Las vesiculas poliméricas se consideran como un proceso de formacion en dos
pasos. En primer lugar, el polimero tiende a formar una membrana de tipo bicapa, que
posteriormente se cierra para formar una estructura con un hueco como se muestra en la
Figura 1.2. Este proceso implica un cambio de curvatura interfacial, que puede corresponder
a un cambio en el pardmetro de empaquetamiento del polimero y por lo tanto un cambio en
la morfologia resultante. [20, 30, 31]

Figura.l.2: Esquema de la formacion de vesiculas en “dos pasos” empleando copolimeros en bloque
anfifilicos.
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Sin embargo los calculos teoricos revelan que algunas formaciones vesiculares
transcurren mediante procesos mas complicados que los procedimientos anteriormente
detallados de “dos pasos”. Los resultados de estas simulaciones pueden resumirse en dos
mecanismos diferentes propuestos para la formacion espontanea de vesiculas desde un
estado homogeéneo. Estos se muestran en la Figura 1.3.

(@) Mecanismo I: la solucion homogénea de copolimeros en bloque anfifilicos se auto-
ensamblan en pequefias micelas esféricas al agregarse en un solvente afin a uno solo de los
bloques. Con el tiempo las mismas evolucionan en grandes micelas de forma cilindrica, y
otras abiertas en forma de disco por sucesivas colisiones entre ellas. Luego comienzan a
cerrarse en un disco grande para formar las vesiculas.

(b) Mecanismo II: transcurre mediante una etapa inicial similar a la del mecanismo |
mediante el cual las micelas esféricas pequefias se forman rapidamente, y luego crecen a
grandes micelas esféricas por un proceso de evaporacion-condensacion. Las micelas
grandes atrapan el disolvente en ellas para reducir la energia, ya que son energéticamente
desfavorables.

:>f-::ﬁ>(." :>2:

(a) Mecanismo I
X ©. .0
.® [e)
%oe —) o® =) o-
(b) Mecanismo II

Figura.l.3: Esquema de los mecanismos | y Il involucrados en la formacién de las vesiculas.
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Los mecanismos anteriormente presentados explican la formaciéon de vesiculas
sencillas, pero no explican por completo la presencia de morfologias complejas tales como
grandes vesiculas y multicapas de vesiculas.

El autoensamblado de las macromoléculas es un proceso mediante el cual las
moléculas se organizan de manera espontanea al superar una concentracion del polimero en
solucion. La fuerza impulsora de este fendmeno son las fuerzas intermoleculares tales como
enlaces de hidrdgeno, interacciones electrostaticas, ion-dipolo, hidrofobicas, etc. [32] El
proceso de autoensamblado trae como consecuencia la formacion de estructuras mas
complejas que brindan infinitas aplicaciones tales como nanoreactores, nanomoldes,
nanotransportadores, sistemas de liberacion de farmacos o vesiculas con membranas
sintéticas. Sin embargo, una serie de investigadores han encontrado otros usos para estos
copolimeros en fases de gel, peliculas delgadas y en el estado sélido [33-39].

El disefio y la sintesis de diversas moléculas que son capaces de autoensamblarse
espontdneamente se han convertido en un campo muy activo de la quimica
macromolecular.

Los copolimeros en bloque pueden autoensamblarse no solo por distintos cambios
en la solubilidad de uno de los bloques en el medio acuoso sino también a través de
modificaciones en el pH, temperatura o fuerza ionica. Por lo tanto, el comportamiento de
los sistemas formados puede ser controlado de manera eficaz a través de la quimica y el
disefio sintético de los blogues aumentando su aplicabilidad en diferentes condiciones.

Un ejemplo de tal agregacion es la formacién de membranas bioldgicas, que son
ensamblados de moléculas lipidicas. Tales sistemas se han estudiado extensamente durante
afios, para permitir una mejor comprension de la estructura y funciones de la membrana. En
los aspectos préacticos, las estructuras de copolimeros en bloque son superiores a los
liposomas (vesiculas esféricas formadas por una doble capa de fosfolipidos), debido al
aumento de la elasticidad y estabilidad mecanica. En su conjunto las membranas formadas
por copolimeros en blogue son considerablemente mas gruesas que las analogas de lipidos
y sus fuerzas de cohesion son superiores a las de las bicapas lipidicas tradicionales.

Contrariamente a los lipidos, los copolimeros en blogue presentan estructuras mas
versatiles que pueden ser facilmente modificadas en la superficie de la membrana con
grupos reactivos, y por lo tanto los productos resultantes podrian conducir a nuevas
estructuras mas estables y a su vez permitirian mejorar la interaccion con diferentes
sustratos para futuras aplicaciones.
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Objetivos de la Tesis

El proposito del presente trabajo de tesis es conocer el efecto de la estructura de
monomeros funcionales sobre las caracteristicas macromoleculares del copolimero en
bloque, sobre sus propiedades de autoensamblado y sus potenciales aplicaciones.

Objetivos Especificos

1. Sintesis de una familia de copolimeros en bloque derivados de ésteres metacrilicos
(ionizables 0 no) y comondmero hidrofébico/hidrofilico.

2. Caracterizacion micro y macro estructural.

3. Estudio de las propiedades en solucién en diferentes solventes a fin de evaluar su
comportamiento hidrodinamico en funcion de las caracteristicas de los bloques de
construccion.

4. Estudio y caracterizacion de sus propiedades de autoensamblado y agregacion
supramolecular con el fin de desarrollar aplicaciones en los campos de ciencia de
materiales y nanotecnologia.

5. Estudio de sus propiedades de agregacion sobre superficies solidas con el fin de
disefiar sistemas permselectivos macromoleculares autoensamblados.
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Introduccién

La polimerizacion por transferencia de grupo (Group Transfer Polymerization,
GTP) fue desarrollada alrededor de 1970 por Webster y su grupo de trabajo [1]. A pesar de
las controversias respecto del mecanismo mediante el cual procede la reaccion se ha
reconocido a esta técnica como un método excelente para la sintesis de copolimeros en
bloque con estructura controlada. Utilizando mondémeros (meta) acrilicos, los productos
que se obtienen por GTP poseen una distribucion de peso molecular muy angosta, tipica de

las polimerizaciones tipo “living” [2].

Este método de sintesis es conveniente y muy facil de realizar, permitiendo la
seleccion adecuada de una gran variedad de mondmeros para la preparacion de los bloques
funcionalizados. Estudios previos sefialan que la funcién é&cida de algunos grupos
funcionales (aquellos grupos que posean protones labiles, como por ejemplo: &cido
carboxilico, aminas y alcoholes, entre otros) causan una terminacién abrupta de la reaccién
de polimerizacion por ésta técnica. Por este motivo, como medida preventiva para alcanzar
altos rendimientos es necesario utilizar ésteres que “enmascaren” los grupos cortadores de
cadena y trabajar en una atmdsfera de gases nobles o nitrégeno a fin de evitar problemas
durante la reaccion (la reaccion es tan sensible a los protones acidos que la humedad misma
del medio ambiente impide que se lleve a cabo). Bajo tales condiciones, los productos que
se obtienen pueden convertirse de manera sencilla por reacciones de desproteccién en los
grupos funcionales deseados. Las més utilizadas son reacciones de hidrogendlisis catalitica

e hidrolisis en medio acido (Figura. 11.1).

Y

Figura. I1.1: Esquema de una reaccién de desproteccion. EI grupo funcional es liberado al reaccionar en

condiciones adecuadas, formando el acido carboxilico.
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Existen tres mondmeros que se utilizan de forma habitual como grupos protectores
o precursores del acido metacrilico (AMA) ademas del mostrado en la figura anterior. Entre
ellos se encuentran el metacrilato de tert-butilo, metacrilato de trimetilsililo y metacrilato
de tetrahidropiranilo [3].

En el presente capitulo se reporta la sintesis de una serie de copolimeros en bloque
de la familia de metacrilatos mediante la técnica de GTP, asi como la obtencidn de

copolimeros en bloque anfifilicos mediante posterior desproteccion.

Los productos obtenidos fueron caracterizados e identificados por distintas técnicas. Entre
ellas se encuentran: cromatografia de exclusion molecular (SEC), espectroscopias de
resonancia magnética nuclear (RMN), infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) y

osmometria de presion de vapor (VPO).

Materiales y Métodos

e EI tetrahidrofurano (THF) (Carlos Erba, PA) se purific en reflujo con sodio
metalico (Riedel de Haén para anélisis 99.5%) y benzofenona (Merck, PA) durante
varias horas la coloracion de la solucion de la mezcla cambia con el transcurso del
tiempo, de amarillo a un color azul-violaceo. Cuando se alcanza la coloracién azul-
violaceo se destila el solvente, colectando el destilado en un balon con “molecular
sieve” (3A). El baldn colector se tapa con un Septum (el mismo permite extraer
alicuotas del solvente sin entrar en contacto con humedad del ambiente) para evitar
una posible impurificacién. El solvente purificado se dejo en el freezer.

e Cloroformo (Anedra, 98 %)

e Tolueno, donacion Repsol-YPF: se seco sobre cloruro de calcio anhidro, se filtré el
desecante y se purifico por destilacion fraccionada (Peb: 110-111 °C).

e Hexano, donacion Repsol-YPF: se seco sobre cloruro de calcio anhidro, se filtro el
desecante y se purifico por destilacion fraccionada (Peb: 68-69 °C).

e Metanol (Merck, 99.8%).
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El iniciador es un trimetilsilil cetena acetal (1-methoxy-1-trimethylsiloxy-2-methyl-
1-propane, MTS). Se adquiri6é de Sigma Aldrich y fue usado sin purificar debido al
pequefio volumen utilizado (5 ml). El reactivo se comercializa en atmdsfera inerte y
viene provisto con un septum con el fin de facilitar su manipulacién en ausencia de
la humedad ambiente.

Catalizador. Para llevar a cabo este tipo de polimerizacion se utilizan diferentes
tipos de catalizadores nucleofilicos. En el presente trabajo se ha seleccionado el
bisbenzoato de tetrabutilamonio (tetrabutyl ammonium bibenzoate, TBABB). La
sintesis del mismo se realizd de la siguiente manera [4,5]: Se mezcld un gramo de
acido benzoico (Fluka, PA) y 8 ml de una solucién acuosa de hidréxido de tetrabutil
amonio (TBA, Fluka, 40 % P/V) y se calentd hasta homogenizar la solucién. La

mezcla se disolvié con una leve agitacion.

Se realizaron extracciones con cloroformo (CHCI3). Las fracciones organicas se
juntaron en un balon y se agregd un gramo mas de acido benzoico. Se elimind el

solvente utilizando un rotavapor.

El sélido obtenido es lavado varias veces con alicuotas de 5ml de n-hexano y
purificado por recristalizacion utilizando como solvente el dietil éter. El solido
obtenido es filtrado y secado en vacio hasta peso constante. El rendimiento de la
reaccion es del 87%. EI producto se caracterizd6 mediante la determinacion del
punto de fusion (Pf) y se identificé por *H-RMN (Figura.ll.2). Pf: 100-102 °C. Estos

datos son coincidentes con la bibliografia previamente publicada.
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Figura.l1.2: Espectro de *H-RMN del catalizador sintetizado. En el mismo se puede ver la correspondencia

de la estructura quimica con los picos obtenidos.

Monomeros

Los mondmeros utilizados son comerciales y fueron adquiridos de Sigma Aldrich.
Los mismos fueron purificados antes de ser usados, eliminando las trazas de inhibidor

presentes que impiden que polimericen.

El metacrilato de bencilo (MABz) y el metacrilato de metilo (MAM) fueron
purificados por 3 lavados con una solucién de NaOH (2% p/v). Las fases acuosas se
descartaron. Luego la fase organica fue lavada con agua destilada hasta alcanzar un pH
igual a 7. De la misma manera las fases acuosas son descartadas y la fase organica se secé

con CacCl, y posteriormente se destilo a presion reducida.
Puntos de ebullicion:
MABz: 82-83 °C a 5 mm de Hg de presion.

MAM: 52-54 °C a 80 mm de Hg de presion.
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Debido a su solubilidad parcial en agua los mondmeros de metacrilato de tert-Butilo
(MAtert-Bu) y metacrilato de N, N"dimetilaminoetilo (MADMAE) fueron purificados

mediante una metodologia distinta a la descripta anteriormente [6-8].

La purificacion se llevo a cabo en un balén de 100 ml en el que se agregaron 50 ml
del mondmero a purificar y sodio metalico. El sodio y el monémero se mezclaron por
agitacion magnética. Los gases desprendidos (se forma hidrogeno gaseoso durante la
reaccion) son liberados mediante una aguja ubicada en un septum que cierra la boca del
baldn. La reaccion transcurre por 5 horas, luego se retira la aguja del septum y se destila a
presion reducida el mondémero.

Nota: Antes de realizar la destilacidn, se procedio a filtrar la solucién, separando el sodio sin reaccionar y
posterior destruccién del mismo antes de su eliminacién.

Puntos de ebullicion:
MAtert-Bu: 65-70 °C a 75 mm de Hg de presion.
MADMAE: 72-72.5 °C a 9 mm de Hg de presion.

El fumarato de diisopropilo (FDIP) empleado en algunos ensayos fue previamente

preparado en el laboratorio y solo se procedio a secarlo sobre “molecular sieve” [9].

Polimerizacion por GTP

Armado del equipo

El material de vidrio, las agujas de acero, buzo magnético y una trampa con
“molecular sieve” (3 A) se dejan en estufa a 130 °C por 24 horas antes de realizar la
reaccion, con el objetivo de asegurar la eliminacion de restos de humedad del material para

la reaccion.

Para realizar la sintesis de los copolimeros se utiliz6 una linea Schlenk (Figura.ll.3).
La misma cuenta con dos salidas hacia el balon (una de gases y otra de vacio) permitiendo

llevar a cabo la reaccion bajo atmoésfera de un gas inerte de nuestra eleccion 6 realizar la
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reaccion en vacio, evacuando todo el gas que se encuentre en el sistema. Utilizando una
Ilave de doble via el balon se comunica por una sola de sus entradas (o bocas), dejando las

otras entradas para otros usos.

Para llevar a cabo la reaccion, la linea de vacio se evacud durante 1 hora y la linea
del gas inerte se purgd con el pasaje de nitrogeno gaseoso durante 45 minutos antes de ser
utilizadas (este procedimiento asegura trabajar en condiciones libres de humedad que
interfieren en la reaccion). El material de vidrio se retira de la estufa y se comienza con el

armado del equipo en caliente.

El reactor consistié en un balon de tres bocas. Al mismo se adapté una ampolla de
compensacion por medio de la cual se agreg6 gota a gota el mondmero, la segunda de las
bocas fue utilizada para la comunicacion con la linea Schlenk (entrada de gases o vacio), y
a la ultima se adaptd un septum (Figura. 11.3). EI mismo permitié agregar el solvente, el
catalizador, el iniciador y la toma de muestra del primer bloque (la muestra del primer

bloque permite calcular la composicién final del copolimero sintetizado).

Una vez armado el equipo, se conectd a la linea de vacio. Se dejé evacuar unos
minutos el sistema y se expuso el baldn a la Ilama para eliminar las trazas de humedad. La
conexion con el vacio no se cerrd durante el calentamiento. El sistema se encuentra cerrado
en las bocas restantes por tapones de vidrio que luego fueron reemplazados rapidamente

por septum de goma antes de comenzar la reaccion.
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Figura.l1.3: Esquema de una Linea Schlenk ensamblada.

La corriente de nitrégeno se hizo pasar a través de un tren de secado (trampa de
4cido sulfiirico seguida de una trampa de “molecular sieve” (3A)) manteniendo seco el
nitrégeno que entra al sistema de reaccién. Transcurridos unos minutos del calentamiento,
el mismo se suspendié y el sistema pasa de vacio a nitrogeno utilizando la linea Schlenk. El
sistema se saturd de éste gas por unos minutos. Luego se volvié a conectar el vacio y se
procedid a flamear con llama directa el balon. Este proceso ciclico se repitio tres veces,

terminando con el balon en atmosfera de nitrégeno para realizar la reaccion.

Procedimiento de la sintesis

El nucleéfilo TBABB seco y previamente pesado (se deja 24 horas antes de la
reaccion en un tambor de vacio) se disolvio en un ml de THF. Se agregaron al balon 9 ml
de THF, 0.20 ml del iniciador MTS y la solucion del catalizador disuelto en una
concentracion de 10.0 mg/ml. La mezcla de reactivos se agitdé de forma magnética. Se

cargd la ampolla de compensacion con 2.5 ml del monémero que formara el primer bloque.
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El mismo se agregd a una velocidad de 0.5 ml/min al balén de reaccidn bajo agitacion
suave, evitando que una parte del material quede en las paredes, imposibilitando que entre

en contacto para reaccionar.

Los cambios en la temperatura del sistema al agregarse el monémero se midieron
empleando un termdmetro en contacto con la base del balon donde transcurre la sintesis.
Inicialmente al agregar el mondémero debido al caracter exotérmico de la reaccion la
temperatura de la solucién aumenta. Luego al transcurrir la polimerizacién la temperatura

comienza a descender.

En estas condiciones se tom6 una muestra para su analisis por cromatografia de
exclusion por geles (SEC) con el objetivo de estimar el peso molecular promedio del primer

bloque.

Se lavé la ampolla de compensacion con 2 ml de THF evitando que queden restos
del mondmero inicial y luego se junta el solvente de limpieza con la solucion del baldn. Se

carga la ampolla con 2.5 ml del monémero que formara el segundo bloque.

Se esperéd que el incremento de temperatura producido por la formacion del
polimero descienda hasta la temperatura inicial de partida antes de agregar el siguiente
mondmero. La reaccion de formacion del segundo blogue también esta acompafiada de un
aumento de la temperatura, pero éste es mucho menos pronunciado, y por lo tanto menos

visible que el anterior, como ha sido observado por otros investigadores [6,10].

La velocidad del goteo del segundo mondmero debe permanecer dentro del rango

anterior 0.5 ml/min.

La reaccion se dio por finalizada 30 minutos después de la Gltima gota agregada. En
este caso, el salto de temperatura correspondiente al agregado del segundo bloque no es de
ayuda para detectar el final de la reaccion, eso se debe a las dificultades para la realizacion
de la medida asi como a las bajas concentraciones de los mondémeros utilizadas para

sintesis.
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Aislamiento

Se trasvasd la solucion de THF a un matraz y se agregaron 10 ml de hexano (o
metanol, segun los mondmeros utilizados en la composicion de los bloques) dando por
finalizada la reaccion. Se puede visualizar un precipitado blanco y la sucesiva disolucion
del mismo. Se elimina el solvente empleando un rotavapor, hasta sequedad. Este
procedimiento se comenzo sin temperatura y luego se prosiguio subiendo la temperatura del
bafio a 50°C. Cuando la muestra estuvo casi seca o presentd un aumento en la viscosidad

de la solucién se di6 por finalizado el secado.

Purificacion
Se disolvio6 el solido en tolueno en una concentracion de 25% P/V y se lo precipito

en hexano (o en metanol) empleando un volumen de 10 veces del tolueno utilizado.

El precipitado se centrifugd en un tubo de plastico, previamente tarado, para
determinar la cantidad de masa obtenida y a partir de ella estimar la conversion de
polimerizacion. Se enfrio en el freezer durante unas horas antes de centrifugar el

sobrenadante.

Se separ0 el solido por decantacién. EI mismo fue secado hasta peso constante en el

tambor de vacio.

Los productos de las reacciones se caracterizaron por espectroscopia infrarroja y
cromatografia de exclusion molecular (SEC, por sus siglas en inglés) con el objetivo de

evaluar los pesos moleculares promedios y la polidispersidad de las muestras obtenidas.

Para la identificacion de los productos y el calculo de las unidades monoméricas en
los distintos bloques se emple6 *H-RMN. Esta informacién permitié calcular la

composicion y la relacion entre los bloques hidrofébico/hidrofilico.
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Obtencion del MABz-b-AMA

La sintesis del copolimero MABz-b-AMA se llevd a cabo partiendo de un
copolimero en bloque previamente sintetizado, MABz-b-MAtert-Bu.

La reaccion para desproteger y obtener el grupo funcional acido carboxilico,
consiste en una hidrdlisis en medio acido del grupo funcional éster, utilizando para tal fin
acido clorhidrico [7, 11,12]. En un erlenmeyer de 50 ml se agregd dioxano (Merck, PA),
solvente de reaccion, &cido clorhidrico (Aldrich 36%. Reactivo ACS) y el polimero que se
deseo desproteger. El sistema se llevo a la temperatura de 110°C, por encima del punto de
ebullicidn del solvente. Se dejo la solucién en reflujo durante 8 horas. Transcurrido este
tiempo se eliminod el solvente utilizando un rotavapor. El sélido obtenido se seca en el

tambor de vacio hasta peso constante.

El producto se analizd por espectroscopia infrarroja para caracterizarlo y *H-RMN

para identificarlo.

Técnicas de caracterizacion

Cromatografia de exclusion molecular (SEC)

La cromatografia de exclusion molecular es una técnica de cromatografia liquida en
columna que separa las moléculas de acuerdo a su tamafio molecular en solucién. En dicha
columna se introduce una solucion que contiene la muestra, la columna esta rellena con
particulas porosas de estructura rigida y la muestra es transportada por el solvente (fase
movil) a través de la columna. La separacion por tamafios tiene lugar por repetidos
intercambios de las moléculas del soluto entre la masa del solvente de la fase mdvil y la
fase liquida estanca entre los poros del empaque. El tamarfio del poro del relleno es el que

determina el rango de tamafios moleculares dentro del cual ocurrira la separacion.

El mecanismo de retencion en SEC es muy diferente del de otras técnicas de
cromatografia liquidas por el hecho de que la distribucion de solutos entre las fases se
establece por efectos entrépicos en lugar de ser por diferencias entalpicas.
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A la salida de la columna se sitia un detector que permite medir la concentracion en
funcién del volumen de elucion y si esta concentracion se transforma en fraccion en peso,
se obtiene el perfil cromatogréfico de SEC. Dicho cromatograma da informacion cualitativa
de la distribucion; si se desea obtener valores de pesos moleculares hay que realizar una
calibracion previa midiendo los volumenes de elucion de muestras de polimeros de pesos
moleculares conocidos, permitiendo transformar los volimenes de elucion en pesos
moleculares. La calibracion permite obtener la curva de distribuciéon de pesos moleculares

de la que se pueden calcular los pesos moleculares promedios.

Los copolimeros sintetizados fueron caracterizados por Cromatografia de Exclusion
Molecular (SEC) con un equipo de cromatografia liquida LKB-2249 con una serie de
cuatro columnas de exclusion molecular p-Styragel (10°, 10%, 10° y 100 A de tamafio de
poro). Esta técnica permitio establecer las medidas de los pesos moleculares promedio de
los polimeros y las distribuciones de los mismos. Las corridas cromatograficas se realizaron
a 25°C y como solvente de elucion se utilizd cloroformo. Las concentraciones de los
polimeros inyectados oscilaron entre 4-5 mg/ml. La velocidad de elucion fue de 0.5 mi/min.
Los elugramas fueron analizados por doble deteccion, tal como describieron Cortizo y
colaboradores [13] mediante un detector Uv- visible de longitud de onda variable,
seleccionada a 254 nm, longitud de onda correspondiente al maximo de absorcién de los
anillos aromaticos, presentes en el monémero de MABz. En serie al anterior se colocd un
detector de infrarrojo (Miram 1A), seleccionado a 5.75 um (1710 cm™) correspondiente a la
frecuencia de absorcion del grupo carbonilo presente en ambos monémeros. Se utilizé una

calibracion basada en estandares de poliestireno de distintos pesos moleculares.

Osmometria de presion de vapor (VPO)

La osmometria de presion de vapor permite obtener el peso molecular promedio en
namero 0 M, con un error cercano al 5 % en muestras polidispersas de pesos moleculares
menores a 20.000 g/mol. En la osmometria de presion de vapor se determina el peso
molecular de una sustancia por las diferencias en los potenciales quimicos entre un solvente
y una solucion conteniendo la muestra de interés en el mismo solvente. Las medidas se

realizaron con un equipo Knauer a 37 °C, empleando cloroformo como solvente. Los
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valores de M, se obtuvieron empleando una funcion de calibracion del tipo (AV/C) =0 =
KM,*, donde AV es el cambio en el voltaje del termistor y ¢ es la concentracion [14]. Las
constantes de calibracion Ky o se obtuvieron a partir de lignoserato de metilo, tripalmitato

de glicerilo y muestras de PS estandar que cubren el siguiente rango de pesos moleculares
383 < M, < 9000.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Esta técnica fue empleada para identificar los copolimeros sintetizados y determinar
la composicion de los mismos en funcion del nimero de unidades repetitivas de cada

monomero que conforma cada bloque.
Para las medidas se utiliz6 un equipoVarian-200 MHz (Mercury 200).

Las muestras fueron disueltas en cloroformo deuterado (10% P/V) y se utilizo

tetrametil silano (TMS) como estandar interno. Las medidas se llevaron a cabo a 20°C.

La composicion de los copolimeros se estimé mediante la relacion de las
integraciones entre los hidrégenos aromaticos | (Ar) del MABz y los hidrégenos alifaticos
caracteristicos de los otros monémeros que componen al copolimero, I(Al) en los espectros
'"H-RMN, estando la sefial aromatica comprendida entre 8= 6.5 y 7.75 ppm y la seifial

alifatica entre 6= 1.0 y 8= 4.8 ppm. La ecuacion empleada para esto es la siguiente:

= _ xI (Ar)
MABZ T X1 (Ar) + 51 (Al)

Ec.ll.1

Donde x toma los siguientes valores: 3 para MAM (-OCHj);

9 para MAtert-Bu (-OC (CHs)3); 2 para DMAEMA (-CH,-) y 6 para FDIP ((CHz),).
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Espectroscopia Infrarroja (IR)

Este meétodo espectroscopico fue utilizado para caracterizar los copolimeros
sintetizados a lo largo de este trabajo. El equipo utilizado es un espectrometro Varian FT-
IR 600 Series.

Las medidas se realizaron utilizando una pelicula del polimero obtenida por el
método de “casting” sobre una pastilla de cloruro de sodio. Para cada muestra se prepard
una solucion al 7 % P/V en cloroformo y se agregd gota a gota sobre la pastilla de cloruro
de sodio. Se evapord el solvente a temperatura ambiente. Luego se agregaron mas gotas
sobre la pelicula formada y se dejo secar. Este procedimiento se repitio hasta conseguir el
espesor necesario de la pelicula que permita obtener una buena medida en el equipo. La
pelicula final obtenida se seco en tambor de vacio a peso constante, para asegurar la total

eliminacion del solvente.

Resultados y Discusion

La Tabla.ll.1 presenta los resultados obtenidos a partir de las diferentes sintesis
realizadas. En todos los casos la relacién iniciador/catalizador fue de 25, mientras que la

relacion monémero/iniciador fue de 10.
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Muestra | Copolimero Composicion | M, M, % de | My/M,
B1:B2 (SEC) (VPO) Conversion
(g/mol) (g/mol)
1 PMAM-b-PMABz 65:35 8040 60 12
2 PMABz-b-PMAM 70:30 4610 40 1.3
3 PMABz-b-PFDIP 99:1 3544 38 11
4 PMABz-b-PFDIP 97:3 8205 7103 38 13
5 PMABz-b-PFDIP 98:2 2930 68 1.2
6 PMABz-b-PMAtert-Bu | 83:17 6590 40 13
7 PMABz-b-PMAtert-Bu | 91:9 2120 2971 39 11
8 PMABz-b-PMAtert-Bu | 97:3 2960 59 11
9 PMABz-b-PMAtert-Bu | 99:1 2990 3619 58 1.2
10 PMABz-b-P MADMAE | 80:20 5100 * 36 13
11 PMABz-b-P MADMAE | 56:44 2640 * 94 12

* Corresponde al M,, del ler bloque

Tabla.l11.1: Datos de conversion, M,, M,/M, y composicion de los copolimeros sintetizados

El primer copolimero sintetizado fue el PMAM-b-PMABz. En la Figura.ll.4 se

muestran los perfiles cromatograficos del ler bloque correspondiente al PMAM (traza en

color azul de menor peso molecular) y el copolimero final PMAM-b-PMABZ (en color rojo

de mayor peso molecular). Dichos elugramas ponen de manifiesto la eficiencia en la

reaccion de propagacion del macroanion que da lugar a la formacion del copolimero en

bloque. Ademas, la ausencia de una cola hacia pesos moleculares bajos en la traza del

copolimero en bloque indica que no existe contaminacién con el homopolimero.
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Figura.ll.4: Perfiles Cromatograficos del 1er bloque de MAM y del copolimero PMAM-b-PMABz.

En la Figura.ll.5 se presenta el espectro FTIR junto con la asignacion de las bandas
que caracterizan al copolimero indicado. Las bandas més importantes asignadas son: (v,
Cm'l) 3027 (vc-H aromaticos); 2993 y 2944 (v alifaticos); 1725 (ve-o esteres); 1457 (dcw
alifaticos) 1240 y 1146 (vco simétrico y asimétrico, esteres); 751 y 693 (Oc fuera del plano,

aromatico monosustituido).
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Figura.ll.5: Espectro IR del copolimero MABz-b-MAM

Una vez adquirido el espectro de IR, que permitié caracterizar al compuesto
sintetizado, se realizé un *H-RMN para su identificacién (Figura.ll.6) y poder determinar
la composicion de cada uno de los mondmeros del copolimero. Para calcular las
composiciones se tiene en cuenta el area del pico correspondiente al grupo funcional
caracteristico del mondémero utilizado (C). En éste caso, el area del pico (C) corresponde al
metilo del éster y el area del pico (A) fue asignada a los hidrégenos aromaticos, empleando

la Ecuacién.ll.2 obtenemos la composicién del copolimero sintetizado

B 31 (Ar)
MABZ 31 (Ar) + 51 (Al)

Ec.11.2

El valor que se obtiene al realizar los célculos es de 65:35 para los respectivos blogques

correspondiente a la muestra VI de la Tabla.ll.1
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Figura.l1.6: Espectro de *H-RMN del copolimero MABz-b-MAM.

Los copolimeros obtenidos a partir del mondémero MAtert-Bu en su mayoria son de
bajo peso molecular y aunque las polidispersidades son bajas, no se incorporaron muchas
unidades monoméricas al blogue. Aunque se sabe que éstos mondémeros reaccionan de
forma eficiente por ésta técnica, éste comportamiento puede ser consecuencia de diversos
factores, tales como la incorporacion de trazas de humedad o la pureza del monémero. El
M, de algunas de estas muestras fue analizado mediante VPO con el objetivo de verificar el
valor obtenido por SEC. Como se observa en la Tabla.ll.1, los resultados concuerdan

bastante bien (dentro del error experimental), como se ha verificado para otros sistemas

[15, 16].

El copolimero en bloque obtenido fue identificado por *H-RMN (Figura.ll.7), a

partir de cuyo espectro se determind también la composicion.
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Figura.ll.7: Espectro de "H-RMN del copolimero MABz-b-MAtert-Bu

Este copolimero fue sometido a la reaccién de desproteccién para obtener como
producto final el grupo funcional del &acido carboxilico en la cadena polimérica,
permitiendo obtener un copolimero cuya estructura posee un bloque hidrofébico y otro
hidrofilico. EI mismo fue analizado mediante *H-RMN y FTIR, Figura.l.8 y Figura.ll.9,

respectivamente.
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Figura.l1.8: Espectro de "H-RMN del copolimero MABz-b-AMA
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Figura.l1.9: Espectro IR del copolimero MABz-b-AMA
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En la Figura.ll.9 se muestran las bandas del espectro FTIR que caracterizan al
copolimero MABz-b-AMA. Las bandas mas importantes asignadas son: (cm-1) 3428 (vo-+
—COOH, acidos); 3028 (vc-H aromaticos); 2951 (vc-w alifaticos); 1730 (vc-o esteres); 1644
(ve=o asociaciones intramoleculares, acidos); 1248 y 1145 (vco simétrico y asimétrico, esteres); 760

y 705 (dc+fuera del plano, aromatico monosustituido).

Los copolimeros formados a partir del éster metacrilico con grupo amino tienen
baja polidispersidad y en algunos casos se han podido llegar a conversiones altas,
alcanzando casi la formacion del 100 % del producto esperado. Estos copolimeros fueron
los primeros en alcanzar una relacién de casi el 50/50 en composicion. Ambos monémeros
son muy reactivos y de fécil identificacion en el espectro de *H-RMN por sus picos

caracteristicos.

Respecto a la evaluacion del peso molecular promedio de estos copolimeros
mediante SEC, practicamente no se observaron diferencias entre el M, del ler y 2do
bloque. Por ejemplo, para el copolimero PMABz-b-PMADMAE (10), los valores
determinados fueron 5100 y 5280, para el ler y 2do bloque, respectivamente. Esta
diferencia ha sido atribuida a posibles interacciones intracatenarias del polimero en el
solvente seleccionado para las medidas realizadas por SEC y/o con el relleno de las
columnas. El cromatograma resultante es un reflejo de la distribucion de los tamafos
moleculares evaluados a partir de una calibracion basada en un estandar de poliestireno
(PS) lo que significa que se trata de valores aparentes. Si el comportamiento en soluciéon del
polimero analizado difiere del de dicho estandar, pueden surgir diferencias entre los valores
calculados y los reales. La relacion entre el tamafio molecular y el peso molecular depende
de la conformacion del polimero en solucion. Si las interacciones polimero-solvente, son
pobres, la macromolécula adoptard una conformacién mas compacta, su volumen
hidrodinamico sera menor y por ello el valor del M, determinado experimentalmente

diferira del real [17].
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Es posible que las interacciones entre el bloqgue MADMAE en CI;CH (solvente de
dilucion y de fase movil) originen un volumen hidrodinamico menor al tamafio de la
macromolécula en una conformacién de ovillo estadistico. Al ser un solvente poco polar
dificulta las interacciones con los grupos funcionales polares del bloque evitando que se

solvate adecuadamente, es decir se comporta como un solvente pobre.

Ante esta dificultad, los pesos moleculares de los bloques correspondientes a los
copolimeros con bloques MADMAE se evaluaron empleando el peso molecular del primer
bloque obtenido por SEC vy la relacion de composicién de los blogues en el copolimero
dada por el *H-RMN (Figura.11.11). Por ejemplo, el ler blogue del copolimero PMABz-b-
PMADMAE (11) en la Tabla.ll.1 tiene un M, de 2640 g/mol. Este valor corresponde a una
cadena formada por 15 unidades repetitivas de MABz. La composicion obtenida por *H-
RMN (Tabla.ll.1) del copolimero es de 56:44. Haciendo uso del valor de la composicion se
puede calcular el Mn correspondiente a las unidades repetitivas del monémero MADMAE.
Asi, el 2do bloque est4 formado por 12 unidades monoméricas de MADMAE, dando un
valor del M, para este bloque de 1852 g/mol. Por lo tanto, el valor final del M, para el

copolimero PMABz-b-PMADMAE (11) es de 4500 g/mol.

Similarmente se ha estimado que el M, de la muestra PMABz-b-PMADMAE (10)
es de 6200 g/mol.
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Figura.l1.10: Espectro IR del copolimero PMABz-b- PMADMAE

En la Figura.ll.10 se muestran las bandas del espectro IR que caracterizan al
copolimero PMABz-b-PMADMAE. Las bandas mas importantes asignadas son: (v, cm™)
2942 y 2817 (vc-+ alifaticos); 1728 (vc=o esteres); 1453 (Oc-H alifaticos) 1258 y 1147 (vc-o

simétrico y asimétrico, esteres); 749 (dc-+ fuera del plano, aromatico monosustituido).
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Figura.ll.11: Espectro de *H-RMN del copolimero MABz-b-MADMAE

Finalmente, la reactividad de los fumaratos por GTP no es conocida y este ha sido
el origen del interés en intentar la obtencion de copolimeros en bloques con este
monomero. Los fumaratos presentan una estructura quimica muy diferente de los
monomeros metacrilicos. Se tratan de mondmeros etilénicos 1,2-disustituidos, cuya
reactividad en polimerizacion radical ha sido previamente estudiada [18]. La principal
caracteristica de este tipo de mondmeros es su lenta cinética de polimerizacion, en
comparacion a la mayoria de los monomeros vinilicos y acrilicos conocidos, la cual se
atribuyo inicialmente al impedimento estérico entre sus sustituyentes vecinos [19].
Posteriormente se demostro que la baja reactividad de estos mondémeros puede ser mejorada
empleando condiciones de calentamiento por microondas, lo que pone de manifiesto el

efecto de las condiciones de reaccidn sobre la reactividad de los mismos [9]. Por otro lado,

Marcos E. Coustet Pagina | 36



Sintesis de Copolimeros en Bloque | Capitulo II

existen escasos estudios en los que se mencione la polimerizacién anionica de fumaratos, a
pesar de que por sus caracteristicas estructurales (grupos atractores de electrones y
estabilizadores del macroanion en propagacion) serian buenos candidatos para llevar a cabo

tal tipo de polimerizaciones [20].
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Figura.l1.12: Espectro de *H-RMN del copolimero MABz-b-FDIP.

En la Tabla.ll.1 se puede observar la baja incorporacion de las unidades repetitivas
tipicas del mondémero fumarico en el copolimero en bloque, lo que indica su poca o escasa
reactividad empleando este método de sintesis. El bloque estd conformado como maximo
por 3 unidades monoméricas. La Figura.ll.12 presenta el espectro *H-RMN del copolimero
PMABz-b-PFDIP (3) junto con la asignacion de las sefiales, de cuya integracion se ha

determinado la composicién. Si bien en los 3 casos las reacciones se llevaron a cabo
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empleando las mismas relaciones de iniciador, catalizador y monomero ([1]: [C]: [M]), se
observan diferencias en la conversién y los pesos molecular promedio obtenidos, aunque en
todos los casos las muestras presentan un bajo indice de polidispersidad, tipico de las
polimerizaciones “living”. Estas diferencias pueden ser atribuidas a la pureza o contenido

de humedad del monémero, como se ha sefialado en otros estudios [20].

Una de las muestras PMABz-b-PFDIP (4) fue analizada por VPO, con el objetivo
de verificar el valor de M, determinado por SEC, el cual se hallé dentro del mismo orden
de magnitud. Como se sefial6 anteriormente, los fumaratos no han sido muy estudiados
respecto a su comportamiento o reactividad en polimerizaciones anidnicas. Por lo cual se
hace una analogia con otras familias de mondmeros etilénicos 1,1 o 1,2-disustituidos para

tratar de interpretar los resultados obtenidos.

Los mondmeros elegidos para la comparacion son los crotonatos y los itaconatos.
La estructura general de cada una de las familias de éstos compuestos se muestran en la
Figura.ll.13. Los crotonatos han sido estudiados por Hatada y colaboradores [21] donde
argumentan que la resistencia de estos mondmeros a polimerizar por GTP se debe a las
condiciones de trabajo que se emplean de forma tipica (las mismas condiciones descriptas
en “Procedimiento de la sintesis”). Sus estudios, empleando solventes no polares como
CH,Cl,, y un sistema de catalizador no nucleofilico (I,Hg/ISiEt3) dieron como resultado
polimeros con valores de M, entre 56000 y 90000, confirmando que no todos los

monomeros tienen la misma reactividad bajo las mismas condiciones.
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Figura.ll.13: Estructuras de los ésteres de los acidos crotonico y itaconico, donde R representa una cadena de

carbonos alifaticos

Por otra parte los itaconatos pueden polimerizar via radicalaria alcanzando altas
conversiones [22], pero la sintesis por GTP no dio buenos resultados, conduciendo a la

incorporacion de pocas unidades a la cadena en crecimiento [23].

Con todo lo expuesto, los resultados obtenidos en este trabajo al emplear fumaratos
como bloque final, son los esperados en base a otras investigaciones sobre sistemas
similares. Probablemente un cambio en las condiciones de iniciacion permitiria obtener
bloques de mayor tamafio molecular, empleando GTP como técnica de polimerizaciéon. A
pesar de la baja reactividad observada para FDIP bajo las condiciones empleadas, este
monomero puede utilizarse como un eficiente funcionalizador final del copolimero,
confiriéndole a dicho extremo de cadena particularidades hidrofébicas y altamente
resistentes a las condiciones de hidrolisis (desproteccion), en comparacién con monémeros

del tipo metacrilato.

Marcos E. Coustet Pagina | 39



Sintesis de Copolimeros en Bloque | Capitulo II

Conclusiones parciales

e En particular se han obtenido copolimeros, de la familia de los metacrilatos, con
distintos bloques funcionalizados empleando la técnica de GTP.

e Los productos de estas sintesis fueron caracterizados e identificados y todos
presentan una baja polidispersidad.

e La sintesis de copolimeros con FDIP utilizando las mismas condiciones que los
restantes copolimeros, dieron resultados similares a los de bibliografia consultada.

e Las aplicabilidades de estos copolimeros seran estudiadas en los siguientes capitulos

de la tesis.
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Introduccién

Los copolimeros en bloque anfifilicos, son una clase particular de copolimeros en
bloque que presentan la particularidad de contener en su estructura tanto un segmento
hidrofébico como uno hidrofilico. Esta caracteristica estructural les confiere propiedades

muy particulares e interesantes desde el punto de vista de sus aplicaciones.

De forma semejante a las macromoléculas bioldgicas, tales como las proteinas,
pueden plegarse en hélices o laminas y agregarse en grandes estructuras tales como los
ribosomas [1]. Asi, una de las propiedades mas relevantes de estos copolimeros se pone de

manifiesto en su comportamiento en solucion.

Si un copolimero en bloque anfifilico se disuelve en un solvente que disuelve
preferencialmente uno solo de los bloques, denominado “solvente selectivo”, sus moléculas
tienden a organizarse de manera de formar agregados similares a los obtenidos con
tensioactivos de bajo peso molecular, tales como las micelas. Por ejemplo, en un solvente
no polar, el segmento hidrofébico del copolimero estaré altamente solvatado, mientras que
los segmentos hidrofilicos tenderdn a agregarse entre si creando su propio ambiente
hidrofilico y viceversa. La autoorganizacion de los copolimeros en bloque anfifilicos puede
dar lugar a diferentes morfologias, incluyendo micelas, varillas, lamelas y vesiculas [2].
Entre ellas la formacién de micelas es el tipo de organizacién mas comun. Generalmente

son nanoscopicas, esféricas y con una estrecha distribucién de tamafios.

La formacién de las mismas se produce a una concentracion determinada designada
como la concentraciéon micelar critica (CMC). Por encima de la CMC las moléculas
anfifilicas se asocian en ensamblados supramoleculares llamados micelas que estan en
equilibrio con las moléculas no asociadas (unimeros). EI proceso de micelizacion es el
resultado de un balance entre fuerzas repulsivas y atractivas, cuyo inicio trae consigo
cambios significativos en el valor de algunas propiedades macroscopicas del sistema. Entre
ellas se pueden mencionar: tensién superficial, conductividad, densidad, presion osmotica y
dispersion de luz. Al analizar el comportamiento de estas propiedades en funcion de la
concentracion del copolimero en bloque anfifilico, se observa un claro quiebre en la grafica

que representa la propiedad evaluada, a partir del cual es posible la determinacion directa y
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relativamente sencilla de la concentracion micelar critica. Cabe sefialar que los valores de la
CMC de un copolimero obtenido por diferentes métodos muchas veces presentan
diferencias apreciables debido a que puede variar la sensibilidad de cada una de las técnicas

en la cuantificacion de las cantidades de material presente en la solucion.

La formacion de sistemas anfifilicos ensamblados reversiblemente en solucion
despertd un gran interés en la industria por sus usos para la recuperacion de aceites y
petréleo, como portadores de drogas, en catalisis quimica, como modelo de reacciones
enzimaticas, para la obtencion de pequefas particulas coloidales o para la solubilizacién de

sustancias insolubles en liquidos [3-5].

Estudios previos sefialan la posibilidad de utilizar estos sistemas como posibles
sitios de generacion de nanoparticulas. El uso de copolimeros en bloque anfifilicos para tal
fin, presenta algunas ventajas respecto a los surfactantes de bajo peso molecular. Entre ellas
se destaca el control preciso de la arquitectura de cada uno de los bloques que lo
constituyen, a partir de la sintesis empleando técnicas de polimerizacion “living”, lo que
permite controlar el tamafio del corazéon y la corona de la micela (Esquema.lll.1l). Es
también posible mediante estas metodologias seleccionar la estructura quimica de cada
bloque, en base al ambiente preseleccionado (polar/no polar, pH, etc.). Asimismo esto
posibilita la obtencién de estructuras adecuadas para unirse al soluto de interés (metales,
iones, drogas) mediante interacciones especificas, tales como uniones por puente de
hidrogeno, covalentes o por complejacion [6]. Otra ventaja del uso de copolimeros en
bloque anfifilicos es la baja CMC (10°-10® mol/l) que presentan tales sistemas, debido al
alto grado de incompatibilidad entre los bloques soluble e insoluble, en comparacion con la
CMC observada para surfactantes de bajo peso molecular (CMCsps = 7.6 10 mol/l a 23
°C) [7-9]. De este modo, la estructura de la micela y la estabilidad de la particula no se ven

comprometidas por dilucion [10].
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Solvente
GTP selectivo
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Esquema.lll.1. Formacion de micelas a partir de la sintesis de un copolimero en bloque anfifilico.

Las micelas son utilizadas como nanoreactores para sintetizar nanoparticulas en
condiciones de fase inversa o directa. Las primeras han sido las menos estudiadas y por lo
tanto se sabe muy poco de ellas.

Los métodos utilizados para la caracterizacion de los sistemas micelares han sido
tratados de forma extensiva por varios autores, entre ellos Riees, Gohy y Bahadur,
brindando informacion acerca de sus caracteristicas estructurales, como la forma y el

tamario, por ejemplo [11-13].

En el presente capitulo se evalGa la CMC de algunos de los copolimeros sintetizados
(PMABz-b-PAMA (6 hidrolizado) y PMABz-b-PMADMAE (11)) y se caracterizan los
sistemas por Microscopia Electrénica de Transmision (Transmission electron microscopy,
TEM), DLS, Conductimetria y Fluorimetria. Ademéas se describe la sintesis de las
Nanoparticulas de Plata (NPs de Ag) vy el estudio de la evaluacion del tamafio de dichas

NPs en funcién de la temperatura.

Materiales y métodos

Los copolimeros con blogues hidrofébico-hidrofilico, empleados en este capitulo,

son:
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Copolimero PMABz-b-PAMA (6 hidrolizado), M, = 6590 y M,,/M,= 1.3.

Copolimero PMABz-b-PMADMAE (11), M, =4500y M,/M,=1.2.

Técnicas de caracterizacion

Fluorimetria

En todas las metodologias de fluorescencia es necesario incorporar al sistema un
compuesto capaz de emitir luz, conocido como sonda. Las mas adecuadas son aquellas
cuya fotofisica se ve fuertemente influenciada por la naturaleza del medio en el que se
encuentran. Esta dependencia posibilita la caracterizacion del entorno de la sonda, haciendo
de este tipo de técnicas una herramienta ampliamente utilizada en el estudio de sistemas

gue presentan mas de una fase o microfase.

En disolventes polares como el agua o el metanol, el pireno (Figura.lll.1) muestra
una alta intensidad de la fluorescencia de emision de los picos designados como |, e Iy
correspondientes a 373 y 384 nm, respectivamente (Figura.lll.2 y Figura.lll.3). En ausencia
de micelas (por debajo de la CMC) la relacion de intensidades de emision de fluorescencia
correspondientes a los picos anteriores, I, / I, es alta. En presencia de micelas, es decir, a
concentraciones de surfactante superiores a la CMC, el pireno se solubiliza,
mayoritariamente, cerca o en el nlcleo de las micelas (que presenta las caracteristicas de un
disolvente hidrocarbonado). Por lo tanto el microentorno que rodea ahora a las moléculas

de pireno es menos polar que en el medio acuoso vy la relacién 1, / Iy, disminuye.

El valor experimentalmente determinado para esta relacion entre I, e I, dependera
de una serie de caracteristicas propias del tensioactivo, tales como la longitud de la cadena
hidrocarbonada, la naturaleza del contraion en el caso de detergentes ionicos y
principalmente de la naturaleza del grupo polar.
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En términos generales la magnitud I, / I, obtenida a diferentes concentraciones de
tensioactivo presenta un cambio brusco a una determinada concentracion de tensioactivo
como consecuencia de la formacion de micelas. Este valor de concentracion se corresponde
con la CMC.

En el presente trabajo, se realizaron espectros de emision de fluorescencia
utilizando muestras de copolimero PMABz-b-PAMA (6 hidrolizado) y copolimero
PMABz-b-PMADMAE (11), a diversas concentraciones, en presencia de pireno a una
concentracion fija de 10° M en medio acuoso. Las medidas se realizaron a temperatura

ambiente utilizando un equipo Fluorolog Horiba JOVIN-YBON.

Conductividad

El cambio brusco que se aprecia en la medida de la conductividad especifica de una
disolucion acuosa de un surfactante ionico al variar la concentracion de dicho surfactante,
es debido al diferente grado de ionizacion del surfactante por debajo y por encima de la
CMC [21]. A concentraciones inferiores a la CMC, existen mondmeros libres del
surfactante que se comportan como electrolitos fuertes, mientras que por encima de la CMC

se forman micelas que se encuentran parcialmente ionizadas.

Utilizando el método de las pendientes [22] podemos determinar el grado de
ionizacion micelar como el cociente de las pendientes de las representaciones lineales de la
conductividad especifica en funcion de la concentracion de surfactante total obtenidas por
encima y por debajo de la CMC, correspondiendo el punto de corte con el valor de la CMC.

Las mediciones de conductividad fueron realizadas utilizando soluciones madre de
10 mg/ml de cada polimero. La solucion se preparé diluyendo en primer lugar en la
cantidad minima de THF requerido (aproximadamente 500 pl). Al igual que con las
mediciones de fluorimetria, se usaron soluciones de polimero en medio acuoso (agua, a pH
2 y pH 13 para los copolimeros PMABz-b-PMADMAE (11) y PMABz-b-PAMA (6

hidrolizado), respectivamente, realizadas en diferentes concentraciones de polimero. Se
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prepararon soluciones en el rango de 2 a 10 mg/ml. El equipo que se utiliz6 para realizar
las medidas es el CyberScan CON 1500.

Dispersion de Luz Dinamica (Dynamic Light Scattering, DLS)

La luz dispersada por un solvente muestra fluctuaciones temporales de intensidad
debidas a las fluctuaciones térmicas de la densidad. En una solucion con particulas
disueltas, estas fluctuaciones producen el movimiento Browniano de esas particulas
(polimeros, nanoparticulas, etc.) y la luz dispersada por el soluto manifiesta también
fluctuaciones de intensidad, més lentas que las del solvente puro.

De todas maneras, el movimiento Browniano modifica las distancias que existen
entre el detector y las particulas dispersantes, que son ahora una funcién del tiempo. En
consecuencia, la luz dispersada puede interferir constructiva o destructivamente
dependiendo de la distancia que viaja hasta el detector, sobre la que se superponen una serie
de fluctuaciones.

Los tiempos de relajacion de las fluctuaciones estan relacionados con las constantes
de difusion, y en consecuencia, con los tamafios de las particulas. Las particulas pequefias,
gque se mueven mas rapidamente presentan tiempos de relajacion mas cortos que las
particulas grandes, que se mueven de manera mas lenta. Los tiempos de relajacion de las
fluctuaciones se pueden determinar tanto en el dominio de las frecuencias (usando un
analizador espectral) o en el dominio del tiempo (empleando un correlador). A este
fendmeno se le conoce como dispersion de luz cuasieléstico y su estudio se ha convertido
en el método clasico de determinacion de coeficientes de difusion translacional de
macromoléculas en disolucion.

Para analizar de forma cuantitativa la movilidad de particulas disueltas mediante
dispersion dinamica de luz, es util expresar las fluctuaciones de la intensidad dispersada en
término de funciones de correlacion temporal.

Como el concepto de correlacion no es muy empleado podemos decir, que si dos

variables o dos sefiales estan correlacionadas, significa que el cambio de una de ellas se

Marcos E. Coustet Pagina | 49



Formacion de Micelas | Capitulo III

puede utilizar para predecir, con certeza, el cambio que se ha asignado en la otra. La
autocorrelacion es justamente la medida del producto de una variable A (1) por su valor A
(t+1) tras un cierto tiempo de retardo t. De manera que la funcion de autocorrelacion de la

propiedad A medida durante un tiempo total T viene dada por:
1 T
(A0)A(D)) = Jim f ADA(t + D)dt Ec.IIL1
0

Lo realmente interesante es conocer como varia la funcion de autocorrelacion con el
tiempo, lo que llamaremos C (t), siendo 1 el periodo de relajacion. Si denominamos B al
valor medio de la sefal de dispersion, conforme mayor sea t hemos visto que la correlacion
se va perdiendo y el valor de C (1) se haria igual a B. Por el contrario, para valores de 1
pequefios la correlacion seria alta. Entre estos dos limites, para una suspension de particulas
globulares monodispersas la funcién de correlacion decae exponencialmente y viene dada
por:

C(o)=Ae "+ B Ec.II1. 2

Expresion en la que A es una constante éptica que depende del disefio del

instrumento y I' esta relacionada con la relajacion de las fluctuaciones mediante

I' =D |——2sin

2mn 0]2
Ao 2

Ec.IIl.3
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Donde D es el coeficiente de difusion translacional de la particula, 0 es el angulo de
observacion, Ag la longitud de onda de la radiacion incidente y n el indice de refraccion del
liquido en el que se encuentran las particulas. El coeficiente de difusion D esta relacionado
de una manera sencilla con el tamafo de la particula para las geometrias mas simples como
esferas, elipsoides, cilindros u ovillos estadisticos. En la mayor parte de los casos, se asume

que la forma de las particulas es de tipo esférico, con lo que

KgT
3mnd

Ec.II1. 4

Siendo Kg la constante de Boltzmann, T la temperatura y 1 la viscosidad del medio
y d es el didmetro hidrodinamico de la particula. Esta ecuacion asume que las particulas se
mueven independientemente unas de otras.
En definitiva, la determinacion del tamafio de particula en un experimento de
dispersion de luz cuasielastica consiste en:
e Medir la funcion de autocorrelacion
e Ajustar la funcion medida a la ecuacion (Ec.111.2) para determinar I
e (alcular D a partir de la ecuacién (Ec.II1.3), conocidos n, 0 y I’

e Calcular el diametro de particula, d, a partir de la ecuacion (Ec.l11.4), conocidos T y

n.

Hasta aqui se ha tratado el problema de la dispersion cuasielastica de particulas
monodispersas. Este es un caso muy particular, dado que en la mayor parte de las muestras
poliméricas se va a presentar una distribucion de tamafios que contribuye con su propio
exponencial, de forma que la funcion de correlacion debe expresarse como sumatoria de

todos ellos:

g(@) = j G(A) e AdA Ec.IIL 5
0
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Donde G (I') es la funcidon de distribucion de los tiempos de relajacion. El principal
problema ahora es la caracterizacion de G (I') en sistemas polidispersos, para ello se recurre
a varios métodos matematicos de tratamientos de datos, que permiten obtener dicha funcion
de distribucion y, a partir de ella, la funcion de distribucion de tamafios de particulas. Los 2
métodos mas empleados con este fin son el método de cumulante y el método NNLS (Non

Negativity constrained Least Squares).

Resultados y Discusion

A bajas concentraciones se observaron cambios pequefios en la intensidad de
emision y poco o ningn cambio en la emisién (Figura.lll.2 y Figura.lll.3). A medida que
la concentracion del polimero aumenta, se observa un aumento en la intensidad de emision

de fluorescencia de pireno ademas de un ligero cambio del color rojo de la emision.

En un entorno polar, el pireno presenta una intensidad de emision débil. Por lo
tanto, los aumentos en la intensidad de emision de fluorescencia pueden ser atribuidos a
pireno encapsulado por la formacion de micelas en un ambiente apolar [14]. La longitud de
onda empleada para excitar el pireno fue de 337 nm y las de emision entre 345 nm y 470
nm. La CMC se determind a partir del cambio en la relacion de intensidad entre las bandas
de emisiéon a 373 nm y 384 nm o |, e Iy, respectivamente. Se representa la relacion de
intensidad (Iy1,,;) en funcion del log de la concentracion (Figura.lll.4 y Figura.lll.5). A
bajas concentraciones dicha relacion de intensidad describe una correspondencia lineal con
la concentracion de copolimero, similar a la del pireno en agua. Una vez que la CMC ha
sido alcanzada, se observa un fuerte aumento de la relacion de intensidades, pero el
comportamiento lineal se mantiene a lo largo del intervalo de concentraciones. La CMC se
define entonces como el punto de interseccion entre las dos lineas rectas ajustadas para

cada segmento lineal [15].
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Figura.ll1.1: Estructura del fluor6foro pireno.
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Figura.ll1.2: Espectro de emision de fluorescencia del polimero PMABz-b-PMADMAE (11) en

presencia de pireno en solucién acuosa a pH = 2.
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Figura.l11.3: Espectro de emision de fluorescencia del polimero PMABz-b-PAMA (6 hidrolizado) en

II/IIII

presencia de pireno en solucion acuosa a pH = 13.
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Figura.l11.4: Determinacion de la CMC del copolimero PMABz-b-PMADMAE (11).
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Figura.ll1.5: Determinacion de la CMC del copolimero PMABz-b-PAMA (6 hidrolizado).

Los valores de las CMC, encontradas a partir de las intersecciones de las rectas,
fueron 102 mg/ml (3,8 x 10° M) para el copolimero PMABz-b-PMADMAE (11) y 10*
mg/ml (1,5 x10® M) para el copolimero PMABz-b-PAMA (6 hidrolizado).

El valor de la CMC se ve influenciada por la fraccion en volumen relativa del
blogue que forma el nucleo de la micela [16]. En general, una reduccién en el contenido
hidrofobico conduce a un aumento en la CMC. Teniendo en cuenta este efecto es
interesante comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo con el observado en

sistemas similares.

Schmitz estudié el comportamiento de micelizacién de copolimeros PMAA-b-
PMABuU (52:48) en medio acuoso, encontrando un valor de CMC = 9,8 x 10 mg/ml (2,5 x
10® M) [17], mientras que el grupo de Eisenberg determiné valores de CMC entre 8-15 x
10® M para copolimeros PS-b-PAA, segin la composicién de los bloques [18]. Por otro
lado, en el caso de copolimeros con un bloque hidrofilico catiénico, tal como PS-b-P4VP,
con igual composicién de bloques, el valor hallado para la CMC fue de 4,6 x 107 M [19].
Para un copolimeros PDMAMAE-b-PCL (52:48) y PDMAMAE-b-PMAM (67:33) se
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determinaron valores de CMC de 2 x 10° M y 9,8 x 10™ M, respectivamente [16,20]. Asi,
nuestros resultados se encuentran dentro del mismo orden de magnitud que los reportados

para sistemas estructuralmente relacionados.

Respecto a las medidas de conductividad se encontré una similitud en los valores
hallados para el copolimero PMABz-b-PMADMAE (11), pero difiri6 en los resultados
obtenidos para PMABz-b-PAMA (6 hidrolizado) en 2 érdenes de magnitud. Es necesario
aclarar que aunque las diferencias entre las medidas obtenidas son evidentes, esto puede ser
explicado teniendo en cuenta las técnicas y el comportamiento de las mismas frente a las

variaciones que presentan las condiciones del sistema de trabajo.

14 -

-
N
1

Conductividad (mS)

9 8 7 -6 5 4 3 2 -1 0 1

Log C (mg/ml)

Figura.l11.6: Medidas de conductividad del copolimero PMABz-b-PMADMAE (11) en solucion

acuosa a pH=13.
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Figura.l11.7: Medidas de conductividad del copolimero PMABz-b-PAMA (6 hidrolizado) en solucién

acuosa a pH=2.

Usando DLS es posible medir el tamafio de las micelas, complejos formados con
una concentracion creciente de polimero [23-25]. Las mediciones fueron realizadas usando
soluciones de los copolimeros PMABz-b-PMADMAE (11) y PMABz-b-PAMA (6
hidrolizado) que cubren un cierto intervalo de concentraciones (10° mg/ml a 1mg/ml en
medio acuoso a pH 2 y pH 13 para PMABz-b-PAMA (6 hidrolizado) y PMABz-b-
PMADMAE (11), respectivamente). Todas las muestras se filtraron 3 veces utilizando un
filtro de 0.2 pm.

Las mediciones se realizaron a un angulo de dispersion de 90 ° a 25 °C usando un
equipo Brookhaven Ltd. (Holtsville, NY) 522 canal BI-200 SM digital de correlador y un
Lexel 300 mW laser He-Ne 632 nm. La funcion de correlacion de la intensidad de luz
dispersada se analiz6 utilizando un paquete de software denominado CONTIN para obtener

el tamafio de las particulas, fijando primero la viscosidad del disolvente a la temperatura de

trabajo. El valor considerado para dicho andlisis a 23 °C es 1,0 = 0.9310.
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Figura.ll11.8: Medidas de DLS a pH = 2 del copolimero PMABz-b-PMADMAE (11) en fase directa.
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Figura.l11.9: Medidas de DLS a pH = 13 del copolimero PMABz-b-PAMA (6 hidrolizado) en fase

directa.
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Las medidas de DLS demuestran mediante las graficas de las Figura.lll.8 y
Figura.ll1.9 un crecimiento del tamafio micelar en solucion en funcién de la concentracion
del polimero.

A partir del momento que se supera el valor minimo de la CMC la tension
superficial es constante, aunque se aumente la concentracion del mismo, las moléculas en
exceso van a seguir formando agregados en el volumen del sistema sin producir cambios
en la interface liquido/aire que se encuentra saturada desde que se llega a la CMC.

Por lo tanto, el aumento de la concentracion de polimero en la solucién conlleva a la
formacion de las estructuras conocidas como micelas.

En las Figuras.l11.8y Figura.lll.9 correspondientes a las medidas de DLS se puede
ver un crecimiento del tamafio micelar en funcion de la concentracion del polimero.

Ademas, los valores de la CMC de un copolimero obtenidos por métodos distintos,
muchas veces presentan diferencias apreciables debido a que puede variar la sensibilidad de
cada una de las técnicas en la cuantificacion de las cantidades de los unimeros (cadenas
individuales del copolimero en bloque) presentes en la solucion. Estas disparidades también

se atribuyen a un control insuficiente de la temperatura.

Micelas en Fase Reversa

Las micelas en fase reversa (0 inversa) son conocidas por tener pequefias cantidades
de solucion acuosa en fase organica (fase dispersante), de esta manera los bloques
hidrofébicos formaran parte de la corona (o “shell”) de la micela y los bloques hidrofilicos
se dispondran hacia el centro (o “core”) solvatados por las moléculas de agua.

Por colisiones entre micelas se pueden producir intercambios de sus contenidos en
el nucleo y posteriormente la formacion de dos estructuras independientes. Este proceso es
utilizado para la sintesis de nanoparticulas (NPs) permitiendo la interaccidn de los reactivos
encapsulados para elaborar materiales a escala nanométrica.

El mecanismo propuesto para la formacion de las NPs puede describirse de la
siguiente manera [26,27]:
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Formacion de

Nucleacion Crecimiento agregados
NaBH, o ° - =
AgNO3 — o ° — o ° - %

Esquema 111.2. Mecanismo de formacion de las NPs de Ag mediante la reduccion de iones plata (1).

El mecanismo de formacion de nanoparticulas empleando la reduccion de iones Ag”
en solucion se realiza en dos etapas bien definidas: nucleacidn y crecimiento.

La nucleacién corresponde a pequefios agregados de atomos de Ag que constituyen
los nlcleos.. La estabilidad de éstos depende del volumen del nlcleo alcanzado, si es inferior
al volumen critico, r < r. su disolucidn serd energéeticamente favorable. En cambio, si el
nacleo alcanza un volumen mayor que el volumen critico r > r. éste tendera a crecer
espontaneamente e irreversiblemente por incorporacion de los precursores solubles en
contacto con la superficie del nucleo.

Uno de los procesos mas comunes que ocurren con las nanoparticulas al transcurrir el
tiempo es la agregacion, donde la interaccion de varias nanoparticulas forma una particula de

mayor tamano.
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Estudio de las Nanoparticulas de Plata (NPs de Ag).

Se prepard una solucion del copolimero PMABz-b-PAMA (6 hidrolizado) en THF
(C = 2 mg/ml) en la cual se agregd agua en una relacion de 9:1 (THF: H20). Dicha
solucion se analizo por DLS, con el objetivo de evaluar la dimension de la micela como se
muestra en la Figura.lll.10. La intensidad de luz dispersada se midi6 en un angulo de
dispersion 6 = 90°. Las medidas se realizaron empleando un goniometro ALV/CGS-5022F
con un correlador digital maltiple tau ALV-5000/EPP que cubre un rango amplio de
tiempos (10° — 10° s). La fuente de luz empleada fue un laser helio/neén (A = 632,8 nm)

gue opera a 22 mW. Todas las medidas se realizaron a temperatura ambiente.

| Micelas Inversas
1,0 1 THF:H20 (9:1)

0,8

0,6

0,4

Distribucion peso

0,2 -

0,1 1 10 100

Radio (nm)

Figura.ll11.10: Medidas de DLS de las micelas formadas en fase reversa en THF/Agua (9:1) del copolimero
PMABz-b-PAMA (6 hidrolizado).

El valor del radio micelar medido por DLS muestra que las micelas obtenidas son

monodispersas y poseen un valor promedio de 1,57 nm (Figura.ll1.10).
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Las NPs de Ag se sintetizaron a partir de las micelas previamente obtenidas, por
agregado de AgNO; y luego afadiendo NaBH, para obtener asi las NPs Ag. Ambas
soluciones de reactivos fueron preparadas disolviendo el material sélido, previamente

pesado, en agua.

Se prepard una solucion madre del copolimero 20 mg en 9 ml de THF. La solucién
es agitada hasta su homogenizacion por 24 horas. La misma se divide en 3 alicuotas (I, Il y
I11) de 3 ml cada una. Ademas, se prepararon soluciones de AgNO3; y NaBH, con una

concentracion de 25 mM y 100 mM respectivamente.

Las soluciones designadas I, 1l y Ill, se llevaron cada una a una temperatura
especifica antes de realizar la reaccion (-15°C, 25°C y 40°C respectivamente).

Una vez alcanzada la temperatura de trabajo se agitd la solucion y se procedio al
agregado de un volumen de 90ul de AgNOj3 a la solucion sin detener la agitacion. El
agregado fue gota a gota, obteniendo una solucion transparente e incolora. Transcurridos 20
minutos se procedié al agregado rapido de 10ul de la solucion de NaBH, preparada
previamente. Bajo estas condiciones la plata que estaba en forma de cation en la solucion
acuosa encapsulada en las micelas se redujo a Ag’.

La solucion se deja agitando por 30 minutos y luego se retira, dejando que alcance
la temperatura ambiente. Se observd un cambio de coloracién de la solucion a rosa, lo que
pone en evidencia la reaccién de reduccion.

Dichas muestras fueron analizadas por espectroscopia UV- vis, DLS y TEM.

En la Tabla.lll.1 se muestran los valores de los tamafios de las NPs Ag en funcion
de las temperaturas correspondientes, analizadas por DLS. Se detect6 la presencia de dos
poblaciones, una mayoritaria (de menor tamafio) y otra minoritaria (de mayor tamafio). La
poblacién minoritaria podria adjudicarse a la presencia de NPs agregadas, mientras que la
poblacién mayoritaria podria adjudicarse a la presencia de NPs de Ag’ dentro de las
micelas reversas. Se aprecia una correlacion entre el aumento de la temperatura de la
reaccion y el tamafio de las particulas, si bien las diferencias no son muy grandes. A pesar

de la existencia de méas de una poblacion de particulas, la mayoria de ellas son de pequefio
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tamafo, como se evidencia por los porcentajes expresados (entre paréntesis en las columnas

R1yR2).

En todos los casos se observa que la temperatura de reaccion tiene un efecto poco

significativo sobre el tamafio de las NPs.

Muestra Temp. (°C) Distribucion R1 (%) R2 (%)
| 1 Peso 2.25 (90) 10.7 (10)
Ndmero 2.16 (99.9) 10.1 (0.1)
' - Peso 2.68 (82) 15.2 (18)
NUmero 2.65 (99.9) 14.8 (0.1)

N 10 Peso 2.97 (92) 11.0 (8)
Ndmero 2.86 (99.8) 10.6 (0.2)

Tabla.l11.1: Medidas de DLS de las muestras I, I1 y 111, en funcién del peso y el nimero de las poblaciones

de los productos.

En la Figura.ll1.11 (a) se muestra un grafico del espectro de UV- vis de la solucion
con las micelas y de las micelas con las NPs de Ag. Se puede apreciar de forma clara la
absorcion del plasmon a 480 nm vy la ausencia de sefial en la solucién de las micelas sin
Ag’. Dicha evidencia demuestra la formacion de las NPs de Ag. La Figura.lll.11 (b)
corresponde a la solucion de la muestra Il, donde se puede apreciar la coloracion de dicha
solucidn, la cual es caracteristica del sistema y se relaciona con los indices de refraccién del

solvente y del material en solucién, como ha sido discutido por Chatre y col [28].
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Figura.ll11.11: (A) Espectro UV-vis de la solucién con micelas y de micelas conteniendo NPs de Agy (B)

Imagen de la solucién de nanoparticulas sintetizadas a 22 °C (muestra I1).

En la Figura.lll.12 (A), correspondiente a la muestra I, se observan NPs presentes
en forma de asociaciones uniformes en todo el campo de observacion (escala de 200 nm).
Una ampliacion de esta imagen (B) permite determinar el tamafio de las nanoparticulas de
AgP del orden de los 2 nm, distribuidas homogéneamente [28]. La poblacion de las NPs
pequefias supera ampliamente a los agregados formados, coincidiendo con los datos de la
Tabla.lll.1 obtenidos mediante DLS
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Figura.ll1.12: La imagen de TEM de la muestra | (Temperatura de preparacion: -15°C). Escala: (A) 200 nm,
(B) 20 nm

La Figura.lll.13 (A) de la muestra Il, presenta las NPs concentradas en una zona
bien delimitada, donde se encuentran bien dispersa en el campo de observacion, con menor
resolucion. Ampliando la imagen (40 nm) es posible determinar que el tamafio de las
nanoparticulas es similar al de la muestra obtenida a -15°C, presentando zonas de

nucleacion y la formacion de agregados en una menor proporcion (B).

Figura.ll11.13: Fotos de TEM de la muestra Il (Temperatura de preparacion: 22°C). Escala: (A) 200 nm, (B)
40 nm
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La Figura.lll.14 (A) corresponde a una imagen general y bastante heterogénea de la
muestra Ill. Una ampliacién de esta imagen (B) muestra que existen mas zonas de

nucleacion que en las muestras anteriores.

Figura.ll1.14: Fotos de TEM de la muestra 111 (Temperatura de preparacion: 40°C). Escala: (A) 200 nm, (B)
20 nm.

Las interacciones entre los bloques que conforman la corona delimitan las distancias
entre las micelas, y a su vez establecen una distribucion de las particulas metalicas
sintetizadas en la solucion. Este comportamiento se corresponde con las figuras de TEM de
todas las muestras de menor aumento (200 nm), donde existen estructuras semejantes a una
circunferencia delimitando una zona de la muestra. En las figuras de TEM a mayor
aumento (20 nm), se pueden observar distribuidas las NPs de Ag de pequefios tamafios.
Estudios realizados por Meyer sefialan que las NPs obtenidas pueden ser modificadas
teniendo en cuenta la estructura de los bloques del copolimero que forma la micela y la
velocidad de agregado del agente reductor la cual determina el tamafio de las particulas
metalicas, produciendo tamafios mas grandes cuando los agregados son mas lentos

(envejecimiento de Ostwald) y tamafios pequefios para tiempos mas cortos.

Los blogues con los grupos funcionales carboxilicos que conforman el ndcleo de la
micela estabilizan al ion Ag® electrostaticamente generando una distribucion dependiente
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de estas interacciones entre las cadenas del sistema. Esto se ve reflejado en mayor medida

en la Figura.ll1.13.

Por lo tanto, la sintesis de NPs metalicas usando micelas inversas resulta ser una
técnica viable y atractiva, debido a la facilidad de obtener NPs con una distribucion de
tamafio estrecha, la cual puede ser controlada teniendo en cuenta la composicion de los
bloques del copolimero [29,30].

Al aumentar la temperatura del sistema se produce un proceso de nucleacion-
crecimiento adecuado para la formacion de una poblacion de nanoparticulas mas
homogénea. Por lo tanto, podemos decir que la variacion de temperaturas generan una gran
cantidad de nlcleos de crecimiento de particulas de plata (nanoclusters) que concuerdan

con lo visto en la muestra (B) [31].
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Conclusiones parciales

e Estos resultados demuestran que los copolimeros sintetizados por GTP pueden
autoensamblarse mediante el uso de solventes selectivos, ya sea en fase reversa
como directa.

e El valor de la CMC determinado para estos copolimeros es del mismo orden de
magnitud y acorde a lo observado para sistemas estructuralmente relacionados.

e Las NPs de plata se lograron sintetizar utilizando como nanoreactor las micelas
formadas por los copolimeros en fase reversa.

e Los tamafios obtenidos de las NPs formadas son monodispersos Yy existe una
estrecha relacion entre los tamafios y la temperatura de la reaccion de sintesis. Se
observo que al aumentar la temperatura tanto las NPs como los agregados crecen.
No obstante, la dependencia del tamafio con la temperatura no es muy marcada.
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Introduccion

La técnica de ensamblado “capa por capa” del inglés “layer by layer” (LbL) consiste
en la adsorcion alternada de especies poliméricas con multiples cargas cationicas o
anionicas sobre superficies macroscépicas cargadas (planas o coloidales), observandose que
cada paso de adsorcion conduce a la inversion de la carga superficial, y que una serie de
deposiciones consecutivas conducen a un complejo estructurado en capas [1]. El espesor de
una bicapa de polielectrolitos y las propiedades fisicoquimicas de la pelicula se ven
influenciados por pardmetros como el pH, fuerza idnica, temperatura, polaridad del
solvente, los cuales pueden controlarse ajustando las condiciones experimentales. Las
propiedades de las multicapas van a estar definidas por las propiedades fisicas y quimicas

de los policationes y polianiones que las componen.

Las ventajas de esta técnica con respecto a otras metodologias conocidas para la
preparacion de peliculas delgadas, como el ensamblado Langmuir — Blodgett [2], son su
versatilidad y simplicidad; de forma muy sencilla es posible crear estructuras complejas,
con una gran estabilidad y de manera reproducible.

En el aflo 1991, Decher y Hong [3-5] demostraron que los polielectrolitos podian
ser ensamblados sobre superficies solidas de forma secuencial, estableciendo las bases para
un rapido desarrollo de la técnica. EI método de ensamblado LbL se ha transformado en
una de las herramientas mas importantes para la modificacién de superficies. Numerosos
estudios han demostrado que las biomoléculas y otras especies bioldgicamente importantes
pueden ser incorporados dentro de las multicapas y siguen manteniendo o mejorando sus
funciones bioldgicas. De esta manera, la amplia lista de materiales ensamblables incluye
enzimas, virus, nanoparticulas, macro iones inorgdnicos y practicamente cualquier

macromolécula [6-10].

La presencia de cargas electrostaticas en los bloques de construccion ha dejado de
ser un requerimiento, ya que se han preparado autoensamblados basados en la formacién de

uniones de hidrogeno, interacciones donor-aceptor, uniones covalentes, etc.
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En la Figura.lV.1 se muestra el proceso de ensamblado en forma esquematica. Se
comienza con un sustrato cargado (en este caso positivamente), de forma, tamafio y
material preseleccionados. Mientras ciertos sustratos presentan una carga superficial en
forma natural (por ejemplo los 6xidos metalicos en general), otros requieren un tratamiento
quimico. Por ejemplo, pueden emplearse tioles cargados para modificar metales nobles,
silanos para superficies de silicio, y sales de diazonio para superficies de carbon y
nanotubos de carbono. El sustrato cargado se introduce posteriormente en una solucién de
un polielectrolito de carga opuesta (Paso 1) durante aproximadamente 10-15 minutos. En
ese lapso de tiempo el polimero se adsorbe sobre la superficie, invirtiéndose la carga
electrostatica superficial. El sustrato (que en esta instancia se encuentra cargado
positivamente) se lava (Paso 2 y Paso 4) y se sumerge en una solucion de polielectrolito de
carga opuesta al anterior (Paso 3) observandose nuevamente la adsorcion e inversion de la

carga superficial. EIl proceso se repite en forma secuencial hasta obtener una pelicula del
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Figura.lV.1: Proceso de ensamblado en superficie plana y en particula coloidal. Los nimeros del 1 al 4

corresponden al polianién (azul) (Paso 1), lavados, polication (naranja) (Paso 3) y lavados (Pasos 2 y 4).
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Experimentalmente, el proceso de adsorcion de los polielectrolitos en disolucion
acuosa sobre particulas coloidales se lleva a cabo con el mismo procedimiento aplicado a

sustratos planos tal como se explico anteriormente [11-14].

Para particulas coloidales aparecen algunas dificultades adicionales después de la
adsorcion de la primera capa de polielectrolito sobre la particula. Una de las
complicaciones que se presentan es eliminar el exceso de polielectrolitos que no fue
depositado sobre las particulas y queda como sobrenadante en la solucién. Por todo lo
anteriormente mencionado, es necesario lavar repetidas veces y centrifugar durante los

lavados, descartando el sobrenadante tras la adsorcion de las diferentes capas.

En la actualidad, la técnica LbL ha sido aplicada con éxito a la formacion de capas
con polielectrolitos en los que se combinan las interacciones electrostaticas y las
reacciones quimicas entre las cadenas de los polielectrolitos. Asi la formacidn de las capas
puede seguir un modelo mas controlable aumentando de este modo las aplicaciones de esta

técnica en mayor numero de campos tales como en medicina y en diversas industrias.

Ademas, existe un creciente interés en los polielectrolitos sintéticos biocompatibles
con cadenas funcionalizadas. La industria busca polielectrolitos que permitan la formacion
de capas con una estructura mas organizada y controlada. Para conseguir este objetivo se
suele introducir en los polielectrolitos un nimero controlado de cadenas modificadas con
grupos funcionales. Con este tipo de polielectrolitos se combina la sobrecompensacién de
cargas y la formacion de enlaces entre los grupos quimicos de las cadenas dando lugar a
recubrimientos con mayor estabilidad [15].

En el presente capitulo se estudian los ensamblados de una muestra comercial de
Poliestirensulfonato de sodio (PSS) y el copolimero PMABz-b-PMADMAE anteriormente
descripto en el capitulo de Sintesis, tanto en superficies planas como en particulas
coloidales con el fin de evaluar las propiedades de estos sistemas ante los cambios de pH y
fuerza ionica. El copolimero PMABz-b-PMADMAE tiene la propiedad de autoensamblarse
formando un polimerosoma (vesicula) en una mezcla de THF/Agua en una relacién 1:9
(fase directa). Esta estructura permite encapsular distintos materiales en distintos

compartimientos, facilitando el transporte de sustancias incompatibles con el sistema
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circundante lo que confiere un alto valor agregado al desarrollo de materiales con dichas
propiedades. Las caracteristicas de estos sistemas fueron desarrolladas anteriormente en el

capitulo del estado del arte.

Los sistemas obtenidos se caracterizaron mediante SEM, TEM, microscopia de
fuerza atémica (AFM), microscopia confocal (MCF), potencial zeta y microbalanza de
cristal de cuarzo con Disipacion (QCM-D). Estos estudios se realizaron en el Laboratorio
de Biointerfaces de CIC biomaGUNE, San Sebastian, Espafia.

Materiales y métodos

Las particulas de silica utilizadas son de 500 nm de tamafio promedio (Kisker)
funcionalizadas con grupos aminos en la superficie. Debido a la incertidumbre de lo que
pasaria con los grupos funcionales unidos a la superficie no se lavaron empleando una
solucién de pirafia (acida o basica) como se encuentra explicado en la bibliografia
consultada. Por esta razon, se lavaron con agua MilliQ y se sonicaron durante 15 minutos.
Luego se descartd el sobrenadante y se volvio a repetir el proceso 2 veces mas antes de ser

empleadas.
Las particulas se caracterizaron utilizando TEM y Potencial zeta.

El Poliestirensulfonato de sodio (PSS) es un polielectrolito anionico fuerte,
altamente soluble en agua de PM: 70.000 g/mol. (Sigma Aldrich). EI PSS se disolvié en
agua MilliQ a pH 2 en una concentracion de 1.0 mg/ml. La solucion asi preparada fue

utilizada en todos los ensamblados que se realizaron.

El PMABzs-b-PMADMAE, utilizado fue sintetizado acorde a lo explicado en el

capitulo 1. El copolimero utilizado en este estudio tiene M,: 4600 y IP: 1.2.
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Preparacion de las vesiculas poliméricas

Las vesiculas (o polimerosomas) fueron preparadas por el método de inyeccién de
solvente [16]. Para lo cual se disolvieron 10 mg del copolimero en 1 ml de THF en
agitacion continua por 2 horas. Transcurrido este tiempo, se deja en reposo 24 horas antes
de su uso. Una vez obtenida la solucion se inyectan 9 ml de agua MilliQ a pH 2 y se agita
de forma vigorosa empleando un vortex a temperatura ambiente por 2 horas. Luego se deja

reposar. La mezcla resultante se utiliza al dia siguiente.

Para encapsular el marcador (Rodamina 6G, Dye content ~95 %), seleccionado
como droga modelo, una vez disuelto el polimero, se agregan 20 ul del marcador de una
concentracién 10° M. La solucién es agitada en un vértex por 5 minutos. Los pasos
siguiente se desarrollaron casi de igual manera al protocolo anterior, excepto por el hecho

de que los recipientes utilizados con el marcador deben permanecer protegidos de la luz.

7
f

Vortex

Paso 1 Paso 2 Paso 3

Figura 1V.2: Esquema del procedimiento experimental para la formacion de las vesiculas.

Las vesiculas formadas se caracterizaron utilizando el SEM y DLS. Los

“sembrados” para su visualizacion se realizaron en grilla de carbono depositando 2 gotas de
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solucion diluida. Una vez que se evaporo el solvente, se forma una fina capa de polimero en

el soporte.

Para el estudio por SEM se realizd una deposicion de una pelicula muy fina de oro
sobre el material en la grilla recubriendo en su totalidad éstos elementos. Esta deposicion

permite visualizar con mayor detalle la superficie a estudiar.

El comportamiento en solucién frente a los cambios de fuerza id6nica y pH fue
seguido por medidas de potencial zeta y fluorimetria.

Técnicas de caracterizacion

Potencial zeta

La formacion de multicapas requiere que los polielectrolitos empleados estén

cargados a un pH determinado.

El desarrollo de una carga neta en la superficie de la particula afecta a la
distribucion de los iones en la region circundante interfacial, resultando en un aumento de
la concentracién de contraiones (iones de carga opuesta a la de la particula) cerca de la

superficie. Asi, existe una doble capa eléctrica alrededor de cada particula.

El modelo de la doble capa esta formado por la capa de Stern y la capa difusa
(Figura.lV.3) [17].

La capa de Stern estd constituida por los iones positivos y el coloide negativo,
formando una capa rigida adyacente alrededor de la superficie del coloide.

La capa difusa esté constituida por contraiones. Los iones positivos adicionales son
atraidos por el coloide negativo, pero ahora son rechazados por la capa de Stern, asi como
otros iones positivos que intentan acercarse al coloide. Estos iones positivos tienen una alta

concentracion cerca de la superficie, la cual disminuye gradualmente con la distancia, hasta
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que se logra un equilibrio con la concentracion de los contraiones en el seno de la

disolucion.

A cualquier distancia de la superficie, la densidad de carga esta correlacionada con
la diferencia de concentraciones entre cargas positivas y negativas. La densidad de carga es
mucho mayor cerca del coloide y gradualmente disminuye a cero cuando las
concentraciones de iones positivos y negativos se asemejan. El espesor de esta doble capa

depende del tipo y concentracion de los iones de la solucion.

El potencial zeta (&) est4 relacionado con la movilidad electroforética y se puede
calcular en funcion del tamafio de la particula utilizando la aproximacién de Smoluchowski
[17].

n
= Ec.lV.1l
$ s, He

Donde n es la viscosidad del disolvente y €y y & son las permitividades del vacio y del

disolvente respectivamente.

El potencial zeta depende del pH, de la fuerza i6nica (concentracion de iones
presentes en la disolucién) y de la concentracion de las moléculas cargadas en el
dispersante. El cambio en alguna de estas propiedades brinda informacién sobre la
estabilidad del sistema [18].

Preparacion de las muestras

Se extrajeron 20 pl de la solucion problema (nanoparticulas funcionalizadas,
polimerosomas, PSS y capas ensambladas) y se depositaron en un tubo épendorf. Luego se

agrego agua MilliQ para llevar la soluciéon a un volumen final de 1.5 ml.

Las soluciones se evaluaron a distintas condiciones de pH y en distintos electrolitos, NaCl
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Las mediciones se realizaron usando un NanoSizer (MALVERN Nano-ZS, U.K.) a
25°C. Los polimeros se evaluaron, de forma individual, en agua MilliQ a pH 2 antes de ser
utilizados, al igual que cada una de las respectivas capas ensambladas en los coloides
después de los lavados correspondientes. Los valores de potencial zeta para el PSS,
polimerosoma y las nanoparticulas (funcionalizadas con grupos aminos en la superficie de
las particulas) fueron -36.5 mV + 2.6 mV, 348 mV = 24 mV, 52 mV = 0.3 mV

respectivamente.

A pH 2, las nanoparticulas funcionalizadas con grupos aminos en la superficie
adoptan una estructura de amina cuaternaria, lo que explica el valor y sobre todo la carga
positiva medida por el método.

Contra ion positivo
Contra ion negativo

Coloide negativo

Capa de Stern

Capa difusa

lones en equilibrio
con la solucion

Figura.lV.3: Modelo de la doble capa. A la izquierda se muestra el cambio en la densidad de carga alrededor
del coloide, vy los alcances de las capas de Stern y la difusa. A la derecha se muestra la distribucion de iones

positivos y negativos alrededor del coloide cargado.

Marcos E. Coustet Pagina | 80



Ensamblados en Superficies | Capitulo IV

Microbalanza de cristal de cuarzo con Disipacién (QCM-D)

La Microbalanza de Cristal de Cuarzo (QCM, por sus siglas en ingles) permite
medir la masa adsorbida con elevada sensibilidad (del orden de ng/cm?) en tiempo real, de
procesos de autoensamblado en superficies, de forma simple y directa.

Este método estd basado en el efecto piezoeléctrico que presentan algunos
materiales y que involucra la deformacion de los mismos al aplicarles una diferencia de
potencial [19]. En QCM se emplea un cristal delgado de cuarzo con un electrodo metalico
en cada una de sus caras. Este cristal de cuarzo presenta una frecuencia de oscilacién
caracteristica, que cambia al adsorber una pelicula. En el caso de una pelicula acoplada

rigidamente, existe una relacién lineal entre su masa y la frecuencia del cristal:

2f2  Am
Afg = = Ec.IV.2
—J/RQPQ A

Donde Af; es el cambio de frecuencia medido, f; la frecuencia resonante
fundamental del cristal de cuarzo, Am Amla masa de la pelicula, A el area activa
piezoeléctrica, po la densidad de cuarzo (2.648 g.cm™) y g constante elastica del cuarzo
(2.947x10 ™ dina.cm™). Esta ecuacién, conocida como ecuacién de Sauerbrey, puede
reemplazarse por la relacion de Sauerbrey, considerando pg, pig Y A como constantes y Af;

<< f.

La “relacion de Sauerbrey” describe una relacion lineal entre la masa depositada
sobre el cristal y el cambio en la frecuencia de resonancia, valida para peliculas solidas y

muy delgadas:
AmQCM = —-Cx AfQCM Ec.1V.3

Donde C es la constante masa-sensibilidad (1.7 ng.cm™.Hz ™).

Esta relacion se aplica a capas rigidas, de poco espesor (de hasta unos pocos cientos

de nm) adsorbidas desde la fase liquida. Sin embargo, para peliculas no-rigidas esto ya no
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se cumple dado que la relacion entre masa y frecuencia deja de ser lineal en un sistema que

disipa.

El caracter viscoelastico de la pelicula y, por lo tanto, la validez de la ecuacién de
Sauerbrey, puede determinarse en la microbalanza por la medida, de modo simultaneo a la

frecuencia, de un pardmetro denominado Disipacién (D).

La disipacion medida en la balanza de cuarzo se define por la expresion

D= Edisipada/(ZEalmacenada) Ec.lV.4

Donde la E gisipada Y E aimacenada hacen referencia a la energia disipada y almacenada por el

sistema oscilante en un periodo de oscilacion.

Asi, cuando la masa depositada tiene un marcado caracter de rigidez, la disipacién
energética del sistema es mucho menor que cuando el material que se adsorbe es

viscoelastico [20,21].

La concentracidn de las soluciones de polielectrolitos utilizadas fue de 1.0 mg/ml en
diferentes concentraciones de NaCl. Las disoluciones se prepararon a un pH 2 dénde
ambos polielectrolitos estan cargados evitando una posible precipitacién y en consecuencia

pérdida de material en la solucion.

El equipo utilizado para el ensamblado de las capas en QCM-D es el mddulo Q-
Sense E4 (Q-Sense, Sweden).
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Microscopia laser confocal (MCL)

La microscopia laser confocal es una técnica de observacion de amplio uso en
diversas ramas de la ciencia como medicina, biologia o geologia. Es una técnica cuya
caracteristica fundamental es la capacidad para obtener imagenes enfocadas con gran
resolucion. Las imagenes son obtenidas punto a punto y reconstruidas digitalmente, lo que

permite la reconstruccion tridimensional de muestras topoldgicamente complejas.

El marcaje fluorescente de vesiculas poliméricas se puede lograr a través de
diferentes enfoques. En la mayoria de los casos, los polimeros anfifilicos usados no
presentan fluorescencia intrinseca y por lo tanto el medio de contraste debe ser

encapsulado, o se debe afiadir a la membrana de la vesicula un marcador fluorescente [22].

Preparacion de las muestras

Se extraen 20 ul de la solucion problema (capas ensambladas) y se depositan en un
tubo épendorf. Luego se agrega un volumen de agua MilliQ para llevar la solucién a un

volumen final de 1.5 ml.

Microscopia de fuerza atdbmica (AFM)

Actualmente, la técnica de AFM (por sus siglas en inglés, Atomic force
microscopy) constituye una herramienta bésica para la investigacion de propiedades
morfologicas de peliculas delgadas sobre sustratos solidos. EI microscopio de fuerzas
atdmicas es un instrumento mecanico-0ptico capaz de registrar la topografia atdbmica de una

superficie.

Los principios basicos por los que se rige el trabajo de un AFM son muy sencillos.
Una punta muy delgada y aguda barre de manera automatica una superficie mediante un

mecanismo de retroalimentacion que permite que unos ‘‘scanners”’ piezoeléctricos
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mantengan la punta interaccionando con la superficie a fuerza constante (de esta manera se
obtiene informacion de alturas topograficas), o a altura constante (para obtener informacién
de fuerzas) respecto de la superficie de la muestra. El primer proposito de este instrumento
es medir cuantitativamente la rugosidad superficial con una resolucion nominal lateral de 5

nmy vertical de 0.01 nm en todo tipo de muestras [23,24].

En un AFM, se distinguen tres modos de operacion basicos que son: de contacto,

contacto intermitente o “Tapping” y de no-contacto.

En el modo de contacto, la punta barre la superficie de la muestra, sin levantar la

punta de la superficie, aplicando una fuerza constante.

Es el dnico modo de trabajo que permite obtener imagenes con resolucion atomica.
Ademaés de su alta velocidad de barrido, las muestras muy rugosas con cambios extremos
en su topografia vertical pueden barrerse con facilidad.

El modo no-contacto se utiliza en situaciones en las que el contacto con la punta
puede alterar la muestra. En este modo de trabajo la punta se sitla a 50-150 Angstrom por
encima de la superficie de la muestra. Las fuerzas atractivas de Van der Waals entre la
punta y la superficie de la muestra, son detectadas y utilizadas para construir las imagenes
topogréficas. La Unica ventaja de éste es que no se ejercen fuerzas sobre la superficie de la

muestra. Son empleados en su mayoria para superficies planas u homogeéneas.

Por ultimo, en el modo de contacto intermitente “Tapping”, durante el barrido, la
punta con oscilacion vertical contacta y se eleva de manera alternativa. Durante el contacto
intermitente de la punta con la superficie, la oscilacion del cantiléver se ve reducida debido
a la pérdida de energia causada por el propio contacto. La reduccion en la amplitud de
oscilacion se utiliza para identificar y medir las caracteristicas superficiales. Presenta una

mayor resolucion lateral en la mayoria de las muestras (1-5nm).

En el presente trabajo de tesis se analizaron las peliculas ensambladas con la técnica
de QCM-D empleando una solucion 10 mM de NaCl. Las superficies empleadas para
realizar las medidas son discos de silice QSX 303 (QSense, Goteborg —Sweden-), validos

tanto para el uso en el modulo de la microbalanza de QCM como para realizar las medidas
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en el equipo Veeco Multimodo conectado a un controlador Nanoscope V. La imagen es
evaluada en el modo Tapping en una celda cerrada, donde la muestra se encuentra en una
solucion de 10 mM de NaCl.

Resultados y discusion

Las particulas o vesiculas obtenidas a partir del copolimero en blogue PMABz-b-
PMADMAE (2.8kDa-1.9kDa) presentan una morfologia esférica y bastante uniforme,
como puede apreciarse en las imagenes de SEM presentadas en la Figura.lV.4 En estas
particulas ocurre una asociacion de los blogues hidrofébicos, los que en un ambiente polar
(agua) tienden a formar la membrana de una vesicula, mientras que los bloques hidrofilicos
son solvatados para formar la corona de dicha vesicula. Los tamafios de los polimerosomas
formados utilizando el mencionado copolimero alcanzan los 300 nm. Los tamafios, como
explican algunos autores, estan estrechamente relacionados con el tamafio de los bloques
gue componen el copolimero block [25-28]. Las flechas rojas en la Figura.lV.4sefialan la

formacion de estas estructuras confirmando la morfologia del sistema descripto.

Figura.lV.4: Imagenes de SEM de los polimerosomas formados, visualizando su formacion (flechas rojas).
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El diametro medio (Dy) de los polimerosomas obtenidos evaluado mediante DLS

fue de 275 nm con una distribucion relativamente angosta (Figura 1V.5a), el cual es cercano

al determinado por SEM (Figura 1V.5b).

16 L Ll L L)
14 1 (a)
12 ’r‘\
= T T i
S 0l ¢ i
\(_5, 10 : \\
(—‘g 8 1 | \ 1
b
S of ! ® ]
wn i \\
4 4 4
¢ \
2 4 ! 4
SR
" fm— .—8 —8 —8— —0
0 200 400 600 800 1000
D,, (nm)

Figura I1V.5: Distribucién de tamafios de polimerosomas evaluada mediante DLS (a) e imagenes de SEM de

la muestra analizada.

Los polimerosomas fueron también caracterizados por microscopia electrénica de

transmision (TEM), revelando una estructura unilamelar (Figura I1V.6), siendo el espesor de

la pared del polimero cercano a 11 nm.
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Figura 1V.6: Imagenes TEM del polimerosoma. La magnificacion permite distinguir la bicapa polimérica.

El estudio de potencial zeta de los polimerosomas en funcion de la concentracion
salina se muestra en la Figura.lV.7. La carga efectiva de los polimerosomas bajo diferentes
condiciones experimentales representa un parametro crucial en la técnica LbL, dado que las
interacciones electrostaticas son la principal fuerza impulsora que gobierna el proceso de
ensamblado. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto estas diferencias entre las
fuerzas electrostaticas de los respectivos pares ionicos que se forman entre los

polimerosomas y los distintos contraiones de las sales evaluadas.

Los pares idnicos formados entre los polimerosomas (asi como con el PSS) y los
contraiones de las sales varian en funcion del tipo de contraion. En este caso en particular
tanto el CI" como el CIO4 son aniones monovalentes, sin embargo la polarizabilidad y las
caracteristicas de solvatacion de ClO, promueven la formacion de fuertes pares iénicos con
los monémeros aminados. Esto conlleva a un apantallamiento mas eficiente de las cargas
del polielectrolito cationico que el obervado en presencia de iones cloruro. Por este motivo,

bajo las mismas condiciones de concentracién, las soluciones con iones perclorato
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presentan un potencial zeta significativamente méas bajo que las correspondientes a iones

cloruro [18].
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Figura.lV.7: Medidas de potencial zeta de los polimerosomas a distintas concentraciones de NaCl y LiClO,

En la Figura.lV.8 se representa un esquema de una bicapa ensamblada utilizando la
técnica de QCM-D, los polimerosomas como bloques de construccion catiénicos para
formar parte de la primera capa y el PSS como polianién en la segunda capa. Las etapas son
seguidas de los lavados correspondientes, de esta forma se evita que polielectrolitos libres,

gue no estén ensamblados electrostaticamente, queden unidos a la capa formada.
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Figura.lV.8: Esquema del proceso de formacion secuencial del ensamblado capa a capa en superficies planas

empleando polimerosomas (policatién) y PSS (polianién) como bloques de construccion.

La grafica a continuacion (Figura.lVV.9 ) muestra los resultados obtenidos sobre los
ensamblados realizados con los polimerosomas y el PSS utilizando la balanza de QCM-D.

Estos ensamblados se efectuaron a distintas concentraciones salinas, desde 10 mM a 500

mM en NaCl.
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Figura.lV.9: Monitoreo in situ del autoensamblado capa a capa en QCM-D de polimerosomas PBzMA-b-
PDMAEMA y PSS sobre los cristales de cuarzo recubierto de silice. El trazo azul indica los cambios
producidos en la frecuencia, mientras que la linea roja muestra un cambio correspondiente a la disipacién. La

traza de QCM-D se obtuvo a 15 MHz (arménicos n = 3).

La Figura.lV.10 confirma la formacion de una pelicula resultante del ensamblado
“capa a capa” de los respectivos polianiones y policationes, consecuencia del aumento de
la frecuencia, la cual se encuentra en estrecha relacion a la masa depositada en el cristal y

predicha por la ecuacién de Sauerbrey.
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Figura.lV.10: Ensamblado de 4 bicapas a distintas fuerzas idnicas de 10 mM, 50 mM, 100 mM y 500 mM de
NacCl.

En los graficos se manifiesta una estrecha relacion entre la concentracion de la sal y los
tamafios de las capas ensambladas. Este fendmeno ha sido estudiado extensivamente por el

grupo de Schlenoff [32] quienes lo han explicado considerando que cuando un electrolito
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fuerte se adsorbe sobre una superficie de carga opuesta este proceso esta gobernado por dos
tipos de interacciones electrostaticas: (a) interaccion electrostatica atractiva con la
superficie (favoreciendo la adsorcion) y (b) interaccion electrostatica repulsiva dentro de la
capa de polielectrolito (inhibiendo la adsorcion). Si esta repulsién es apantallada
incrementando la fuerza ionica de la solucion, entonces la cantidad de polielectrolito
adsorbido durante cada ciclo de ensamblado es mayor aumentando asi el espesor de cada

capa.

Por lo tanto el comportamiento que se visualiza en la Figura.lV.10 es congruente
con lo explicado anteriormente, obteniendo capas mas gruesas al aumentar la concentracion

de la sal.

Los estudios de las superficies ensambladas con polimerosomas por AFM son
frecuentes, y proporcionan informacion sobre la rugosidad y la estructura interfacial del
ensamblado del film formado. Para ello las peliculas preparadas se enjuagaron con agua
destilada y se secaron antes de caracterizarlas mediante AFM en modo “tapping”. En las
imagenes de AFM de la Figura.lV.11. se presenta la incorporacién de los polimerosomas
del copolimero en bloque distribuidos sobre toda la superficie. Una imagen magnificada
nos permite distinguir la formacidn de estructuras de mayor relieve las cuales son asignadas
a los polimerosomas, ensamblados sobre la capa de PSS. El perfil de la seccion transversal
(Figura.IV.11c) indica que los polimerosomas se aplanan sobre la pelicula, con una altura
que varia desde 35 hasta 45 nm, y sus diametros (270-290 nm) se corresponde con su
distribucion de tamafio, medido por DLS. Los datos de AFM corroboran que a pesar de
una apreciable deformacion, los polimerosomas permanencen intactos despues del
ensamble superficial. Los trabajos de Discher et al. [25] demostraron que los
polimerosomas tienen membranas altamente flexibles que pueden tolerar deformaciones
significativas. La relacion promedio diametro/altura de los polimerosomas ensamblados
electrostaticamente es de 7,2, un valor cercano al valor recientemente reportado por
Battaglia y colaboradores [33] para la inmobilizacion de polimerosomas biotinilados sobre
superficies de estreptavidina (diametro/altura = 7,7).
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Figura.lV.11: Iméagenes de AFM del films (PMABz-b-PMADMAE) 3 / (PSS) 2 construido con la técnica

LBL: (a) 20 x 20 mm?; (b)5 x 5 mm?; (c) analisis de la seccién transversal resultante de la imagen AFM.

También puede observarse que si bien la superficie estd cubierta con las vesiculas
hay una alta densidad de vacancias e inhomogeneidades sobre la misma, lo que significa
que el ensamblado electrostatico de los polimerosomas no conduce a la formacién de una
monocapa completamente compacta. Si bien la técnica de LbL se basa en la atraccion
electrostatica y la formacion de un complejo entre polianiones y policationes para formar
una pelicula supramolecular, el mecanismo de crecimiento tiene dos aspectos importantes a
considerar: por un lado la capacidad de los bloques de construccion con cargas opuestas
para adsorberse en la parte superior de la capa depositada previamente y por otro lado la
repulsion existente entre los bloques de construccién de la misma carga, lo que en ultima
instancia conduce a la autoregulacion del proceso de adsorcion y formacion de una Unica

capa. Es evidente que en el presente caso la inversion de cargas opera segun lo esperado
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para un sistema tipico de LbL sin alcanzar un recubrimiento total de los polimerosomas.
Una hipotesis para explicar este resultado es que las repulsiones electrostaticas e
interacciones estéricas entre vesiculas voluminosas altamente cargadas juegan un rol

dominante y evitan la formacion de una monocapa compacta.

En la Figura.lV.11 (c) se muestran distintas alturas, muy variadas, las cuales
corresponden a los polimerosomas distribuidos en la superficie o en alguna capa mas

profunda del film, como consecuencia de las etapas de construccion capa a capa del mismo.

SIS >
R\S

Figura.lV.12: Esquema de la formacion de “layer by layer” en superficies esféricas funcionalizadas,

empleando polimerosomas (policatiéon) y PSS (polianion).

Utilizando una estrategia similar a la descripta para el ensamblado en superficies
planas, se depositaron multicapas de polimerosoma/polielectrolito sobre particulas de silica
esféricas. Un esquema del ensamblados en las superficies esféricas se muestra en la
Figura.lV.12.

La Figura.lV.13, presenta los cambios en el potencial zeta de las particulas de silica
cubiertas con los polimerosomas y PSS en funcion del niamero de capas, al igual que las

nanoparticulas de partida. EI bajo valor del potencial zeta obtenido inicialmente para las
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nanoparticulas de silica se hace negativo después de la adsorcién de la primera capa del
polianion PSS y la subsecuente adicion del polimerosoma, conduce a una inversion de la
carga superficial dando origen a valores de potencial zeta positivos. Cada deposicion
sucesiva conduce a la inversion completa de la carga, lo que indica una adsorcion
secuencial de PSS y polimerosomas adhieren unas a otras,. Esto se puede observar a traves
de la alternancia de valores de potencial durante el ensamblado secuencial de los distintos
blogues de construccién (Figura.lV.13). Los valores del potencial zeta de las distintas capas

son del orden de los valores observados en sistemas similares [17, 34, 35].
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Figura.lV.13: Potencial zeta de las nanoparticulas de silica cubiertas con PSS/polimerosomas en funcién del
nimero de capas mediante la técnica de LBL.
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Figura.lV.14: Iméagenes correspondientes a las distintas bicapas ensambladas donde el color verde

fosforescente se debe al marcador empleado (R6G).

El ensamblado de los polimerosomas sobre las particulas coloidales se caracterizd
mediante microscopia confocal laser de barrido (MCL). El fluoréforo que se ha empleado
para la visualizacion en las imagenes corresponde a la rodamina 6G (R6G) que se encuentra
encapsulada en los polimerosomas. Se observa que a medida que crece el nimero de las
bicapas ensambladas, la fluorescencia aumenta, indicando la presencia de un mayor

numero de polimerosomas unidos en cada etapa como se muestra en la Figura.lV.14. Este
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procedimiento se emplea para evaluar la capacidad de las vesiculas para encapsulacion y su
comportamiento frente a cambios del sistema como fuerza ionica, pH, temperatura y otros
[36-38]. El tamafio de las particulas de silica luego del ensamblado fue significativamente

mas grande que las particulas iniciales, las cuales tienen un didmetro medio de 500 nm.

En la Figura.lV.15 se puede observar que al aumentar el nimero de las bicapas
ensambladas la sefial de la R6G es mayor. Ademas, los valores graficados muestran un
crecimiento lineal, haciendo referencia a lo semejante que son las deposiciones en cada

etapa.

1.4 T T T T

AS/S,

NUmero de Bicapas

Figura.lV.15: Acumulacion variada (AS/S,) de la sefial de fluorescencia de salida del citometro de flujo con
el cambio en el nimero de bicapas polimerosoma/polielectrolito en aumento.

Una vez ensambladas 4 bicapas se procedio a evaluar el comportamiento a distintos
valores de pH. Estos ensayos mostraron resultados inesperados. Se observo que las
particulas no se ven influenciadas con los cambios de pH, siendo esto un resultado contra
intuitivo debido a la naturaleza quimica de los mondmeros de PMADEMA. Las
dimensiones como asi también la fluorescencia permanecen constantes y no pueden
apreciarse cambios en la liberacion del fluoréforo. Es importante destacar que varios

autores que han utilizado el monémero MADMAE como uno de los bloques del
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copolimero han sefialado que la pared de la bicapa de la vesicula comienza a ceder frente a

los cambios de pH [39-41] permitiendo la liberacion del marcador encapsulado.

Consecuentemente, la estabilidad del sistema formado y la capacidad de retencion
se atribuyen a la capa que conforma el PSS. Este PE tiene como caracteristica importante la
capacidad de interactuar a través de enlaces m-m de corto alcance con contraiones
aromaticos. Debido a la estructura del fluor6foro (Figura.lV.16) [42], la presencia del PSS
inhibiria la liberacion de la R6G que queda confinada en las capas ensambladas. EI PSS
actla como una barrera que inhibe el desalojo de la R6G, evitando que el marcador sea
liberado a la solucion acuosa [43]. No obstante, el cambio de pH si produjo cambios en la
estabilidad de la solucién de coloides aumentando la interaccion entre éstos y produciendo
un numero mayor de agregados al ir creciendo la basicidad de la solucion. Las particulas
ensambladas pierden las cargas superficiales lo que produce que las fuerzas de repulsion
disminuyan y las fuerzas de cohesion predominen y sean posibles las interacciones entre
ellas. Esto provoca la desestabilizacion del sistema estimulando que se formen agregados

en la solucion.

Figura.lV.16: Estructura del fluoréforo rodamina 6G (R6G).

Las imagenes de SEM (Figura.lV.17) corroboran el esquema mostrado en la
Figura.lV.11 donde se visualizan las vesiculas en la superficie de la Gltima capa de la
particula, algunas libres y otras envueltas por una capa de PSS. Se observa un aumento del
diametro de las mismas y de la rugosidad aparente de las particulas cubiertas con

polimerosomas.
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Las particulas ensambladas fueron caracterizadas por SEM y TEM, como se
muestra en la Figura.lV.17 y Figura.lV.18 respectivamente. Las imagenes de SEM (A)
corresponden a particulas ensambladas donde las etapas de lavado se realizan con agua
MilliQ y en las iméagenes de SEM (B) se pueden observar particulas ensambladas donde los
lavados se realizaron empleando un solvente organico, THF. Los lavados con THF fueron
realizados como una posible solucion para eliminar los restos de reactivo (impurezas en el
medio) encontrados en las imagenes con lavados de agua, correspondientes a las imagenes
de SEM (A). Por lo tanto, se realizé el mismo procedimiento que con agua pero el ultimo

lavado se hizo con THF buscando alcanzar una muestra sin residuos, mas limpia.

En las imagenes de SEM A; y A, se puede observar una eliminacion parcial de
dichas capas ensambladas, probablemente como consecuencia del proceso de secado. Como
resultado de los lavados con THF, en las imagenes B; y B, se pueden observar cambios
significativos tanto en los tamafios como en la estructura de los ensamblados. Se pueden
ver mas traslicidas las capas de PSS que recubren las vesiculas y como dejan a la vista el
contraste entre las vesiculas ubicadas en la capa superior de PSSy las vesiculas situadas en
la parte inferior de la misma capa. Se ven polimerosomas en capas mas profundas de PSS

que permanecen después de la adsorcion de polielectrolito.

De esta forma las iméagenes nos dan una informacion més precisa de la formacion de
las peliculas en superficies esféricas. Los lavados con THF producen la precipitacion de las
vesiculas, aumentando el namero significativamente en la muestra a diferencia de los
lavados con agua MilliQ, esto probablemente se debi6 a los cambios de solubilidad en el

medio generando una parcial precipitacion de los polimerosomas en solucion.
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Figura.lVV.17: Imégenes de SEM de las particulas ensambladas: (A) lavadas con agua MilliQ y (B) lavadas
con THF.

En la Figura.lV.18 se muestran las imagenes de TEM de las particulas, antes y
después de los ensamblados correspondientes. Se observa un significativo crecimiento de
los tamafios en comparacion con las particulas de silica originales. Una inspeccion de la
morfologia de las particulas recubiertas por multicapa revela la presencia de polimerosomas
en diferentes configuraciones interfaciales. La mayoria de las muestras mostraron un claro
aplanamiento o la dispersion de los polimerosomas homogéneamente distribuidos en la
superficie de la particula. Puede suponerse que esta reorganizacion estructural conduce no
solamente a interpenetracion de la subsecuente capa, sino también a la compactacion de la

pelicula. Por otro lado, algunas muestras revelaron la presencia de polimerosomas intactos
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en la capa superior del recubrimiento de multiples capas, lo que conduce a un aumento de

la rugosidad aparente de las particulas de silice recubiertas con polimerosomas.

02.07.2012

500 nm

Marcos WPs__30000X__0020 02.07.2012 Marcos HPs__15000X__0007 02.07.2012

Figura.lV.18: Imagenes de TEM de la particulas de silice inicial (a) y de silice recubiertas con
polimerosoma, que muestran que las vesiculas que se adhieren exhiben una variedad de diferentes formas (b,

cyd).

La adherencia de vesiculas sobre superficies sélidas ha sido muy estudiada
durante las ultimas décadas, especialmente en el caso de las vesiculas lipidicas [44,45]. En

la actualidad es ampliamente aceptado que las vesiculas que se adhieren puede exhibir una
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gran variedad de formas a condicion de que la adhesion pueda cambiar la topologia ya que
puede inducir reorganizacion estructural de los constituyentes de la membrana. Por
ejemplo, en la mayoria de los casos las vesiculas sufren una transicion de la adhesion desde
un estado libre a un estado asociado. Esta transicion estd gobernada por el balance de las

energias de flexion y adhesion, y ocurre incluso en ausencia de fluctuaciones de la forma.

La técnica utilizada, layer by layer, permitié la formacién de varias capas de
polielectrolitos al sistema. Esta técnica refuerza o genera nuevas propiedades que pueden
ser utilizadas con una aplicacion definida (anticorrosivas, liberacion de drogas, separacion
de gases, etc). Por lo tanto, la importancia de esta técnica, ademas de la facilidad de ser
usada, es que permite de forma sencilla alcanzar importantes resultados en cuanto a
modificaciones en la estructura de cualquier tipo de superficie, empleando una variedad de
compuestos que no depende necesariamente que estos elementos sean polielectrolitos como
los empleados en este capitulo para la modificacién de estas estructuras, en este caso
vesiculas y polielectrolitos, sino que existe una gran variedad de posibilidades (nanotubos
de carbono, bacterias, micelas, etc.) las cuales son presentadas desde hace décadas en miles
de trabajos publicados los cuales desarrollan las riquezas e importancia de los alcances de

la técnica capa a capa. .
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Conclusiones parciales

Los polimerosomas de PMABZzg-b-PMADMAE,, previamente obtenidos y el
polielectrolito PSS fueron ensamblados eficientemente por la técnica de LbL en
superficies planas y particulas coloidales de silice y estudiados por diversas técnicas
Tanto la técnica de QCM-D como la de AFM demostraron que el ensamble tiene
lugar en forma continua en la superficie plana formando una cubierta progresiva en
toda el area de trabajo. El recubrimiento ocurre con el depoésito de islas de
polimerosomas que crecen de forma vertical con el niUmero de capas depositadas y
el revestimiento de la superficie completo se produce en un nimero de 4 bicapas
depositadas. Se puede inferir que el nimero de bicapas depositadas no es el maximo
alcanzado, debido a la estabilidad medida del film.

Los estudios realizados por medidas del potencial zeta y MCL de las particulas
coloidales ensambladas utilizando polimerosomas cargados con el colorante
fluorescente Rodamina mostraron un aumento continuo de la distribucion de
fluorescencia con el nimero de capas y la capacidad para encapsular moléculas
pequefias. Durante la deposicién de subsecuentes capas el tamafio de las particulas
aumenta desde 500 nm hasta 3 um; dicho aumento estd de acuerdo con la
deposicién de capas densamente empaquetadas de polimerosomas.

Las diferencias en la estructura de capas sobre superficies planas y particulas
coloidales bajo las mismas condiciones de ensamblado pueden ser explicadas por la
alta densidad de polimerosomas alrededor de las particulas durante la centrifugacion
qgue desencadena un empaquetamiento denso y una cobertura completa de la

superficie de las particulas coloidales.
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Conclusiones Generales

e Empleando la técnica de GTP se obtuvieron copolimeros, de la familia de los
metacrilatos, con distintos bloques funcionalizados obteniendo los copolimeros
deseados. Los productos de estas sintesis fueron caracterizados e identificados y los
mismos presentan tamafios moleculares e indices de polidispersidad acordes a otros
copolimeros obtenidos por el mismo método de sintesis.

e Si bien la sintesis por GTP de copolimeros en bloque de los fumaratos, dio lugar a
una baja incorporacion de los mismos en el extremo de cadena, la misma sugiere
que su baja reactividad es dependiente de las condiciones de reaccion utilizadas, por
lo que podria estudiarse en mayor profundidad su polimerizacién empleando otras
condiciones de iniciacion

e Los copolimeros anfifilicos sintetizados se ensamblaron mediante el uso de
solventes selectivos, ya sea en fase reversa como en fase directa. Esto pone en
evidencia la importancia en la seleccion de los mondmeros que conforman los
bloques durante la sintesis, asi como las potenciales aplicaciones que de ellos se
derivan.

e Las micelas formadas por los copolimeros en fase reversa fueron utilizadas como
nanoreactores para la sintesis de las NPs de Ag. La distribucion de los tamafios de
las NPs obtenidas poseen baja dispersidad y existe una estrecha relacion entre los
tamafos y la temperatura de la reaccion de sintesis. Se observo que al aumentar la
temperatura tanto las NPs como los agregados crecen. Estos resultados sugieren que
los copolimeros sintetizados podrian ser utilizados a futuro para la obtencion de otro
tipo de nanoparticulas metalicas, aptas para diversas aplicaciones.

e Los polimerosomas formados en fase directa, fueron utilizados en la construccion
de ensamblados por la técnica de LbL en superficies planas y en particulas
coloidales de silice. Los estudios realizados por distintas técnicas demostraron que
los ensamblados se formaban eficientemente, mostrando gran estabilidad. EI tamafio
de los films ensamblados estd de acuerdo con la deposicion de capas densamente

empaquetadas de polimerosomas.
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