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Abreviaciones

ABREVIACIONES

[Ag'] concentracion de ion plata

[Aud*] concentracion de ion aurato

[Pt2*] concentracion de ion platinato

[Q] concentracion de quitosano

[Q-g-MPEG] concentracion de copolimero de quitosano-graft-
poli(etilenglicol)metil éter

[Q-g-PCL] concentracion de copolimero de quitosano-graft-poli(e-
caprolactona)

[Q-g-PVP] concentracion de copolimero de quitosano-graft-poli(N-vinil-2-
pirrolidona)

[N]a viscosidad intrinseca de Huggins

[nlo viscosidad intrinseca de Kraemer

DLS difusion de luz dinamica

DMAP dimetilaminopiridina

DSC Calorimetria Diferencial de Barrido.

e-CL g-caprolactona

FT-IR Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier

KPS persulfato de potasio

MY peso molecular viscosimétrico por ecuacion de Huggins



Abreviaciones

M{’, peso molecular viscosimétrico por ecuacion de Kraemer
MPEG poli(etilenglicol)metil éter

ND no determinado

NPs-Ag nanoparticulas de plata

NPs-Au nanoparticulas de oro

NPs-Pt nanoparticulas de platino

PCL poli(e-caprolactona)

PVP poli(N-vinil-2-pirrolidona)

Q quitosano

Q-g-MPEG  copolimero quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter
Q-g-PCL copolimero quitosano-graft-poli(e-caprolactona)

Q-g-PVP copolimero quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona)

RMN-H Resonancia Magnética Nuclear de Protones
S/ Sin informacion

TEM microscopia de transmisién electronica
TGA termogravimetria

u.a. unidad arbitraria

UV-Vis Espectroscopia UV-Visible

VP N-vinil-2-pirrolidona
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Resumen

RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se realizé un estudio del uso de
quitosano (Q) en la sintesis de copolimeros de injerto con poli(e-caprolactona),
poli(N-vinil-2-pirrolidona) y poli(etilenglicol)metil éter y su aplicacion en la

sintesis y estabilizacion de nanoparticulas de oro, plata y platino.

En una primera etapa se llevé a cabo la obtencién de quitosano a
partir de quitina proveniente de caparazones de langostinos. Posteriormente,
el quitosano fue caracterizado por diversas técnicas, por ejemplo, viscosidad
intrinseca, espectroscopia, analisis térmico, entre otras, para luego ser
modificado quimicamente mediante la polimerizacién de crecimiento de
cadenas de g-caprolactona y N-vinil-2-pirrolidona y la insercion de cadenas de
poli(etilenglicol)metil éter de 2.000 g/mol. El quitosano y los copolimeros
obtenidos resultaron ser solubles en soluciones acidas y neutras, e insolubles

en medio basico.

El quitosano (Q) junto a los copolimeros sintetizados quitosano-g-
poli(e-caprolactona) (Q-g-PCL), quitosano-g-poli(N-vinil-2-pirrolidona) (Q-g-
PVP) y quitosano-g-poli(etilenglicol)metil éter fueron utilizados en la sintesis y
estabilizacién de nanoparticulas de oro, plata y platino. Para ello, los polimeros
fueron disueltos en una solucion acuosa de acido acético al 2% a una
concentracion de 0,5 g/L del polimero. A estas disoluciones, se adicionaron
distintas concentraciones de las sales metalicas de tetracloroaurato de potasio
(KAuCls) para la sintesis de nanoparticulas de oro, nitrato de plata (AgNOs3)
para la sintesis de nanoparticulas de plata y tetracloroplatinato (Il) de potasio

(K2PtCl4) para la sintesis de nanoparticulas de platino.

En general, la formacion de las nanoparticulas fue llevada a cabo
a 95°C, la evolucion de las reacciones fue monitoreada mediante

espectroscopia UV-Vis, el tamafio de las nanoparticulas fue determinado por
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difusion de luz dinamica (DLS), la estabilidad de las nanoparticulas fue
estimada por mediciones de Potencial Z, su forma y tamafo fueron

determinados mediante microscopia de transmision electrénica (TEM).



Abstract

ABSTRACT

In this thesis work, the use of chitosan (Q) in the synthesis of graft
copolymers with  poly(e-caprolactone), poly(N-vinyl-2-pyrrolidone) and
poly(ethyleneglycol)methyl ether, as well as their potential application in the
synthesis and stabilization of gold, silver and platinum nanoparticles were
studied.

Firstly, chitosan was prepared from chitin, which was extracted from
prawn shells. Subsequently, chitosan was characterized by different
techniques and chemically modified by grafting of poly(e-caprolactone) and
poly(N-vinyl-2-pyrrolidone) and poly(ethyleneglycol)methyl ether onto chitosan
backbone. Overall, chitosan and the obtained copolymers showed a marked
pH dependent solubility (solubility in acidic and neutral media and non-soluble

in basic aqueous solutions).

Chitosan along with the synthesized copolymers chitosan-g-poly(e-
caprolactone) (Q-g-PCL), chitosan-g-poly(N-vinyl-2-pyrrolidone) (Q-g-PVP)
and chitosan-g-poly(ethyleneglycol)methyl ether were used in the synthesis
and stabilization of gold, silver and platinum nanoparticles. For this, the
polymers were dissolved in a 2% acetic acid solution using a concentration of
0.5g/L of the polymer. Additionally, aqueous solutions at different
concentrations of the were added to the polymer solutions; namely, potassium
tetrachloroaurate  (KAuCls), silver nitrate (AgNOs) and potassium
tetrachloroplatinate (IlI) (K2PtCls) for the synthesis of gold, silver and platinum

nanoparticles, respectively.

Finally, the formation of the nanoparticles was carried out at 95 °C.
The evolution of the different reactions was monitored by UV-Vis spectroscopy,
the size distributions of the nanoparticles were determined by dynamic light
diffusion (DLS) technique, the stability in the medium was estimated by
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Potential Z measurements and the shape and size of the metal nanoparticles

were determined by transmission electron microscopy (TEM).



Introduccioén

. INTRODUCCION

En la actualidad, existen variados usos para materiales poliméricos
que van desde prestaciones médicas, biotecnolégicas y transporte de
farmacos’-3, hasta la preparacion de materiales compuestos para aplicaciones
tecnoldgicas y variados usos en la vida cotidiana*®. La gran controversia que
se presenta debido al uso masivo de estos materiales radica en que en la
mayoria de los casos se usan polimeros sintéticos derivados del petréleo, con
caracteristicas que resultan poco compatibles con el medio ambiente. En estos
tiempos, existe una mayor consciencia y conocimiento de los problemas
generados por estos materiales en el medio ambiente, por lo que, se prefiere
dentro de lo posible el reemplazo de los polimeros sintetizados y basados en
monomeros procedentes del petrdleo, por materiales poliméricos de origen
natural, que puedan ser modificados de tal forma que permitan modular ciertas
propiedades interesantes o adquirir nuevas en el proceso de conversion via
modificacion quimica o mediante sus mezclas, para la obtencion de nuevos

materiales.
1.1 POLIMEROS

Los polimeros corresponden a macromoléculas formadas por
unidades discretas distribuidas de manera repetitiva denominada mondémeros,
los que se encuentran unidos mediante enlaces covalentes. Estas
macromoléculas pueden ser clasificadas segun su forma, la distribucion de sus
monomeros, su origen o por sus propiedades quimicas, mecanicas y térmicas,

entre otras.

Segun la morfologia de los polimeros, estos pueden ser clasificados
en polimeros lineales y ramificados. Los polimeros lineales corresponden a
macromoléculas formadas por mondémeros que poseen dos puntos reactivos

o de enlace y se encuentran unidos entre si unidireccionalmente. Los
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polimeros ramificados se forman debido a la presencia de al menos un
mondémero en la cadena con tres o mas puntos reactivos, aptos para formar
enlaces covalentes. Por ejemplo, si la ramificacion da lugar a la generacion de
estructuras con enlaces cruzados entre las cadenas poliméricas se les
denomina polimeros reticulados. La linealidad de las cadenas proporciona
resistencia y en general son denominados termoplasticos, debido a que, por
acciéon del calor y presion, pueden ablandarse lo suficiente o fundirse y ser
moldeados mediante un proceso fisico reversible. Por otro lado, los puntos de
unidn de las ramificaciones disminuyen los grados de libertad en el entorno
molecular, trayendo como consecuencia el aumento de la tenacidad de la
estructura, produciendo compuestos termoestables y rigidos que no pueden
fundir ni fluir.® En el Esquema I-1 se exhibe una representacion de los

polimeros segun morfologia.
a) §§ ?
b) é c)

Esquema l-1 Representacién de polimeros a) lineales, b) ramificados y
c) reticulados.

La clasificacion de los polimeros segun la distribucion de sus
monodémeros dentro de la macromolécula se diferencia por el niumero de tipos
de mondmeros presentes, identificandose como homopolimeros a aquellas

macromoléculas formadas por cadenas que contienen un tipo de unidad
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monomeérica y como copolimeros a las formadas por dos o mas tipos de estas
unidades. En el Esquema I|-2 se muestran las representaciones de los tipos de

polimeros segun la distribucion de sus monémeros.

En este trabajo de tesis se realizé un estudio que abarcd la sintesis
y aplicacion de copolimeros de injerto, los que a grandes rasgos se obtuvieron
al adicionar o enlazar a una cadena polimérica lineal, cadenas poliméricas
laterales. Estas cadenas laterales fueron enlazadas sobre los monémeros de
la cadena lineal central con un grupo reactivo susceptible para la adicién de
otros monomeros y su posterior crecimiento via polimerizacion o por la adicion
de un nuevo polimero con un terminal reactivo. Mas adelante se mencionaran

los tipos de reacciones de polimerizacién mas conocidas.

a) Homopolimero A d) Copolimero en bloque

Homopolimero B
e) Copolimero de injerto

b) Copolimero alternante

c) Copolimero al azar

Esquemal-2 Representacion esquematica de los tipos de polimeros mas
conocidos con distintas unidades monoméricas A y B
a) homopolimeros; b) copolimero alternante; ¢) copolimero al

azar; d) copolimero en bloque y e) copolimero de injerto.

Otra clasificacion de los polimeros considera el origen o
procedencia de estos, los cuales, pueden ser sintéticos, naturales o naturales

modificados.

Los polimeros sintéticos son obtenidos mediante reacciones

quimicas de polimerizacion en las que los mondmeros se enlazan
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covalentemente entre ellos. La polimerizacién puede ser llevada a cabo

mediante reacciones de adicion, condensacion o por apertura de anillo.

Las reacciones de adicion se llevan a cabo sobre monémeros que
presentan uno o mas enlaces dobles o triples (insaturados), los que, mediante
la accion de un iniciador que puede ser un anion, un catidén o un radical, son
transformados en un carbocation, un carbanion o un radical respectivamente,
permitiendo la formacién de enlaces simples entre las unidades monomeéricas.
Este tipo de polimerizacion contempla tres etapas que corresponden a
iniciacidn, crecimiento o propagacion y terminacion. La iniciacion es el proceso
en que una molécula denominada iniciador comienza la polimerizacion
mediante la ruptura de un enlace doble o triple del monémero con la formacién
de un carbocation, un carbanion o un radical susceptible de unirse a una nueva
unidad monomeérica. El crecimiento o propagacion corresponde a una
secuencia de reacciones y uniones entre un terminal polimérico con nuevos
mondémeros que se van adicionando con el consecuente crecimiento de la
molécula polimérica. Por ultimo, la terminacién corresponde al proceso en el
que las cadenas detienen su crecimiento, ya que se ha consumido totalmente
los mondmeros disponibles en el medio o simplemente por la pérdida de
actividad de las cadenas.

Las polimerizaciones por condensacion se llevan a cabo por etapas
y tienen lugar en los grupos funcionales de los monémeros que constituyen el
polimero. Este proceso consiste en reacciones sucesivas de los grupos
funcionales complementarios presentes en uno o mas de los monémeros que
formaran la cadena polimérica. La férmula estructural del polimero
normalmente tiene algunos atomos menos que la de sus mondémeros de
partida debido a que en el proceso existe la eliminacibn de moléculas

pequehas como agua, amoniaco o metanol.
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Las polimerizaciones por apertura de anillo corresponden a las
reacciones de polimerizacién que involucran mondémeros ciclicos del tipo
ésteres como la e-caprolactona (e-CL), B-propiolactona (B-PL), y-butirolactona
(y-BL), B-butirolactona (B-BL) y &-valerolactona (6-VL), entre otros mediante la
apertura de su anillo por accion de un catalizador. Este tipo de reaccion
presenta una estequiometria similar a las reacciones de adicién debido a que
no interviene otro reactante y no existe la eliminacién o formacién de una
molécula que no sea el polimero, aunque su mecanismo es similar a la de una

polimerizacién por condensacion.’

En general, los monomeros utilizados para la elaboracion de estos
polimeros pueden ser obtenidos directamente del petrdleo o ser sintetizados
mediante reactivos que provienen de la industria petroquimica, de alguna
fuente natural o una mezcla de estas. En este trabajo de investigacion se
utilizaron los mondémeros e-caprolactona y N-vinil-2-pirrolidona para la sintesis
de cadenas poliméricas de poli(e-caprolactona) y poli(N-vinil-2-pirrolidona),
ademas de poli(etilenglicol)metil éter como cadena polimérica que fueron

injertadas a una cadena principal de quitosano.

Por otro lado, los polimeros naturales o también denominados
biopolimeros, corresponden a aquellas macromoléculas que son sintetizadas
en procesos bioldgicos en diversos seres vivos. Este tipo de macromoléculas,
puede ser subclasificados en cuatro grandes grupos: proteinas, acidos
nucleicos, polisacaridos y poliisoprenos.”® La definicion de biopolimeros o
biomoléculas poliméricas, segun la IUPAC, corresponde a macromoléculas
conformados por proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos que son
sintetizados por organismos vivos®. Dicha definicion ha sido ampliada para
considerar tanto a los polimeros o0 macromoléculas presentes en los seres
vivos, como a los que pueden ser sintetizados por estos o bien ser de
procedencia sintética, pero que presentan caracteristicas de ser

biocompatibles o biodegradables. Los polimeros biocompatibles por definicién
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son aquellos que no presentan reacciones alérgicas e inmunitarias al entrar en
contacto con tejidos de los organismos de los seres vivos. Se debe destacar,
que el termino de materiales biocompatibles se refiere a sistemas especificos
en los que dicho material y el huésped bioldgico no presenten interacciones o

que estas sean apropiadas para la funcion que se busca cumplir.’®

Cabe senalar que la fisica y la quimica de los polimeros sintéticos
son complicadas debido a las diversas interacciones intermoleculares y
extramoleculares que se presentan. Estas complicaciones se ven realzadas
en el caso de polimeros naturales, debido a que en general, éstos se
encuentran formados por unidades repetitivas diferentes, siendo habituales
estructuras parecidas dentro de una misma cadena. Por otro lado, sus
propiedades tienen dependencia de las condiciones ambientales, debido a que
su estructura real tiene relacién con su entorno natural. Por ultimo, la forma y
tamafo de los polimeros naturales tienen una mayor importancia en el

desemperio de estos en comparacion a los polimeros sintéticos.®

A continuacion, se realiza una breve descripcidn de los polimeros

que fueron utilizados para el desarrollo de este trabajo.
1.1.1 Poli(e-caprolactona)

La Poli(e-caprolactona) (PCL) o simplemente poli(caprolactona),
corresponde a un poliéster alifatico sintético biodegradable, usado gracias a
su buena biodegradabilidad y biocompatibilidad como biomaterial para la
liberacion controlada de farmacos, entre otras aplicaciones.' Una de

principales caracteristicas es su caracter hidrofobico.

La sintesis comercial de este polimero se realiza por apertura de
anillo de e-caprolactona, usando comunmente el catalizador 2-etilhexanoato

de Sn(ll) (octanoato estanoso, Sn(Oct)2), a una temperatura entre 120 y

10
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150 °C. En el Esquema I-3, se presenta la sintesis de poli(e-caprolactona) a

partir del respectivo monémero.

O

)

0] Sn(Oct),

n > —{o—CH CH,CH,CH,CH 01—
120-150 °C skt et

g-caprolactona poli(e-caprolactona)
Esquema I-3 Sintesis de poli(e-caprolactona).
1.1.2 Poli(N-vinil-2-pirrolidona)

Poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP), corresponde a un polimero soluble
tanto en agua como en algunos disolventes organicos. Presenta baja toxicidad,
buena biocompatibilidad y alta capacidad de complejacion de metales,
permitiendo interactuar con agentes hidrofilos e hidrofobos (comportamiento
anfifilico). Este polimero contribuye a aumentar la solubilidad de moléculas
poco solubles en agua, ya que es capaz de interactuar o albergar moléculas
hidrofobas.'>'3 Ademas, en numerosos estudios se han reportado que poli(N-
vinil-2-pirrolidona), puede actuar como agente estabilizante en la sintesis de

nanoparticulas metalicas.'#-1"

La sintesis de poli(N-vinil-2-pirrolidona) se basa en
polimerizaciones radicalarias con el uso de iniciadores como AIBN''® o
persulfato de potasio.’” En el Esquema I-4, se presenta la sintesis de poli(/N-

vinil-2-pirrolidona) a partir del respectivo mondémero.

11
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C\A\ AIBN o KPS C\A\o
o

N
N >
60-70°C /YJ\J/
\ f
N-vinil-2-pirrolidona poli(N-vinil-2-pirrolidona)

Esquema I-4 Sintesis de poli(N-vinil-2-pirrolidona).
1.1.3 Poli(etilenglicol)metiléter

Poli(etilenglicol) (PEG) corresponde a un polimero neutro, no téxico,
soluble en agua con un comportamiento anfifilico. Es utilizado comunmente en
aplicaciones farmacéuticas y biomédicas, en alimentos, cosméticos, medicina
y sistemas de liberacion controlada de drogas, debido a su buena
inmunogenicidad y la habilidad de no alterar dramaticamente las funciones

biolégicas de las proteinas.?%:2!
1.1.4 Quitosano

El quitosano corresponde a una biomacromolécula del tipo
polisacarido, obtenida a partir del proceso de desacetilaciéon de la quitina. Esta
ultima, es el segundo polimero de origen natural mas abundante en la
naturaleza, después de la celulosa y corresponde a un polisacarido lineal de
(1->4)-2-acetoamido-2-desoxi-3-D-glucosa(N-acetil-B-d-glucosamida), su
nombre fue propuesto por Antoine Odier en 1823, siendo en 1859 Rouget
quien encontré que a través de la saponificacion de quitina, se podia obtener
quitosano?223. La reaccion quimica de desacetilacion de la quitina involucrada
en la obtencion del quitosano es presentada en el Esquema |-5. Esta reaccion
se basa en la eliminacién de grupos acetato desde la cadena polimérica de

quitina (N-acetil-D-glucosamida) mediante un proceso de saponificacion con el

12
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uso de una base fuerte como hidroxido de sodio?2. Esta reaccion ocurre por
medio de un ataque nucleofilico del anion hidroxido sobre el grupo carbonilo
de la amida secundaria de la quitina, posteriormente, se presenta un
reordenamiento de las cargas para finalmente, producirse la eliminacion del
grupo acetato desde las diversas unidades monomeéricas. El proceso de
desacetilacion, corresponde a un ataque nucleofilico sobre aquellos grupos
que se encuentran susceptibles a este proceso, por lo cual, el quitosano
obtenido presenta grupos aminos y amidas en distintas proporciones y

posiciones de los monémeros dentro de la cadena polimérica.

OH CH,

OH

Esquema I-5 Conversion de quitina en quitosano.

El quitosano corresponde a un polimero conocido por sus
excelentes propiedades tales como compatibilidad con las células humanas,
ayuda en la regeneracion de tejido dafado,?*?® actividad antimicrobial,?6-2°
fungicida,30-32 bactericida y antioxidante,33-37 por ello presenta multiples usos
en diversas areas, entre las que destacan, el uso como excipiente
farmacéutico,®® como recubrimiento de alimentos,3%4! el tratamiento de

agua,*?% etc.

Por otro lado, debido a que quitosano presenta en su estructura
multiples grupos funcionales hidroxilo, amino y acetilamino, estos le confieren
una variedad de posibles modificaciones, permitiendo reacciones de
esterificacion, eterificacion, reticulacion y copolimerizacién por injerto, dando

paso a la obtencion de productos alquilados, derivados cationicos,

13
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carboxialquilicos, hidroxialquilicos, acilados, tiolados, sulfatados, fosforilados,

copolimeros en bloque o de injerto, entre otros.*6-5

En el Esquema |-6 se representan los grupos funcionales de

quitosano para una unidad monomeérica desacetilada.

OH <—| Hidroxilo primario

Hidroxilo secundario|

NH,

\‘ amina primaria|

Esquema I-6 llustracion de los grupos funcionales presentes en el

mondmero quitosano.

La factibilidad y diversidad de reacciones quimicas posibles,
permite la adicién de grupos quimicos reactivos a la cadena polimérica de
quitosano, también permite la adicion de cadenas poliméricas de diversos
tipos, los que eventualmente pueden otorgar caracteristicas distintivas

mejoradas al quitosano.

Con base en las caracteristicas mencionadas, este trabajo involucré
la adicion a la cadena de quitosano, cadenas poliméricas de poli(e-
caprolactona),!-52-59 poli(N-vinil-2-pirrolidona)?4.19.60.61 y
poli(etilenglicol)metiléter.52-64 La eleccion de estos tres polimeros se basé en
su biodegradabilidad y biocompatibilidad, ademas, de las caracteristicas y

propiedades de cada uno de ellos expuestos en las secciones anteriores.

Adicionalmente, un aspecto importante a ser considerado es que el

quitosano ha sido ampliamente estudiado para la formacion de nanoparticulas

14
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metalicas como estabilizador o reductor de iones metalicos, entre las que se

encuentran las de oro,%5-%° plata’®-73 y platino”47".
1.2 NANOPARTICULAS

En el ambito de la sintesis de nanoparticulas metalicas, se agrupan
dos metodologias principales: top-down y las bottom-up (Esquema I-7). La
metodologia top-down considera dos etapas fundamentales, correspondientes
a una reduccion de tamanos de un material hasta escala nanométrica por
medio, por ejemplo, de una molienda y posterior estabilizacion de esas
nanoparticulas mediante la adicion de un agente protector coloidal. Por otro
lado, la metodologia botton-up es la mas frecuentemente utilizada debido a su
simplicidad, control de tamafio o dispersidon, menores costos energéticos, entre
otros. Esta metodologia considera un proceso de descomposicion y/o
reduccion quimica de sales de metales en disolucién, pasando de iones
metalicos a atomos metalicos, seguido de un crecimiento por la aglomeracién
de atomos hasta alcanzar la escala nanométrica formando nanoparticulas,

siendo también necesaria la adicion de un agente estabilizante.

Turkevich y colaboradores propusieron una metodologia pionera
para la obtencion de nanoparticulas de oro’®, la que comprende tres etapas:
nucleacion, crecimiento y aglomeracion. Especificamente, el mecanismo
sugerido plantea que los iones metalicos sufren una reaccién de reduccion,
cambiando su estado de oxidacién a cero. En este punto pueden seguir dos
rutas, por un lado, aquella que involucra la colision de atomos metalicos con
iones metalicos lo que conlleva, por medio de un desplazamiento del equilibrio,
a la formacién de clusters. La otra ruta corresponde a la colision de atomos
metalicos dando lugar, al igual que en el caso anterior, la formacion de clusters.
Este proceso irreversible, indica el final de la nucleacién y da paso al

crecimiento de las nanoparticulas. La estabilizaciéon de las nanoparticulas
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generadas mediante esta metodologia es posible con el uso de ligandos,

surfactantes y polimeros para evitar su aglomeracion.”:80

Bloque Bloques Metdlicos  Nanoparticulas Atomos Compuesto
Metalico Pequeﬁos Metalicas Metadlicos Inicial
-
=
"' e le2 e
-
- il
‘ ‘---Q-...’Jh ‘..
- e AN
-
Top-down Bottom-up

Esquema I-7 Representacion de metodologias top-down y bottom-up.

En la actualidad, se busca que la sintesis de nanoparticulas se
desarrolle por medio de procesos en los que intervengan productos quimicos
amigables con el medio ambiente, con baja o nula toxicidad. Este tipo de
sintesis son ampliamente reconocidos como procesos de sintesis verde o
quimica verde®'82. Estos nuevos procesos incluyen polimeros como los
polisacaridos, métodos bioldgicos con el uso de extractos de plantas,’%8183
irradiacion, entre otros. Ademas, involucran el uso de solventes acuosos, asi
como, agentes reductores y estabilizantes que no sean nocivos o agresivos

con el medio ambiente.

Un aspecto de la quimica de polimeros que ha resultado
especialmente interesante es su uso en la sintesis de nanoparticulas
metalicas, proceso en que el rol principal que han cumplido es el de agentes
estabilizantes. Sin embargo, existen numerosos estudios en que los polimeros
cumplen un doble rol actuando como agentes reductores de iones metalicos
para la produccion de nanoparticulas, ademas del rol clasico de
estabilizante.'684-8 En este sentido, el grupo de investigacion del Laboratorio
de Polimeros de la Facultad de Quimica y de Farmacia, ha desarrollado una

linea de investigacion en los ultimos afios dedicada a estudiar este doble rol

16



Introduccioén

de las macromoléculas en la sintesis de nanoparticulas de oro y plata con
polimeros y copolimeros del tipo poli(N-vinil-2-pirrolidona),®17-87 poli(N-vinil-2-
pirrolidona)-block-poli(e-caprolactona)-block-poli(N-vinil-2-pirrolidona), entre
otros.88-%0 En estos trabajos, se ha logrado demostrar que grupos hidroxilo
terminales de los copolimeros actuan como agentes reductores de iones,
dando lugar a la formacién de nanoparticulas. Por otro lado, se ha propuesto
la posibilidad del uso de polimeros con enlaces conjugados que puedan sufrir
procesos redox en los cuales existe una oxidacion de estos para producir la

reduccion de los iones metalicos disueltos en el medio.?'92

.2.1 Sintesis de nanoparticulas mediante el uso de polimeros como

agentes reductores

La reducciéon de los iones metalicos para la formacion de
nanoparticulas se lleva a cabo mediante diversos procesos que contemplan la
interaccién del ion metélico con el polimero, para dar lugar a un proceso de
transferencia electronica, en el que se produce la reducciéon del metal y la
oxidacion del polimero. De acuerdo con esto, el polimero puede formar un
macro radical que al tener presentes enlaces conjugados puede dar lugar a
enlaces simples o al haber otros grupos reactivos puede presentar la
formacion de esteres, cetonas e incluso reducir el tamafo molecular del
polimero mediante reacciones de hidrdlisis. Finalmente, las nanoparticulas son
estabilizadas por el mismo polimero presente en el medio permitiendo un

control en la nucleacion y el crecimiento de las nanoparticulas.8%93-95
.2.2 Estabilizacion de nanoparticulas

Las nanoparticulas metalicas son termodinamicamente inestables,
debido a que poseen una considerable relacién area:volumen exhibiendo una
alta reactividad superficial, que se encuentra relacionada con la cantidad de

sitios de coordinacion insaturados presentes. Esto, produce que las
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nanoparticulas tiendan a aglomerarse, requiriéendose su estabilizacion en

suspension, con la finalidad de evitar su agregacion.

La estabilizacién de las nanoparticulas en un medio acuoso puede
estar relacionada a distintos efectos, por ejemplo, interacciones de Van Der
Walls. Se estima que la estabilizacion puede deberse a efectos estéricos,
electrostaticos o0 a la mezcla de estos efectos denominados en este caso como
efectos electroestéricos. Esta estabilizacion produce un estado
termodinamicamente metaestable, proporcionado por una barrera de potencial
de repulsion que supera a la energia de agregacion de las particulas metalicas

nanomeétricas.

La estabilizacion estérica es atribuida principalmente a polimeros y
surfactantes, los cuales impiden las interacciones entre las nanoparticulas
formadas, mediante impedimentos espaciales (estéricos) y de movilidad de las
nanoparticulas, mientras que la estabilizacion electrostatica esta relacionada
con la carga del medio, siendo ademas influenciada por las interacciones que
pueden presentarse entre las nanoparticulas y la carga idnica debido a la
presencia de iones o la accion del pH. Por ultimo, otro sistema de estabilizacion
de nanoparticulas corresponde a la existencia simultanea de la estabilizacion
estérica y la electrostatica, la cual puede ser denominada estabilizacion
electrostérica. Este ultimo tipo de estabilizacion se basa en la combinacion de
ambos mecanismos mediante el uso de polielectrolitos o surfactantes
ionicos.®5%97 En el Esquema 1-8 se muestra una representacién de los tres

tipos de estabilizacion mencionados anteriormente.
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= Anion - e
LDSurfactante/poll’mero S- 9 [-

Polimero,

surfactante I

surfactante iénico,
polielectrolito,

Estabilizacion estérica

A2,
N

Estabilizacion electro-estérica

Esquema -8 Representacién de distintos sistemas de estabilizacion de

nanoparticulas.
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1.2.3 Toxicidad de nanoparticulas

En la actualidad, existe preocupacion por la posible toxicidad que
las nanoparticulas pueden presentar en los organismos, debido a su
acumulacion, la que puede producir variados efectos, desde oscurecimiento
de tejidos, disminucion de la funcidn mitocondrial, malformaciones e inclusive
la muerte de algunos organismos®-191. Dentro de los posibles mecanismos de
toxicidad de las nanoparticulas metalicas se encuentran, el estrés oxidativo,

genotoxicidad, fagocitosis e inflamacion.%?
1.2.4 Motivacion

De acuerdo con lo expuesto en las secciones anteriores, resulta
interesante realizar un trabajo de investigacion en dos areas tematicas de gran
interés cientifico como son por una parte la quimica de polimeros y
copolimeros, especialmente biopolimeros y por otro lado la quimica de
nanoparticulas metalicas, especialmente de metales nobles. El hecho de que
exista una cierta asociacion entre la quimica de la sintesis de nanoparticulas
metalicas, la quimica y la fisicoquimica de los polimeros, permite visualizar que
el estudio sistematico abordando el rol de un tipo especifico de polimeros en
la sintesis y estabilizacidn de nanoparticulas metalicas es de alto interés para

diversas areas cientifico-tecnoldgicas.

Por estos motivos, en este trabajo de tesis se realizé un estudio
sistematico que contempld, en una primera instancia, la obtencion de
quitosano, y su modificacién quimica por injerto de cadenas de poli(e-
caprolactona) (PCL), poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) y poli(etilenglicol)metil
éter (MPEG). Una vez obtenidos y caracterizados los polimeros de injerto,
fueron estudiados en la sintesis y estabilizacion de nanoparticulas de metales

nobles (Au, Ag y Pt) a partir de las sales precursores KAuCls, AQNOs3 y K2PtCla.
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La sintesis de nanoparticulas metalicas usando quitosano y los
distintos copolimeros de injerto como agentes reductores y estabilizantes,
fueron ensayados considerando diversas concentraciones de soluciones
poliméricas y usando acido acético al 2 % como solvente. Estas sintesis
también contemplaron diferentes concentraciones de las sales metalicas,
temperaturas y pH. Finalmente, se mantuvieron constantes la concentracion
de las soluciones poliméricas y la temperatura (95 °C), estableciendo las
concentraciones de cada ion metalico y el pH adecuados para la obtencion de

las nanoparticulas metalicas.

En una primera instancia, se realizaron ensayos de sintesis de
nanoparticulas de oro con concentraciones iniciales de quitosano y sus
copolimeros de 0,5mg/mL, 1mg/mL, 5mg/mL, y 10mg/mL, vy
concentraciones del ion Au®* de 1,2mM, 0,6 mM, 0,3mM, 0,155mM vy
0,075 mM a temperaturas de 60, 75 y 95 °C. Finalmente, para la sintesis de
NPs-Au se establecen concentraciones de las soluciones poliméricas de
0,5 mg/mL concentraciones del ion Au®* de 0,07 mM, 0,14 mM, 0,28 mM.
0,56 MMy 1,12 mM a una temperatura de 95°C y un pH 3,0 dado por la

solucién polimérica con acido acético acuso como solvente.

Para el caso de las sintesis de nanoparticulas de plata, se
efectuaron ensayos preliminares a concentraciones de 10 mg/mL de quitosano
y los copolimeros de injerto, los que fueron solubilizados en acido acético al
2 %. Las concentraciones de la sal metalica de plata utilizadas fueron de
200 mM, 100 mM, 50 mM, 25 mM y 12,5 mM, Estos ensayos entregaron
resultados satisfactorios en la formacion de NPs-Ag, pero la alta concentracién
requerida de cada polimero limitaba la capacidad de ensayos a realizar. Se
decidi6 dejar fijas las concentraciones de quitosano y los copolimeros de
injerto a los valores utilizados en la sintesis de NPs-Au (0,5 mg/mL). Mediante
diversos ensayos se logro la obtencion de nanoparticulas a concentraciones
delion Ag* de 0,05 mM, 0,1 mM, 0,2 mM, 0,3 mM y 0,4 mM a una temperatura
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de 95°C y un pH cercano a 12, el cual se establece mediante la adicion de
solucién NaOH 0,5 mM.

Para la sintesis de nanoparticulas de platino, se establecieron
concentraciones de quitosano y sus copolimeros de injerto similares a las
utilizadas en la sintesis de nanoparticulas de oro y plata a una temperatura de
95 °C. Se procedié a realizar ensayos de la sintesis de nanoparticulas de
platino con el uso de soluciones de concentraciones de 3,0 mM y 0,5 mM en
ion Pt?*, observandose que las mas concentradas producian una decoloracion
de la solucion y la precipitacion del polimero que simultaneamente adquiria
una coloracién parda. Para el caso de las soluciones menos concentrada se
logré6 observar una variacion en las bandas de absorcion, obteniéndo
soluciones estables que permanecen en el tiempo. Finalmente, se lograron
establecer concentraciones del ion Pt?* de 0,1 mM, 0,3 mM, 0,6 mM, 1,2 mM
y 1,5mM, dejando fijo el pH de la solucion cercano a 3,0, este ultimo

establecido por la solucion polimérica.
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Il. HIPOTESIS

Considerando la baja solubilidad del quitosano en agua y solventes
de uso comun como alcoholes y cetonas, se espera que la incorporacion de
cadenas laterales de poli(e-caprolactona), poli(N-vinil-2-pirrolidona) o
poli(etilenglicol)metil éter permitan aumentar la solubilidad del polimero en

agua y otros solventes.

Dada la estructura quimica de cada uno de los copolimeros de
injerto a obtener, se espera que estos pueden cumplir un doble rol: como
agentes reductores y estabilizantes en la sintesis de nanoparticulas de
metales nobles como oro, plata y platino, debido a la presencia en la estructura
del polimero de grupos reactivos susceptibles de ser oxidados, dando paso a
la reduccion de los iones metalicos, para obtener nanoparticulas con diferentes
distribuciones de tamafios y morfologias. Esto, debido a las interacciones que
cada una de estas cadenas pueda presentar con el metal.
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M. OBJETIVOS
.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este trabajo corresponde a sintetizar
copolimeros de injerto mediante la incorporacion sobre quitosano de cadenas
laterales de poli(e-caprolactona), poli(N-vinil-2-pirrolidona) y
poli(etilenglicol)metiléter.

.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener copolimeros de injerto de quitosano con poli(e-
caprolactona),

e Obtener copolimeros de injerto de quitosano con poli(N-vinil-2-
pirrolidona).

e Obtener copolimeros de injerto de quitosano con
poli(etilenglicol)metiléter.

e Caracterizar los copolimeros de injerto de quitosano-graft-poli(e-
caprolactona), quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona) y
quitosano-graft-poli(etilenglicol)metiléter.

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas metalicas de oro, plata y
platino, usando los copolimeros de injerto quitosano-graft-poli(e-
caprolactona), quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona) y
quitosano-graft-poli(etilenglicol)metiléter como  reductores 'y
estabilizantes.

e Establecer posibles correlaciones entre las estructuras de los

copolimeros y las propiedades de las nanoparticulas obtenidas.

24



Parte experimental

IV. PARTE EXPERIMENTAL
V.1 REACTIVOS

A continuacién, se detallan los reactivos y solventes utilizados en el

desarrollo experimental de esta tesis:

e N-Vinil-2-pirrolidona, suministrado por Sigma-Aldrich.

e ¢-Caprolactona, con pureza = 99 %, suministrado por Sigma-Aldrich.

e Poli(etilenglicol)metiléter, con un peso molecular promedio (Mn) de
2.000 g mol!, suministrado por Sigma-Aldrich.

e 4-Dimetilaminopiridina, suministrado por Sigma-Aldrich.

e Persulfato de potasio, suministrado por Sigma-Aldrich.

¢ Quitina, suministrada por la Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

e Yoduro de metilo, Suministrado por Merck.

¢ Nitrato de plata con pureza del 99 %, suministrado por Merck.

e Tetracloroaurato (lll) de potasio (KAuCls), con pureza del 98 %,
suministrado por Sigma-Aldrich.

e Tetracloroplatinato (ll) de potasio (Kz2PtCls), con pureza del 98 %,
suministrado por Sigma-Aldrich.

e Acido acético, suministrado por Merck.

¢ Hidroxido de sodio, suministrado por Merck.

e Acido clorhidrico, suministrado por Merck.

e Acetona, suministrado por Merck.

e Metanol, suministrado por Merck.

e Cloroformo, suministrado por Sigma-Aldrich.

e Eter dietilico, suministrado por Merck.

e Tolueno, suministrado por Sigma-Aldrich.

e Piridina, suministrado por Sigma-Aldrich.

e Agua destilada y agua milli-Q, suministrado por Pontificia Universidad
Catdlica de Chile.
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IvV.2 INSTRUMENTOS

A continuacién, se especifican los instrumentos principales

utilizados para el desarrollo de esta investigacion:

e Espectrofotdmetro de infrarrojo mediano con transformada de Fourier
modelo Vector 22, marca Bruker.

e Espectrémetro de resonancia magnética nuclear modelo AVANCE-400,
marca Bruker.

e Analisis elemental, modelo EAGER 200, marca CE Instruments.

e Unidad de analisis térmico para termogravimetria modelo TGA/SDTA
851, marca Mettler Toledo.

e Unidad de analisis térmico por calorimetria diferencial de barrido
modelo DSC821e, marca Mettler Toledo.

e Espectrofotdmetro UV-Vis modelo Cary 60 UV-Vis, marca Agilent
Technologies.

e Potencial Z, modelo Zetasizer Nano, marca Malvern.

e Difusor de luz dinamica, modelo Nicomp 370 particle size analyzer,
marca Particle Sizing Systems.

e Microscopio de transmision electronica, High Resolution Scanning
Electron Microscope (HR-SEM), modelo INSPECT-F50, marca FEI
provisto de un detector EDS, STEM y vCD
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Iv.3 METODOLOGIAS
IvV.3.1 Obtencién de quitosano

La sintesis de los copolimeros propuestos en este trabajo se basé
en quitosano obtenido a partir del proceso de desacetilacion de quitina extraida
a partir de desechos de langostino en el Laboratorio de Macromoléculas del
Departamento de Quimica-Fisica de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile.

Para el proceso de obtencion de quitosano se realizd una
separacion de la quitina segun su granulometria mediante el uso de tamices
moleculares de diversos tamafos (90 pm, 150 ym, 300 um y 500 um) para
posteriormente someter las muestras obtenidas a un proceso de
desacetilacion por medio de hidroxido de sodio. Para esto, sobre una cantidad
determinada de quitina se adiciona una solucién de NaOH al 50 % en una
proporcion 1:10 entre quitina y la solucion basica. La mezcla, se deja en
agitacion constante por 24 horas a temperatura ambiente, con la finalidad de
permitir el hinchamiento de la quitina y la penetracion del hidréxido en la
estructura polimérica. Posteriormente, la mezcla es calentada bajo reflujo a
una temperatura de 120 °C por 4 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion, el
producto es lavado con abundante agua hasta alcanzar la neutralidad,
realizando los ultimos lavados con etanol y posterior secado a 60 °C. En el
Esquema [-5, se puede apreciar la reaccion de conversiéon de quitina en

quitosano.
IV.3.2 Sintesis de copolimeros de injerto

Las sintesis de copolimeros de injerto de quitosano comprendieron
la insercién sobre éste de cadenas laterales de e-caprolactona, N-vinil-2-

pirrolidona y el homopolimero poli(etilenglicol)metiléter de 2.000 g/mol.
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A continuacion, se describen cada uno de los procesos en forma

detallada.
IV.3.2.1 Sintesis de copolimero de quitosano-graft-poli(e-caprolactona)

En la literatura, existen diversas metodologias de sintesis de
copolimeros de injerto de quitosano-graft-poli(e-caprolactona) (Q-PCL).1"%2-
54,103-106 Para el desarrollo de esta tesis se considero la metodologia informada
por Hao Feng y Chang-Ming Dong.%® Este proceso se lleva a cabo en dos
etapas, la primera correspondiente a la mezcla del monémero de e-
caprolactona con quitosano en agua por 20 horas a 80 °C con agitacion
constante. La finalidad de esta etapa es lograr el hinchamiento del quitosano
y provocar la penetracion del monémero de e-caprolactona. La segunda etapa,
contempla la reaccibn del mondmero mediante la adicion de
dimetilaminopiridina (DMAP) como catalizador, la que permite el crecimiento
de poli(e-caprolactona) en la cadena de quitosano. El uso de este catalizador
en lugar del clasico octanoato de estafio utilizado para polimerizacién de ¢-
caprolactona, busca no adicionar estafo a la mezcla, ya que puede ser dificil
de eliminar del producto obtenido y puede alterar los resultados posteriores en
la sintesis de las nanoparticulas metalicas. Sin embargo, al realizar la sintesis
propuesta (Esquema IV-1), no fue necesaria la materializacion de la segunda
etapa de adicion del catalizador, debido a que el producto obtenido tras las 20
horas de la mezcla del mondmero con el quitosano resultd ser una masa
gelatinosa de color marréon que no era posible mezclar. Se observé, que al
adicionar agua sobre este producto se producia su solubilizacion, mientras que
al agregar tolueno como parte del tratamiento de purificacion del copolimero
(para la solubilizacion de la e-caprolactona y su homopolimero), se formé una
gelatina compacta la que fue posible extraer y solubilizar nuevamente en agua.
Este efecto se observo en todas las sintesis realizadas para el copolimero.
Debido a que no fue necesario la adicion del catalizador, se puede considerar

que la sintesis se llevd a cabo mediante la apertura de anillo por efecto del par
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electronico libre de los grupos aminos del quitosano, lo cual, facilitaria la

adicién y posterior crecimiento de la cadena polimérica de e-caprolactona.

Por ultimo, la purificacion del producto se llevé a cabo mediante la
solubilizacion en agua, filtrado y posterior precipitacion en acetona con

agitacion vigorosa para finalmente filtrar al vacio y secar a 35 °C.

NHAc NHAc

]
C-(CH,)s-0 H

Esquema IV-1 Sintesis de copolimero quitosano-graft-poli(e-caprolactona).

OH
NHR
-l le) -
%To g o)
HZO 80 °C
OH
n

R:H,

IV.3.2.2 Sintesis de copolimeros de quitosano-graft-poli(N-vinil-2-

pirrolidona)

La sintesis del copolimero quitosano-graft-(N-vinil-2-pirrolidona)*®-60
(Q-PVP) fue llevada a cabo por medio de la metodologia propuesta por M.
Yazdani-Pedram y J. Retuert'®, la cual, consta en hacer reaccionar quitosano
(Q) con el mondémero de N-vinil-2-pirrolidona (VP). Esta reaccion se realiza en
un medio homogéneo, quitosano es disuelto en una solucion acuosa de acido
acético al 2 % y mezclada con el monémero de N-vinil-2-pirrolidona. Esta
mezcla se lleva a 70 °C y se le adiciona persulfato de potasio 0,15 M como
catalizador, dejando reaccionar por 150 minutos. Transcurrido este tiempo, la
reaccion es terminada con la adicion de una pequefia porcidon de hidroquinona.
El producto es vertido en acetona con agitacion constante, para
posteriormente filtrar a vacio y lavar con metanol. Finalmente, el producto
obtenido es purificado mediante dialisis con el uso de una membrana con
tamafo de corte de 6 kDa siguiendo la conductividad de la fase acuosa. Este

tratamiento permite eliminar trazas del catalizador, del monémero y pequefias
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cadenas de homopolimero de poli(N-vinil-2-pirrolidona) solubles en agua que
se pudieran haber formado. En el Esquema |IV-2 se resume la reaccion de

sintesis del copolimero de quitosano con N-vinil-2-pirrolidona.

/%
OH N OR
NHAc D NHAc
- o - -< (o] -
HO o -0 HO o)
—_—
HO (o) cat HO o o
NH, NH,
OH OR

R: —H, —fCHz—cl:H{—q

Esquema IV-2 Sintesis de copolimero  quitosano-graft-poli(N-vinil-2-

pirrolidona).

IV.3.2.3 Sintesis de copolimeros de quitosano-graft-
poli(etilenglicol)metil éter

En literatura existen numerosos reportes que abordan la sintesis de
copolimero de quitosano con poli(etilenglicol)metil éter.2021.64.107-110 pgrg gl
desarrollo de esta tesis se tomaron como referencias los trabajos realizados
por N. Gorochovceva y R. Makuska'®®, ademas de Yinggian Hu vy
colaboradores’’ en los cuales se reportoé el injerto del homopolimero de
poli(etilenglicol)metil éter (MPEG) de 2000 g/mol en la cadena de quitosano
para finalmente  obtener el copolimero de  quitosano-graft-
poli(etilenglicol)metiléter. Para llevar a cabo esta sintesis, en una primera
instancia se realizé la modificacion del MPEG, por medio de la sustitucién del
grupo hidroxilo terminal por yoduro generando el yoduro de
poli(etilenglicol)metil éter (MPEGI),'"" para esto se hizo reaccionar MPEG con
trifenilfosfato y yoduro de metilo con agitacion por 6 horas a 120 °C. La mezcla
fue enfriada, disuelta en tolueno, precipitada en éter etilico, filtrada, lavada

seguidamente con dietiléter y finalmente secada a vacio obteniendo un sélido
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amarillo correspondiente al MPEGI. La sintesis del copolimero Q-MPEG se
realizd en un medio heterogéneo con el uso de DMF anhidra como agente
solvatante a 60 °C por 16 horas. A medida que transcurria la reaccion se
observo la pérdida del color amarillo caracteristicos del MPEGI, obteniéndose
un producto de color blanco. A diferencia de los autores, en esta reaccién no
se afadio Ag20 como catalizador, debido a que se quiso evitar la adicion de
cualquier ion metalico que pudiese afectar una posterior sintesis de
nanoparticulas. En el Esquema IV-3 se resume la sintesis del copolimero Q-
MPEG.

OH OR
NHAc NHAc
-— o - - o] -
-0 HO O~ 0 HO (o
HO o 4 ICH,CH,(OCH,CH,),0CH, HO o d
NH, DMF anhidro NH,
OH . OR u

R: —H, —CH,CH,(OCH,CH,),0CHj

Esquema IV-3 Sintesis de copolimero quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil

éter.

IvV.3.3 Sintesis de nanoparticulas metalicas

Una vez obtenidos los polimeros quitosano, quitosano-graft-poli(e-
caprolactona), quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona) y quitosano-graft-
poli(etilenglicol)metil éter se prepararon soluciones de cada uno de ellos a

concentraciones de 0,5 mg/mL en acido acético acuoso al 2 % como solvente.

Las sintesis de las nanoparticulas metalicas se realizaron mediante
una metodologia enmarcada dentro de aquellas conocidas como bottom-up, a
partir de las respectivas soluciones de las sales metalicas. La finalidad de este
proceso fue producir la reduccion de los iones metéalicos y la posterior
estabilizaciéon de las nanoparticulas generadas con la accidén unica del
polimero, obteniendo finalmente un material metalico nano-particulado en

suspension.
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IV.3.3.1 Nanoparticulas de oro

La sintesis de nanoparticulas de oro se llevdé a cabo a partir de
soluciones de la sal tetracloroaurato (lll) de potasio (KAuCls) en agua Milli-Q a
concentraciones 0,07 mM, 0,14 mM, 0,28 mM, 0,56 mM y 1,12 mM. En la
sintesis, los polimeros actuaron como agente reductor de los iones metalicos
(Au®*) y estabilizador de las nanoparticulas formadas. La relacién en volumen
para la mezcla de la solucién del ion metalico con la polimérica fue 1:2
respectivamente. Las sintesis de NPs-Au fueron realizadas a 95°C vy
monitoreadas mediante espectroscopia UV-Vis, utilizando como blanco las
soluciones poliméricas correspondientes como blanco de analisis. Para llevar
a cabo la sintesis, se mezclaron 1 mL de las soluciones poliméricas con 500 uL

de las soluciones de la sal metalica de oro.
IV.3.3.2 Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (NPs-Ag) fueron sintetizadas mediante
el uso de soluciones de nitrato de plata (AgNO3) de concentraciones 0,05 mM,
0,1 mM, 0,2 mM, 0,3 mM y 0,4 mM en agua milli-Q y el uso de las soluciones
poliméricas como agentes reductores de los iones de plata (Ag*) y
estabilizantes de las nanoparticulas formadas. La mezcla de la solucion
polimérica y la sal metalica fue posteriormente ajustada a pH 12,5 por adicidon
de solucion de NaOH 0,5 M. Las proporciones en volumen de cada solucion

de ion metalico/polimero/NaOH fue de 1/2/1,5 respectivamente.

Todas las sintesis de NPs-Ag estudiadas en este trabajo fueron
realizadas a 95 °C y monitoreadas mediante el uso de espectrofotometria UV-
Vis, utilizando las respectivas soluciones poliméricas como blancos de
analisis. Para llevar a cabo las sintesis, se mezclaron 600 pL de las soluciones
poliméricas con 300 uL de las soluciones de la sal metalica de plata y 450 uL
de una solucion de NaOH 0,5 M.
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IV.3.3.3 Nanoparticulas de platino

Las sintesis de nanoparticulas metalicas de platino (NPs-Pt) se
llevaron a cabo mediante el uso de soluciones de la sal tetracloroplatinato(ll)
de potasio (K2PtCls) en agua Milli-Q, a concentraciones de 0,1 mM, 0,3 mM,
0,6 mM, 1,0 mM y 1,5 mM. Estas soluciones fueron mezcladas con cada
solucion polimérica en una proporcion de volumen entre el ion metalico y los
polimeros de 1:2 respectivamente. Estas sintesis se llevaron a caboa 95 °Cy
monitoreadas mediante el uso de espectrofotometria UV-Vis. A diferencia con
las sintesis de nanoparticulas de oro y plata, en este caso se consideré6 como
blanco en la medicién por UV-Vis las respectivas mezclas de solucion
polimérica con el ion metdlico a temperatura ambiente y tiempo cero de
reaccion. Esto, se debe a la banda de absorcion presentada por la solucion de
platino que interfiere en las lecturas de los espectros UV-Vis para la sintesis
de sus nanoparticulas. Para llevar a cabo esta experiencia se mezclaron 1 mL
de las soluciones poliméricas con 500 pL de las soluciones de la sal metalica

de platino.

Cada una de estas mezclas fueron colocadas en frascos de 2 mL
que contaban con barras magnéticas para su agitacion. Cada frasco fue
sellado y colocado en un bafio de glicerina a 95 °C y agitacion constante.
Transcurrido el tiempo de reaccién la mezcla fue retirada y puesta en un bafio
de agua/hielo con la finalidad de enfriar rapidamente el sistema y detener la

reaccion.
IvV.3.4 Caracterizaciones

Las caracterizaciones  desarrolladas  comprendieron la
caracterizacién molecular de los copolimeros de injerto de quitosano y del
quitosano de partida, ademas de la caracterizacion de las nanoparticulas de

oro, plata y platino obtenidas con cada uno de los copolimeros de injerto.
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A continuacion, se describen las caracterizaciones y técnicas

utilizadas.
IV.3.4.1 Viscosidad intrinseca

Esta técnica permitio realizar la estimacion del peso molecular del
quitosano (peso molecular viscosimétrico, Mv) mediante la determinacion de
la viscosidad intrinseca ([n]) que éste presenta en una solucion acuosa de
acido acético al 5 % con una fuerza ionica 0,1 M con KCl a 25 °C. Los pesos
moleculares fueron obtenidos mediante el uso de la ecuacién de Kuhn-Mark-
Houwink-Sakurada (Ecuacién 1V-1). Para tales casos se utilizaron los valores

de K = 1,38 x 107* y a = 0,85 reportados en la literatura'?

[n] = KMy Ecuacion IV-1

donde K y a son las constantes para un sistema dado
polimero/disolvente/temperatura y M, es el peso molecular viscosimétrico

promedio.
IV.3.4.2 Grado de desacetilacion de quitosano (DDA)

El grado de desacetilacion de quitosano corresponde a una medida
de la cantidad de grupos aminos presentes en su cadena polimérica. Esta
medida puede realizarse de diversas formas, entre la que destacan la
valoracion acido-base, el analisis elemental y la resonancia magnética nuclear
de protones. A continuacion, se describe el fundamento para cada una de

estas técnicas, las que fueron utilizadas en este trabajo.
IV.3.4.2.1 Valoracion acido-base

Para la determinacion del grado de desacetilacién del quitosano se
realiza la valoracién acido-base de los grupos amino presentes. Para esto, una

cantidad conocida de quitosano se solubiliza en HCI 0,1 M. Posteriormente, la
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solucion es titulada con NaOH 0,1 M, determinando la variacién de pH con el
volumen de NaOH adicionado. Finalmente, a través de los dos puntos de
inflexién obtenidos desde la curva de titulacion (Figura V-2) se calcula el grado

de desacetilacion mediante la Ecuacion V-2

1-— 161 - Cyaon - (V2 — V1)
1000 -m
DDA =
1+ 42 - Cygon - (Vz _ V1)
1000 -m

Ecuacion IV-2

donde, CnaoH es la concentracion de la solucion de hidroxido de sodio utilizada
(mol/L), V2'y V1 corresponden a los valores de volumen adicionado de los
puntos de equivalencia (mL), m es la masa (g) de quitosano utilizado, los
valores numéricos 161 corresponde a la masa molar del quitosano y 42 a la
diferencia existente entre la masa molar de la unidad repetitiva de quitina y la

de quitosano.
IV.3.4.2.2 Analisis elemental

Mediante esta técnica se determinan las proporciones de contenido
de carbono, hidrogeno y nitrégeno en quitosano. El grado de desacetilacion

puede ser calculado mediante la Ecuacion 1V-3112

6,859974 — (%)

1,714994

donde C/N corresponde a la relacién carbdn/nitrogeno, 6,859974 es la
proporcion C/N para quitina 'y 1,714994 es la diferencia entre las proporciones

C/N de quitosano y quitina.
IV.3.4.2.3 Resonancia magnética nuclear de protones

Otra técnica para la determinacién del grado de desacetilacion del
quitosano corresponde a la resonancia magnética nuclear de protones. Segun

la norma ASTM F2260-03 y empleando las ecuaciones basadas en los
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desplazamientos quimicos e intensidades de los protones, se pueden obtener
el numero de unidades glucosidicas desacetiladas (D), el numero de unidades

glucosidicas acetiladas (A) y el grado de desacetilacion (DDA).

H .+ H ‘s
D=K, + % Ecuacion IV-4
H H .
A= %ACB Ecuacion IV-5
DDA = 100 x Ecuacion IV-6
D+ A

Donde K; es protén 1 de quitosano, H,, es el proton 1 de las
unidades de glucosamina, H;4, es el proton 1 de la unidad N-acetil-D-
glucosamina; H,; proton 2 de la unidad D-glucosamina; H,. son los protones
del grupo acetil de la unidad N-acetil-D-glucosamina. En la Figura IV-1 se
exhibe la representacion del espectro de resonancia magnética nuclear de

protones con las correspondientes senales asociadas.
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Figura IV-1 Imagen de norma ASTM F2260-03 donde se representa el

espectro RMN-'H del quitosano y las correspondientes
sefales para la determinacibn de su grado de

desacetilacion3.

IV.3.4.3 Caracterizacion espectroscopica

IV.3.4.3.1 Espectroscopia de infrarrojo

La caracterizaciéon quimica del quitosano y los copolimeros de

injerto se llevd a cabo por medio de espectroscopia de infrarrojo con

transformada de Fourier (FTIR) sobre pastillas de bromuro de potasio (KBr).

IV.3.4.3.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones

La estructura quimica de los polimeros y copolimeros se llevo a

cabo a través de resonancia magnética nuclear de protones (RMN-'H),

utilizando como solvente una mezcla de agua deuterada (D20) y acido trifluoro
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acético deuterado (CF3COOD) en una proporcion 1:2 y como referencia
DMSO.

IV.3.4.4 Solubilidad

El estudio de la solubilidad del quitosano y los copolimeros fue
realizado ensayando una serie de solventes a una concentracion de 2 mg/mL

a temperatura ambiente.
IV.3.4.5 Analisis térmicos
IV.3.4.5.1 Termogravimetria

El analisis termogravimétrico se utilizo basicamente para
determinar la temperatura de degradacion de los distintos polimeros y
copolimeros. Los perfiles de descomposicion térmica fueron obtenidos usando
un programa de calentamiento desde 25 °C hasta los 700 °C a una velocidad

de 20 °C/min, en atmdsfera de nitrogeno (N2).
IV.3.4.5.2 Calorimetria diferencial de barrido

Esta técnica fue utilizada para la determinacion de la temperatura

de transicion vitrea (Tg) del quitosano y los copolimeros sintetizados.

Las muestras fueron dispuestas en crisoles de aluminio de 40 pL y
expuestas a un programa de calentamiento y enfriamiento que consistid en
dos barridos de temperaturas desde los -50 a los 200 °C en ambiente de
nitrogeno gaseoso (N2). Los datos analizados correspondieron al segundo
barrido de calentamiento con la finalidad de eliminar la historia térmica de las

muestras.
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IV.3.4.6 Espectroscopia UV-Visible

El analisis UV-Vis se realiz6 para detectar la absorbancia de las
nanoparticulas sintetizadas y las bandas correspondientes al plasmoén de
resonancia superficial. Para ello se realizaron mediciones abarcando

longitudes de onda desde los 200 nm a los 800 nm.
IV.3.4.7 Difusién de luz dinamica

Las medidas de tamafo de particula promedio se llevaron a cabo
usando una celda de vidrio a la cual se le adicioné 1 mL de muestras en todos
los casos. Se utilizd un equipo Nicomp 370 particle size analyzer, marca
Particle Sizing Systems.

IV.3.4.8 Potencial Z

La determinacion del potencial Z, se realizé a las muestras finales
obtenidas en sintesis de nanoparticulas con cada solucion polimérica y a
distinta concentracion de las sales metalicas utilizadas. Las medidas fueron
realizadas sobre una celda de medicion de potencial Z en la que se utilizé 1 mL

de cada muestra. Se utilizé un equipo Zetasizer Nano, marca Malvern.
IV.3.4.9 Microscopia de transmision electrénica

Las mediciones de Microscopia Electronica de Transmision (TEM)
se realizaron tomando 10 yL de cada una de las muestras y depositandolas
sobre grillas de cobre cubierta con un film de carbono. El equipo utilizado fue
un Microscopio de transmision electronica, High Resolution Scanning Electron
Microscope (HR-SEM), modelo INSPECT-F50, marca FEI provisto de un
detector EDS, STEM y vCD

39



Resultados y discusion

V. RESULTADOS Y DISCUSION
V.1 OBTENCION DE QUITOSANO

El quitosano utilizado en esta tesis fue sintetizado mediante
saponificacion de quitina, la que fue obtenida desde caparazones y harina de
crustaceos de origen nacional. Este proceso contemplé etapas de tamizado,
que permitieron separar por granulometria las particulas de quitina que
posteriormente fueron sometidas al proceso de desacetilacion y obtencién de
quitosano. En la Figura V-1 se muestra un esquema de separacion de quitina

para su posterior uso en la obtencion de quitosano.

. Tammdo . Prodos

—  90pm<Q@<150 pm — — Q01
— 150pm<Q@<300pm — T — Q02
Quitina ~ — 3
— 300ym<Q@<500ym — 3 — Q03 Q04 Q05
(=)
—> Q> 500 pm — — Q06 Q07 Q08
Figura V-1 Tamizacion de quitina y obtencion de quitosano.

El proceso de obtencion de quitosano dio como resultado productos
con rendimientos entre el 70-75 %, correspondiente a la masa de quitosano

recuperado en base a quitina utilizada.
V.2 DETERMINACION PESO MOLECULAR DE QUITOSANO

Una de las metodologias ampliamente utilizada para obtener el
peso molecular de quitosano, se basa en la determinacion de las viscosidades
intrinseca [n]a y [n]e mediante las ecuaciones de Huggins y de Kraemer
respectivamente. Posteriormente, se estima el peso molecular My y M{’, para

cada muestra a partir de la ecuacion de Kuhn-Mark-Houwink-Sakurada
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utilizando las viscosidades intrinsecas determinadas. En la Tabla V-1 se
presentan los resultados de viscosidades intrinsecas y pesos moleculares

obtenidos para las distintas muestras de quitosano.

Tabla V-1 Viscosidad intrinseca y pesos moleculares para los distintos

tipos de quitosano.

[nla My [nls My
Muestra mL/g g/mol mL/g g/mol
Q01 0,07 1.440 0,07 1.480
Q02 0,79 26.400 0,83 28.000
Q03 1,14 41.000 1,17 42.000
Qo4 ND ND ND ND
Q05 ND ND ND ND
Q06 2,29 92.000 2,26 91.000
Qo7 ND ND ND ND
Qo8 ND ND ND ND
Q09 (Quitoquimica) 4,50 204.000 4,50 204.000
Q10 (Sigma-Aldrich) 6,79 331.000 6,43 312.000

En la Tabla V-1 se incluyen las muestras de quitosano producidos
en el laboratorio (Q01 - Q08) mediante el proceso de desacetilacion de la
quitina y los disponibles en el comercio, Q09 y Q10 de Quitoquimica y Sigma-
Aldrich respectivamente. A partir de los resultados, se observa que las
muestras comerciales presentan un mayor tamafio molecular respecto a las
obtenidas en el laboratorio. Esta diferencia, puede atribuirse a multiples
factores, entre los que se encuentran: la procedencia de la materia prima, tipo
de crustaceo y proceso utilizado para la obtencién de la quitina, pureza,
tamafo de particulas sometidas al proceso desacetilacion, distribucion
granulométrica de dichas particulas, concentracion de reactivos, temperaturas

y tiempos del proceso de desacetilacion, entre otras.

Analizando las muestras obtenidas en el laboratorio, se aprecia que
Q01 presenta un menor tamafio molecular. Esto, puede estar asociado al
tamafo de particulas de quitina utilizadas en el proceso de desacetilacion las
que para este caso se encuentran entre los 90 um y 150 um. Estas particulas

al ser de menor tamano, pueden implicar una mayor degradacion de la materia
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prima o que la quitina haya sufrido un proceso de hidrolisis acida de los enlaces
glucosidicos en la etapa de desmineralizacién con HCL."* Por otro lado, al
tratarse de particulas mas pequefias con una mayor area superficial y un
menor impedimento estérico frente a los grupos reactivos, el proceso de
desacetilacion puede tener asociada una depolimerizacién debido a la accion
de la base.!15.116

Las muestras Q01, Q02, Q03-Q05 y Q06-Q08 corresponden a las
particulas de quitina obtenidas en tamices entre 90 ym-150 ym, 150 uym-
300 ym, 300 um-500 um y mayor a 500 ym respectivamente. Las variaciones
de los pesos moleculares obtenidos podrian estar relacionadas con las
distribuciones de las particulas de quitina, que al ser sometidas al proceso de
desacetilacidon podrian presentar una depolimerizacion, siendo afectadas en
mayor medida aquellas particulas de menor tamano, las cuales presentarian
una mayor area superficial de contacto entre la quitina y los hidréxidos. Se
observd para el proceso de desacetilacion desarrollado en esta tesis que, a
menor tamafo granulométrico de las particulas de quitina, el quitosano

obtenido presentaba un menor peso molecular.
V.3 GRADO DE DESACETILACION DE QUITOSANO

Las metodologias utilizadas para la determinacion del grado de
desacetilacion de quitosano consistieron en valoracién acido-base, analisis
elemental y resonancia magnética nuclear de protones. Los resultados de

cada uno de estos analisis son expuestos a continuacion.
V.3.1 Valoracion acido-base

Una de las caracteristicas principales del quitosano es su capacidad
de ser disuelto en soluciones acuosas acidas. Esto, debido a la presencia de
grupos amino, que al protonarse le confieren al quitosano la capacidad de ser
disuelto en medios acuosos. En condiciones normales, el quitosano es

insoluble en un amplio espectro de solventes.
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Asi, en medio acido la determinacion de la cantidad de grupos
aminos que contiene una muestra de quitosano puede obtenerse mediante
una valoracién acido-base. La variacion del pH de una solucién acida con
quitosano disuelto presenta dos etapas de incremento de pH cuando es

valorada con NaOH, como se muestra en la Figura V-2.

En la Figura V-2 a), se observan 2 puntos que dividen en 3 tramos
la curva de valoracion. El primer tramo, se considera desde el inicio de la
valoracion hasta el primer punto de inflexién. Este, corresponde a los protones
(H*) del acido que se encuentran libres en la solucién. El segundo tramo, que
se genera entre el primer y segundo punto de inflexién, corresponde a la
neutralizacion del protéon presente en el grupo amino (NHs*). En este, se
produce la precipitacion del quitosano debido a la neutralizacion de dichos
grupos. El ultimo tramo, que va desde el segundo punto de inflexion al final de
la valoracion, corresponde al exceso de hidroxido agregado, quedando
disuelto en la mezcla. En esta ultima condicion, la totalidad del quitosano se

encuentra precipitado debido a su neutralizacion.
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1st derivative of "pH" vV,
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/
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Figura V-2 a) Curva de valoracion acido-base de quitosano, b) primera

derivada, c) segunda derivada.

Por lo tanto, el grado de desacetilacion del quitosano es calculado,
a través de los dos puntos de inflexion obtenidos desde la curva de valoracion
mediante la Ecuacién IV-2. Los puntos de inflexidn pueden ser estimados del
maximo valor generado de la primera derivada de la curva de valoracion o
cuando el valor de la segunda derivada se hace cero, como se muestra en la

FiguraV-2ayb.

Los valores de grado de desacetilacion asi obtenidos para las

distintas muestras de quitosano son presentados en la Tabla V-2.
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Tabla V-2 Valores de grado de desacetilacién de quitosano estimados

mediante valoracion acido-base.

Grado de desacetilacion

Muestra %
Q01 73,7
Q02 89,9
Q03 ND
Q04 85,2
Q05 ND
Q06 84,3
Qo7 ND
Q08 84,7
Q09 (Quitoquimica) 79,3
Q10 (Sigma-Aldrich) 75,3
V.3.2 Analisis elemental

Otra metodologia para la determinacion del grado de desacetilacion
del quitosano es mediante el uso de analisis elemental. Esta técnica, permite
establecer la relacion del contenido de carbono y nitrégeno existente entre las
unidades monomeéricas del quitosano (D-glucosamina) y la de la quitina (N-
acetil-D-glucosamina) y determinar el grado de desacetilacion mediante el uso
de la Ecuacion IV-3. Los resultados obtenidos a través de este método se

resumen en la Tabla V-3.
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Tabla V-3 Valores de grado de desacetilacion de quitosano estimados

mediante analisis elemental.

Grado de desacetilacion

Muestra %
Q01 ND
Q02 100,0
Q03 77,4
Q04 97,6
Q05 100,0
Q06 ND
Qo7 82,0
Q08 78,8
Q09 (Quitoquimica) 75,0
Q10 (Sigma-Aldrich) 63,0

V.3.3 Resonancia magnética nuclear de protones

También se determind el grado de desacetilacion de quitosano
mediante la Resonancia Magnética Nuclear de Protones (RMN-"H) con el uso
de la Ecuacion IV-4 a la Ecuacion IV-6. Los resultados obtenidos son
presentados en la Tabla V-4.

Tabla V-4 Valores de grado de desacetilacion de quitosano estimados

mediante analisis de RMN-"H.

Grado de desacetilacion

Muestra %
Q01 97,2
Q02 96,9
Q03 90,8
Q04 98,7
Q05 98,4
Qo6 90,9
Qo7 79,8
Qo8 91,8
Q09 (Quitoquimica) 91,8
Q10 (Sigma-Aldrich) 77,3
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V.3.4 Analisis grado de desacetilacion de quitosano

En la Tabla V-5, se presenta un resumen de los grados de

desacetilacion del quitosano obtenidos con las distintas metodologias

utilizadas.
Tabla V-5 Resumen de valores de grado de desacetilacién de quitosano
determinados por las distintas metodologias.
Porcentaje de desacetilacion
Valoracion Analisis .
Muestra acido-base elemental RM‘;I -'H
% % °
Q01 73,7 ND 97,2
Q02 90,1 100,0 96,9
Q03 ND 77,4 90,8
Q04 85,0 97,6 98,7
Q05 ND 100,0 98,4
Q06 84,4 ND 90,9
Q07 ND 82,0 79,8
Q08 84,9 78,8 91,8
Q09 (*) ND 75,0 91,8
Q10 (**) 75,3 63,0 77,3

(*) Muestra comercial quitoquimica; (**) muestra comercial Sigma-Aldrich; ND:
No determinado.

De las distintas técnicas utilizadas en la determinacién del grado de
desacetilacion de quitosano, se observa, que para una misma muestra existen
diferencias en los valores obtenidos, lo cual, puede estar relacionado con las

limitaciones inherentes de cada técnica.

De los resultados resumidos en la Tabla V-5, se aprecia que las
muestras de quitosano comercial son las que presentan los valores de
desacetilacion mas bajos, lo que, indica la presencia de una cadena polimérica

de menor cantidad de unidades monomeéricas de D-glucosamina.

La relacién de los pesos moleculares del quitosano, (Tabla V-1) en

conjunto con su grado de desacetilacion, permite establecer, que existe una
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tendencia en que a mayor masa molecular se obtiene un menor grado de
desacetilacion. Esto, puede explicarse considerando que el proceso de
desacetilacion puede ser favorecido a tamafios moleculares de quitina mas
pequefios debido a menores impedimentos estéricos de los grupos funcionales
frente a la accion de los reactivos, como también a la vez a una simultanea

depolimerizacion.

En base a los resultados obtenidos, para los diversos ensayos
realizados en la obtencion de quitosano, el desarrollo de la siguiente etapa de
esta tesis se basé en el uso de quitosano Q02. Su seleccidn considerd su bajo
peso molecular, que permitiria una mejor insercion de la macromolécula de
MPEG y los mondmeros de ¢-CL y VP con su posterior crecimiento. Esto,
debido a un menor impedimento estérico, con una mayor area superficial y
exposicion de los grupos reactivos a diferencia de lo que se puede lograr a

mayores pesos moleculares.
V.4 SINTESIS DE COPOLIMEROS DE INJERTO

La determinacién de los porcentajes de insercion de las cadenas

laterales de PCL, PVP y MPEG fue realizada mediante la siguiente ecuacion

066 =29 M 100
M;

Donde %G, M; y M, corresponden al porcentaje de insercion de
cadena lateral, la masa inicial de quitosano y el producto de copolimerizacion
respectivamente. Este ultimo valor fue obtenido posterior a su proceso de
purificacion y secado. Los resultados de porcentajes de insercion para las

distintas sintesis son presentados en la Tabla V-6.
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Tabla V-6 Porcentajes de insercion de cadena lateral en la obtencion de

los distintos tipos de copolimeros de injerto.

, Insercién
Copolimero o,
Q-g-PCL 25
Q-g-PVP 630
Q-g-MPEG 12

De los resultados, se aprecia claramente que la copolimerizacion
tubo diversos grados de insercidn de cadenas laterales, segun el siguiente
orden decreciente de injerto PCL>PVP>MPEG,

La diferencia presentada para los grados de insercion entre los
distintos tipos de copolimeros, podrian estar relacionados con la reactividad

de los mondmeros utilizados y el tamafno de la molécula a injertar.

Para el caso de la insercion de cadenas laterales de MPEG, se
aprecia que su bajo grado de adicion puede asociarse al tamafio de esta
molécula, que al tratarse de una macromolécula con un sélo extremo reactivo
capaz de unirse a la cadena de quitosano, presenta un mayor impedimento
estérico y disminucion de la probabilidad de encuentro entre su extremo
reactivo y el o los grupos reactivos del quitosano, lo que otorgaria una baja
insercion de MPEG en quitosano.

Para el caso de los monémeros de ¢-CL y VP, su menor tamafo
permite una mayor movilidad de estas moléculas, aumentando la probabilidad
de encuentro entre los grupos reactivos del quitosano y los monémeros, para
la adicion de estos en la cadena de quitosano y su posterior crecimiento. La
diferencia en el grado de insercion para estos mondmeros puede estar
asociado a la reactividad de cada uno de ello, sus mecanismos de
polimerizacién y la presencia de reacciones paralelas. La insercién de la
cadena polimérica de PCL conlleva a una adicion de un primer monoémero a la
cadena de quitosano, que mediante un par electrénico disponible en los grupos
amino e hidroxilos, permitirian la apertura del anillo de ¢-CL que

posteriormente, formaria otro par electronico disponible para su posterior
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reaccidon con una nueva molécula de mondmero, lo que conlleva a su
crecimiento. A diferencia de esta, la adicién de PVP a la cadena de quitosano
se lleva a cabo mediante reacciones radicalarias las cuales conllevan
reacciones paralelas de polimerizacién de homopolimeros de PVP, los cuales

disminuirian el grado de insercion de cadenas de PVP al quitosano.

En resumen, debido a un menor impedimento estérico y una
reaccion mas especifica, la insercién de PCL a la cadena de quitosano resulto

con un mayor porcentaje de insercion.

V.5 CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

V.5.1 Espectroscopia de infrarrojo

Mediante la técnica espectroscopia de infrarrojo con transformada
de Fourier (FTIR), se realizé una primera aproximacién para estudiar los
cambios estructurales sufridos por la quitina y su conversién en quitosano. Los
espectros FTIR de los productos obtenidos en el laboratorio y los comerciales

se muestran en Figura V-3.
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Figura V-3 Espectros FTIR para muestras de quitina y quitosano

comercial y las obtenidas en el laboratorio.

Una de las observaciones caracteristicas de la transformacion de
quitina a quitosano por FTIR es la disminucion de la banda cercana a
1.600 cm~" correspondiente al estiramiento de los enlaces C=0 de los grupos
acetilo presentes en la unidad N-acetil-D-glucosamina de la quitina. Por otro
lado, existe una disminucion en la intensidad de los picos correspondientes a

los carbonos sp® y sp? que estarian relacionados con el mismo grupo acetilo.

Para el caso de los copolimeros de injerto obtenidos, los espectros
FTIR son presentados en la Figura V-4. A partir de estos espectros, se pueden
establecer claras diferencias en las bandas de cada copolimero. Para el caso
de la insercién de cadenas laterales de poli(e-caprolactona) se aprecia un gran
aumento en la intensidad de las bandas correspondientes al estiramiento C-H
de los carbonos sp?y sp? (2.860 — 2.940 cm'). Ademas, se observa una banda

en 1.720 cm™ que puede estar relacionada con el grupo carbonilo de la poli(e-
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caprolactona). Por otro lado, en la insercion de poli(N-vinil-2-pirrolidona), en
comparacion con quitosano, se aprecian nuevas bandas en 1.665cm™,
correspondiente a los grupos carbonilos, junto a las sefiales 2.900 cm™' de los
carbonos sp® atribuibles a poli(N-vinil-2-pirrolidona). Para el caso de la
insercion de poli(etilenglicol)metiléter no se logra apreciar mayores cambios
en las sefales, esto puede deberse a un bajo grado de insercion en la cadena
de quitosano.
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Q-PVP
— Q-MPEG
oO+———7T——"7T 7 T T
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Numero de onda (cm™)
Figura V-4 Espectroscopia FTIR para quitosano y los copolimeros de

injerto obtenidos.
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V.5.2 Resonancia magnética nuclear de protones

Los espectros obtenidos por analisis de resonancia magnética
nuclear de protones para quitosano y sus copolimeros son presentados en la
Figura V-5, donde se muestra la asignacion de sefales para quitosano y los
copolimeros sintetizados. De los analisis de RMN-'H, se pueden observar
claramente, las diferencias presentadas entre los copolimeros, permitiendo

confirmar las estructuras propuestas.
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Figura V-5 Espectros de RMN-'H para quitosano y los correspondientes

copolimeros de injerto.
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De la Figura V-5 se pueden obtener los desplazamientos de la
mayoria de los atomos de hidrogeno presentes en el quitosano y sus
copolimeros de injerto. A continuacién, se enuncian las relaciones de dichos
desplazamientos. Quitosano presenta los desplazamientos 4,7 ppm (1);
3,8 ppm (3) y (6); 3,6 ppm (4) y (5); 3,1 ppm (2); 1,9 ppm (7). En el caso del
analisis para el copolimero de injerto Q-g-PCL se presenta los
desplazamientos 4,7 ppm (1); 4,2 (e); 3,9 ppm (3) y (6); 3,5 ppm (4) y (5);
3,0 ppm (2); 2,2 ppm (a); 1,9 ppm (7); 1,3 ppm (b) y (d) 1,2 (c). Para el
copolimero de injerto Q-g-PVP se tiene los desplazamientos 4,7 ppm (1);
3,8 ppm (3) y (6); 3,5 ppm (4) y (5); 3,3 ppm (9); 3,1 ppm (2); 2,4 ppm (h) y (j)
2,1 ppm (i); 2,0 ppm (f). Para el copolimero Q-g-MPEG se presentan los
desplazamientos a 4,8 ppm (1); 3,8 ppm (3) y (6); 3,6 ppm (4) y (5); 3,5 ppm
(9)y (@); 3,0 ppm (2); 1,9 ppm (7).

V.6 SOLUBILIDAD

Las pruebas de solubilidad a las que fueron sometidas quitosano y
los copolimeros de injerto se realizaron con 2,0 mg de muestra en 1 mL de
disolvente a temperatura ambiente. En la Tabla V-7, se presentan los

resultados de los ensayos para quitosano y sus copolimeros.

Tabla V-7 Solubilidades para quitosano y los productos de las diversas
sintesis.
o
S £
S © -
Sc c o o
S SES uO) 5 § e
o o = = £ ] o
< <o 0o o o = o
Parametro de solubilidad ., o 701 1171 1308 1055 1264 924
(cal/cm?)%
Quitosano I S I I I I I
Q-PVP S S | | | | |
Q-PCL S S | | | | |
Q-MPEG S S | | | | |
MPEGI | S S S S S S

S: soluble, I: insoluble.
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De la Tabla V-7 se observa la solubilidad de los copolimeros de
injerto en agua, lo que permitiria trabajar con estos compuestos en soluciones
acuosas o levemente acidas. Este resultado permite ampliar las alternativas

de trabajo y las posibles aplicaciones de estos tipos de compuestos.

V.7 ANALISIS TERMICO

V.71 Analisis termogravimétrico

Los perfiles de degradacion térmica tanto para quitina como para
quitosano comercial y los preparados en el laboratorio son presentados en la
Figura V-6. En estos perfiles se observa que la temperatura de degradacién
de quitosano comercial y obtenido en el laboratorio no presentan grandes
variaciones en su degradacion, a diferencia de quitina. En general, la quitina

presenta mayor estabilidad térmica que el quitosano.

100 5 77—l L
E - Quitina Fluka ]
90 E - Quitina Laboratorio
80 3 - Quitosano Aldrich
E - Quitosano Laboratorio
70 - E
< 60 E
@ 50 E
5 E . E
2 40*E "‘"--*-——-_..__,_,____‘_H Hi
30 -
204 T T T T E
10+ 3
0 1
—— DTGA - Quitina Fluka
- — DTGA - Quitina Laboratorio
----- DTGA - Quitosano Aldrich
4 — — DTGA - Quitosano Laboratorio |
o
= _
2
=
o©
Temperatura (°C)
Figura V-6 Perfiles de descomposicion térmica para la quitina y el

quitosano comercial, ademas de la quitina y quitosano

obtenidos en el laboratorio.
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En los perfiles de degradacion de la Figura V-6, se observa que la
quitina obtenida en el laboratorio, respecto a la comercial, presenta una mayor
estabilidad térmica con una diferencia cercana a los 78 °C considerando su
temperatura de inicio de composicién, mientras que la temperatura de pérdida
del 50% de la masa presenta una diferencia cercana a 43 °C. Estas diferencias
pueden estar relacionadas a la procedencia de la quitina, las diferentes
metodologias de purificacion, grado de desacetilacion, ordenamiento de las

moléculas y los tamafos de las particulas de quitina, entre otras.

Para el caso del quitosano, se observa que los perfiles de
degradacion entre la muestra comercial y el obtenido en el laboratorio
presentan diferencias minimas en cuanto a estabilidad térmica, siendo

levemente superior para quitosano obtenido en este trabajo de tesis.

Los perfiles de degradacion térmica de quitosano y sus copolimeros
de injerto son presentados en la Figura V-7 (a). En estos casos se detectan
cambios en los perfiles de degradacién de los copolimeros en comparaciéon a
quitosano. Para el caso de los copolimeros se observan la presencia de dos
etapas de degradacion, las que pueden estar relacionadas con la estructura
principal de quitosano y la cadena polimérica injertada, en el caso de cada

copolimero.

En la Figura V-7 (b) se muestran los perfiles de degradacién de los
homopolimeros PCL, PVP y MPEG como referencia. Se observan perfiles de
degradaciones similares para cada uno de estos homopolimeros,
evidenciando leves diferencias en la estabilidad térmica existente entre ellas.
Cabe sefalar que la estabilidad térmica de cada uno de estos homopolimeros
resultd ser mayor a quitosano ademas de ser superiores a las correspondiente

a quitosano.

57



Resultados y discusion

Masa (%)

dM/dT (1/°C)

b)

T — T T T T T T T T T T
100 200 300 400
Temperatura (°C)

T T ™1
500 600 700

100
= ——TGA - PCL
90 - - TGA-PVP
80 - -TGA - MPEG 2k
70
S 60
I 50
2 4
30
20
10
0 i
——DTGA - PCL
- - DTGA-PVP
- -DTGA - MPEG 2k
o
g
2
=
©
600 700
Temperatura (°C)
Figura V-7 Perfiles de degradacion térmica para a) quitosano y sus

copolimeros de injerto y b) homopolimeros de PCL, PVP y

MPEG.
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En la Tabla V-8 se resumen los valores para las temperaturas de
inicio de descomposicién (Tip), la temperatura de pérdida del 50 % de la masa
(Tso), la temperatura de maxima velocidad de degradacion (Twmax), compuestos
volatiles presentes y la cantidad de materia residual obtenida para cada
muestra obtenidas del analisis de los perfiles de degradacion. Esta ultima,

corresponderia a la presencia de material carbonizado y material inorganico

presente.

Tabla V-8 Temperaturas de degradacion de quitosano, los
homopolimeros 'y los correspondientes copolimeros
sintetizados.

To Tso Tmax Solventes  Residuos

°C °C °C % %
Quitina Fluka 248,42 361,40 361,40 1,66 29,92
Quitina Laboratorio 326,82 404,93 408,24 5,22 22,00
Quitosano Aldrich 284,22 363,36 316,98 10,12 35,83
Q 287,96 411,30 320,73 0,00 39,81
Q-PCL 212,87 341,06 2%’22{ 6,88 5,37
PCL 377,06 423,55 423,55 0,24 0,00
Q-PVP 229,26 428,03 222’05’36 14,26 25,97
PVP 290,64 423,41 429,67 13,33 3,06
Q-MPEG 256,85 375,43 314,87 4,06 37,00
MPEG 2k 364,92 414,01 413,04 0,02 1,82

Del analisis de resultados, se observa para la quitina comercial y la
obtenida en el laboratorio, diferencias que sefalan una mayor estabilidad
térmica para esta ultima, por lo que ésta fue utilizada en la obtencion de
quitosano. Para el caso de quitosano comercial y obtenido desde quitina, los
valores de inicio de degradacién son muy cercanos. Para el caso del
copolimero de quitosano-graft-poli(e-caprolactona), éste presenta dos etapas

de degradacién las que corresponden a las cadenas de quitosano y el injerto
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de poli(e-caprolactona), obteniéndose ademas una menor Tip que quitosano y
el homopolimero PCL. El copolimero de quitosano-graft-poli(N-vinil-2-
pirrolidona) al igual que para el copolimero anterior, presenta dos etapas de
degradacion. Se observa una disminucién de la temperatura de inicio de
descomposicién respecto a sus homopolimeros. Por ultimo, para el caso del
copolimero quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter, éste presenta una unica

etapa de degradacién con una menor Tip y Tmax que su homopolimero.
V.7.2 Calorimetria diferencial de barrido

Los resultados obtenidos por calorimetria diferencial de barrido para
quitosano y los copolimeros de injerto se pueden observar en los termogramas

mostrados en la Figura V-8.

—— DSC - Quitosano

—— DSC - Q-PCL
DSC - Q-PVP

—— DSC - Q-MPEG

Flujo de calor (mW)

-50 0 50 100 150 200
Temperatura (°C)

Figura V-8 Perfiles DSC de quitosano y sus respectivos copolimeros de

injerto.
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En la Tabla V-9 se presentan las temperaturas de transicion vitrea
(Tg) para quitosano y sus copolimeros, obtenidos a partir de los termogramas
de la Figura V-8.

Tabla V-9 Temperaturas de transicion vitrea para los distinto

copolimeros de injerto de quitosano.

Muestra Tg, °C
Quitosano 75,30
Q-PCL 75,97
Q-PVP 76,37
Q-MPEG 72,64
PCL -60,00
PVP 62,00
MPEG 2k -22,00

Los resultados de la temperatura de transicion vitrea expuestos
indican que los copolimeros de injerto presentan esta transicion a valores de
temperatura cercanos a los de quitosano sin modificar, por lo que
mayoritariamente el reordenamiento de los copolimeros esta influenciado por

la cadena de quitosano.

V.8 SINTESIS DE NANOPARTICULAS METALICAS USANDO
QUITOSANO Y SUS COPOLIMEROS DE INJERTO COMO
AGENTES REDUCTORES Y ESTABILIZANTES

Una interesante aplicacion que se exploré para quitosano y sus
copolimeros de injerto obtenidos en este trabajo, fue su uso en la sintesis de
nanoparticulas metalicas. Esta aplicacion se basa en la existencia de estudios
que reportan la utilizacion de los homopolimeros poli(e-caprolactona), poli(N-
vinil-2-pirrolidona)'®, poli(etilenglicol)metiléter®® y quitosano®® en la sintesis y

estabilizacién de nanoparticulas metalicas.

La sintesis de nanoparticulas metalicas se realizé a partir de
soluciones poliméricas de quitosano y los copolimeros de injerto y de sales de

oro (KAuCls), plata (AgNQO3) y platino (K2PtCls4). En dichas sintesis, se buscdé
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que el polimero actuara como agente reductor de los iones metalicos y como

agente estabilizante de las nanoparticulas formadas.

En general, la formacién de las nanoparticulas fue monitoreada
mediante espectroscopia UV-Vis. La determinacién de tamafos promedios de
las nanoparticulas obtenidas se realiz6 mediante difusion de luz dinamica
(DLS), mientras que la estabilidad fue establecida con mediciones de Potencial
Z. Finalmente, la forma y tamafo de las nanoparticulas metalicas fueron

determinadas mediante microscopia de transmision electronica (TEM).

V.8.1 Sintesis de nanoparticulas de oro usando quitosano y los

copolimeros de injerto obtenidos

Para la sintesis de nanoparticulas de oro (NPs-Au) se utilizaron 5
soluciones de concentraciones de iones de oro (Au®*) variables obtenidas
mediante la solubilizacion de la sal de tetracloroaurato de potasio (KAuCls) en
agua Milli-Q. Las concentraciones fueron 0,07 mM, 0,14 mM, 0,28 mM,

0,56 mMy 1,12 mM del ion metalico con respecto a Au3*.

El quitosano y los copolimeros quitosano-graft-poli(e-caprolactona),
quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona) y quitosano-graft-
poli(etilenglicol)metiléter, fueron utilizados en solucion de acido acético al 2%

a una concentracion de 0,5 g/L. Las sintesis fueron llevadas a cabo a 95 °C.
V.8.1.1 Caracterizacion por espectroscopia UV-Vis de NPs-Au

A continuacion, se presentan los resultados de la caracterizacion
mediante espectroscopia UV-Vis de las NPs-Au con el uso de cada polimero

como agente reductor y estabilizante.

Como es conocido, las nanoparticulas de oro en agua, presentan
una tonalidad rojiza que dependen de las caracteristicas de las nanoparticulas
formada, dicha tonalidad es debida al plasmén de resonancia que se presenta

en valores de longitud de onda cercanos a los 510-580 nm 8-90,117,118
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V.8.1.1.1 Sintesis de NPs-Au con quitosano

La sintesis de nanoparticulas de oro con el uso de quitosano como
agente reductor de los iones metalicos y estabilizante de las nanoparticulas
formadas, dio como resultado las soluciones mostradas en la Figura V-9, en la
que se aprecia la tonalidad caracteristica para este tipo de nanoparticulas.

Q Q

Au*3 Au+3 Aut?
0,07 mM 0,14 mM 0,28 mM

e e

Figura V-9 Soluciones producto de la sintesis de NPs-Au con el uso de
quitosano como agente reductor y estabilizante a distinta

concentracion de Au3*.

Los resultados del monitoreo por UV-Vis de la sintesis NPs-Au
usando quitosano en un medio de reaccion a 95 °C, son presentados en la
Figura V-10. Para estudiar las absorbancias correspondientes a las
nanoparticulas, se utiliz6 como blanco la solucién de quitosano. En la Figura
V-10, se puede apreciar una unica banda de absorcién, bien definida y un
maximo entre los 520 y 550 nm para las distintas concentraciones del ion Au3*.
Estas bandas indican la formacion de nanoparticulas metalicas de oro, y se
deben al fendmeno de plasmon de resonancia superficial caracteristico. En
general, se puede observar que a medida que aumenta la concentracion del
ion Au®*, existe un incremento en la absorbancia mencionada, lo cual, esta
vinculado a la generacion de una mayor cantidad de nanoparticulas. Para el
caso puntual observado en la Figura V-10 e) adicionalmente, se aprecia la
aparicion de un hombro, el que puede estar relacionado con la formacién de

agregados de nanoparticulas.
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Figura V-10

Espectros UV-Vis para la formacion de NPs-Au con quitosano
respecto al tiempo de reaccion a 95 °C a las concentraciones
de KAuCls de a)0,07mM, b)0,14 mM, c) 0,28 mM,
d) 0,56 mM, e) 1,12 mM y f) evolucién de la absorbancia

maxima en el tiempo a distintas concentraciones de quitosano.

Adicionalmente, en la Figura V-10 f), se presentan las maximas

absorbancias alcanzadas en funcién del tiempo de reaccion, para las distintas

concentraciones de Au®* a 95 °C. Esto, permite establecer claramente, que la

mayor cantidad de nanoparticulas y menor tiempo de generacion se produce

a una concentracion de Au®* de 1,12 mM, con un tiempo de reaccién cercano

alos 45 min. Por otro lado, se puede apreciar que al disminuir la concentracion

del ion Au®*, la zona en la que la absorbancia alcanza un valor relativamente

constante se ve desplaza a mayores tiempos de reaccion. Este efecto se

deberia a la menor concentracion de iones metalicos en solucién, lo que
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conlleva a la menor cantidad de formacion de nucleos, afectando la etapa de

crecimiento.

Un aspecto interesante de evaluar es el cambio en la longitud de
onda de absorcion maxima que experimentan las mezclas de reaccion en el

tiempo (Figura V-11).

Se observa que la longitud de onda del maximo de absorcion
permanece relativamente constante, lo que indicaria que el tamafo o forma de

las nanoparticulas no experimenta grandes cambios.

600 —m— 0,07 mM
0,14 mM
—4A-—0,28mM
—w— 0,56 mM
580 ——1,12mM
B
=
& 560
c
o
(b}
©
°
= 540 4
2 ] L]
9 ] ] -
\\‘7777777 — e ,,,,,'
520 ¥ hd
500 T T T T T T T T T T T T T
0 30 45 60 75 90
tiempo (min)

Figura V-11  Resultados de las sintesis de NPs-Au con quitosano variacion
de la longitud de onda para los maximos de absorcion a

distintos tiempos de reaccion.
V.8.1.1.2 Sintesis de NPs-Au con quitosano-g-poli(e-caprolactona)

La sintesis de nanoparticulas de oro con el uso del copolimero de
quitosano-g-(e-caprolactona) como reductor de los iones metalicos vy

estabilizante de las nanoparticulas formadas, dio como resultado soluciones
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como las mostradas en la Figura V-12, con una coloracion caracteristica para

las NPs-Au para las distintas concentraciones del ion Au3*.

Q-PCL Q-PCL Q-PCL Q-PCL Q-PCL
Aubl Auol Aubl Au" A“O)
0,07 mM 0,14 mM 9,28 mM 0,56 mM 1,12 mM

=y : L =
i = B k{ #
— - n l
Figura V-12  Soluciones producto de la sintesis de NPs-Au con el uso del
copolimero quitosano-g-poli(e-caprolactona) como agente

reductor y estabilizante para distintas concentraciones de

Audt.

A diferencia de la sintesis de NPs-Au con quitosano, las obtenidas
con el copolimero Q-PCL son mas rojizas e intensas, siendo incluso
apreciables en las soluciones mas diluidas. El seguimiento de la sintesis de
estas nanoparticulas por espectroscopia UV-Vis es presentado en la Figura
V-13. Al igual que para el caso de la sintesis de NPs-Au con quitosano, se
aprecia que a medida que transcurre la reaccion, se intensifica una banda de
absorciéon con un maximo entre los 520 y 540 nm, con la diferencia de que se
obtienen bandas mas definidas, de menor amplitud y mayores absorbancias

en menores tiempos de reaccion.

En este caso, la solucion mas concentrada correspondiente a
1,12 mM de Au®*, mantiene la tendencia de formar la mayor cantidad de
nanoparticulas, aun cuando para el copolimero Q-PCL la intensidad es

superior a la obtenida con el quitosano.
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Figura V-13

Espectros UV-Vis para la sintesis de NPs-Au con quitosano-g-

poli(e-caprolactona) en funcion del tiempo de reaccion a 95 °C

a las concentraciones de sal de KAuCls de a) 0,07 mM,
b) 0,14 mM,

evolucion de las absorbancias maximas con el tiempo.

c) 0,28 mM, d) 0,56 mM,

e)1,12mM vy f)

Para el caso los maximos de absorbancia, éstas se mantienen con

una mayor estabilidad (menor variacion) con respecto a la observadas

anteriormente con el quitosano, lo cual, a priori permite indicar que no hay una

gran variacién en el tamafo de las nanoparticulas formadas (Figura V-14).
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FiguraV-14  Evolucién de la longitud de onda para los maximos de

absorcion a distintos tiempos de reaccion.
V.8.1.1.3 Sintesis de NPs-Au con quitosano-g-poli(N-vinil-2-pirrolidona)

La sintesis de nanoparticulas de oro con el uso del copolimero de
quitosano-g-(N-vinil-2-pirrolidona) como reductor de los iones metalicos y
estabilizante de las nanoparticulas formadas, dan como resultados soluciones
como las mostradas en la Figura V-15, donde se observa la coloracion

caracteristica de la formacion de nanoparticulas de oro.

Para las sintesis realizadas con el copolimero Q-PVP, se obtienen
soluciones de distinta tonalidad. A diferencia con la sintesis con Q-PCL,
visualmente, la sintesis con Q-PVP presenta una menor tonalidad, para
concentraciones inferiores a 0,56 mM de Au®*, pero para el caso de la mas
concentrada, se torna de un color violeta. Esto puede ser causa de algun

cambio en la morfologia de las nanoparticulas y debido a una agregacion de
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estas. En efecto, para este ultimo caso, se observa la formacion de un

precipitado con coloracién indicando que contiene nanoparticulas.

Q-PVP Q-PVP Q-PVP Q-PVP
Au+) Au0! Au#! Aubl
0,07 mM 0,14 mM 0,28 mM 0,56 mM
i | 4 i £

S — S S

Figura V-15  Soluciones producto de la sintesis de NPs-Au con el uso de
quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona) como agente

reductor y estabilizante a distintas concentraciones de Au®*.

El seguimiento por UV-Vis de la sintesis de nanoparticulas
formadas con el uso del copolimero de quitosano-graft-(N-vinil-2-pirrolidona),
es presentado en la Figura V-16. En este caso se observa la existencia de
bandas de absorcién cercanas a los 520-540 nm, que al igual que los casos
anteriores, corresponden a la absorcién del plasmon de resonancia de las
nanoparticulas de oro. En general, las soluciones presentan una unica banda
bien definida la que aumenta en absorbancia hasta alcanzar un valor
constante, excepto a la concentracion de Au®* de 1,12 mM (Figura V-16 e). En
este caso se observa que al alcanzar una alta concentracion de Au®* en el
medio, se produce un decrecimiento en la absorcién. Esta disminucion, esta
relacionada con un cambio en la tonalidad, reflejada en una menor
absorbancia, que puede tener correspondencia con la pérdida de
nanoparticulas debido a su aglomeracion o que el polimero junto a las
nanoparticulas formadas decante o precipite, quedando dispersas en la

solucion una menor proporciéon de éstas.
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Figura V-16

Espectros UV-Vis para la sintesis de NPs-Au con quitosano-
graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona) respecto al tiempo de reaccién
a 95°C a las concentraciones de sal de KAuCls de
a) 0,07 mM, b) 0,14 mM, ¢) 0,28 mM, d) 0,56 mM, e) 1,12 mM
y f) maximos de absorbancia en el tiempo.

En cuanto a las longitudes de onda del maximo de absorcion (Figura

V-17), se observa que en los casos de mayor y menor concentraciones del ion

Au®*, las longitudes de onda son similares, lo cual, puede estar relacionado a

nanoparticulas y complejos de nanoparticulas con el polimero de similares

caracteristicas. Para el caso de las soluciones intermedias, éstas presentan

una cercania en las longitudes de onda, pudiéndose estimar que sus

morfologias pueden ser similares. Adicionalmente, es conocido que la

presencia de PVP da lugar a la formacion de distintos tipos de nanoparticulas
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entre las que destacan las formas triangulares, las que pueden encontrarse

presentes en estas muestras'%.8487.90
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Figura V-17  Resultados de la sintesis de NPs-Au con el uso del copolimero
quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona) evolucién de la
longitud de onda para los maximos de absorcion a distintos

tiempos de reaccion.
V.8.1.1.4 Sintesis de NPs-Au con quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter

La sintesis de NPs-Au con el uso del copolimero de quitosano-graft-
poli(etilenglicol)metil éter, da como resultado soluciones como las mostradas
en la Figura V-18. En este caso, para todas las concentraciones del ion Au®*
se observa la pérdida del color amarillo de la solucién de sal KAuCls. Pero no
se observa a simple vista la aparicion del color caracteristico que indique la

presencia de nanoparticulas de oro.
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AUQ! AUQ’ Au"'! Au’! AuQ!
0,07 mM 0,14 mM 0,28 mM 9,56 mM 1,12 mM
. ) K Z L ) ¥

3 3 € 2 z

P s # L

[ g . 3 ~—‘§' ’

Figura V-18  Soluciones producto de la sintesis de NPs-Au con el uso del
copolimero de quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter como
agente reductor y estabilizante, a distintas concentraciones de

Aud.

El proceso de sintesis de nanoparticulas de oro con el uso de
copolimeros de quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter en solucién, dio
como resultados soluciones que mantuvieron su coloracion inicial cuyos
espectros UV-Vis son mostrados en la Figura V-19. Se puede apreciar que, a
diferencia de las sintesis realizadas con el quitosano y sus copolimeros con
PCL y PVP, en el uso del copolimero Q-MPEG no existen indicios mediante
UV-Vis de la formacion de nanoparticulas de oro, debido a que no se observan
los picos correspondientes a la absorcion del plasmén superficial caracteristico
de estas nanoparticulas, cercano a 520 nm. La sefial correspondiente a la
solucién de [AuCl4]- cercana a los 255 nm,""® fue disminuyendo su intensidad

a medida que transcurria a reaccion.

Claramente, se logra apreciar en la Figura V-19 f) el decaimiento de
la absorbancia de la banda de 255 nm a través del tiempo de reaccién. En un
principio, se penso en la posibilidad de la formacién de algun precipitado de
las nanoparticulas de oro o simplemente oro, que terminé decantando en los
distintos ensayos, pero resulté que éste no se observa en ninguno de los
casos, por lo cual, la explicacién mas valida es la formacién de un complejo
con el polimero que no permitiese su reduccion, quedando estabilizado en

solucion.
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Figura V-19

v.8.1.2

Espectros UV-Vis para la sintesis de NPs-Au con Q-MPEG a
95 °C a las concentraciones de KAuCls de a)0.07 mM,
b) 0,14 mM, ¢)0,28 mM, d) 056mM, e)1,12mM vy

f) variacion de la absorbancia con el tiempo.

Difusion de luz dinamica de NPs-Au

La estimacién de los tamafios de las nanoparticulas sintetizadas y

su distribucion con cada uno de los polimeros utilizados se realizé mediante

difusion de luz dinamica (DLS). A continuacion, se presentan los resultados

obtenidos con cada polimero.

V.8.1.2.1 Sintesis de NPs-Au con quitosano

La distribucion de los tamanos estimados para las nanoparticulas

de oro sintetizadas con el uso de quitosano es presentada en Figura V-20.
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También se muestra como control el resultado obtenido con solo la solucion

polimérica.
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Figura V-20  Distribucion de tamanos por DLS para la sintesis de NPs-Au

con quitosano a concentraciones de sal de KAuCls de
a) 0,00 mM, b) 0,07 mM, ¢) 0,14 mM, d) 0,28 mM, e) 0,56 mM
y f) 1,12 mM.

Los resultados de las distribuciones obtenidos en la Figura V-20 son

resumidos en la Tabla V-10 para los analisis de poblacion NICOMP aplicable

a muestras con mas de una distribucidon de tamafo como es el caso de los

resultados a todas las concentraciones de Au®* ensayadas.
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Tabla V-10 Distribucidn de tamafios de particulas por DLS para la sintesis

de NPs-Au con quitosano.

Pico 1 Pico 2 Pico 3
Muestra Diametro Poblacion Diametro Poblacion Diametro Poblacion
nm % nm % nm %
Quitosano 1,0+0,2 100,00 - - - -
Au3* 0,07 mM 3,61£0,5 1,07 10,9+2,2 9,80 99,0%£19,5 89,13
Au®t 0,14 mM 1,1£0,1 5,94 14,4412 4 13,80 107,3%17,8 80,26
Au3* 0,28 mM 14,121 6,28 101,3+19,9 93,72 - -
Au3* 0,56 mM 2,210,2 0,81 11,2+1,9 9,43 82,8+14,8 89,77
Au®t 1,12 mM 113,1£22,8 14,38 640,7£127,5 85,62 - -

De la Tabla V-10 y los valores de distribucion de tamafios se
desprende que quitosano soélo registré valores menores a 1 nm para tamafio
de particulas, lo que puede deberse a pequenos interferentes presentes en la
solucion polimérica. Por otro lado, para los sistemas de quitosano con distintas
concentraciones de Au®*, se observan en general, tres poblaciones siendo
mayoritarias las que se encuentran cercanas a 100 nm. Para el caso de la
mayor concentracion de oro, se ve claramente un mayor tamafo de las
particulas con su mayor poblacién de aproximadamente 640 nm. Este ultimo
hecho es concordante con los resultados obtenidos en la espectroscopia UV-
Vis, en donde se obtuvo un hombro y ensanchamiento de la sefial del plasmon
de superficie hacia longitudes de onda mayores, o que se deberia a la

formacion de agregados de nanoparticulas y polimero.
V.8.1.2.2 Sintesis de NPs-Au con quitosano-graft-poli(e-caprolactona)

Los resultados del analisis por DLS de tamafios de particulas en la
sintesis de nanoparticulas de oro con el uso del copolimero quitosano-graft-(e-
caprolactona) son presentados en la Figura V-21, donde se presentan las
distribuciones para el copolimero Q-PCL sélo y los sistemas Q-PCL -

nanoparticulas de oro.
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Figura V-21  Distribucion de tamafios de particulas obtenidas de la sintesis

de NPs-Au con el uso de quitosano-graft-poli(e-caprolactona)
a concentraciones de KAuCls de a) 0,00 mM, b) 0,07 mM,
c) 0,14 mM, d) 0,28 mM, e) 0,56 mM, f) 1,12 mM.

Los resultados de las distribuciones de tamanos de la Figura V-21

son resumidos en la Tabla V-11.

Tabla V-11 Distribucién de tamafios de particulas por DLS para la sintesis
de NPs-Au con quitosano-graft-poli(e-caprolactona)
Pico 1 Pico 2 Pico 3
Muestra Diametro Poblacion Diametro Poblacion Diametro Poblacién
nm % nm % nm %

Q-PCL 27,7+3,6 1,38 547,6£117,7 98,62 - -
Aud*
0.07 mM 11,942,0 3,77  79,9+13,4 32,33 839,1£102,6 63,90
Aud*
0.14 mM 2,00,4 19,01 19,9442 975 82,4164 71,24
Au 17,2+ 3,5 82,1+ 28,9 869,5+ 67,7
0.28 mM 2+ : NES : 5+ :
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Aud*

=+ + +
0,56 mM 2,7£0,5 1,98 23,9+4,5 12,11 101,1+85,91 85,91
Au> S Sl 13,742,3 584  92,6+16,0 94.16
1,12 mM x4, ; ; , ,

En este caso se debe notar que, a diferencia de quitosano, el
copolimero Q-g-PCL puro, presenta la formacidn de particulas
mayoritariamente a una poblacion cercana a los 548 nm. Como se trata de un
polimero puro, sin nanoparticulas metalicas, se puede pensar que, debido a
los distintos grupos presentes en el copolimero y la naturaleza de su cadena
lateral (PCL), este polimero en solucién se agregaria lo que causaria dicha
distribucidn y su deteccion por el analisis DLS. Por otro lado, en el caso de la
sintesis de NPs-Au con el uso del copolimero Q-g-PCL, se aprecia que a
medida que aumenta la concentracion del ion Au®*, se intensifican las sefiales
correspondientes a las distribuciones cercanas a los 100 nm y de las

distribuciones cercanas a los 20 nm.
V.8.1.2.3 Sintesis de NPs-Au con quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona)

La distribucion de los tamafios de particulas obtenidos para la
sintesis de NPs-Au con el uso del copolimero Q-PVP son expuestos en la
Figura V-22. En ésta, se observan diferencias claras entre la distribucion de
particulas formadas solo por el copolimero Q-PVP y las que contienen

nanoparticulas de oro.

En este caso, para el copolimero Q-PVP, se observa una situaciéon
similar a lo sucedido con el copolimero quitosano-graft-(e-caprolactona). Esto
se puede deber, como se menciond anteriormente, a que los copolimeros
presentan algun tipo de formacion de agregados. Cabe sefialar que, para el
caso de mayor concentracion de oro, existe un decaimiento en la absorbancia
como se aprecia en las Figura V-16 e) y Figura V-16 f). Esto, dada la
precipitacion observada en el sistema, estaria acorde a los resultados
mostrados en la Figura V-22 f), debido a la aparicion de entidades de mayor
tamafo por aglomeracion de las nanoparticulas con el polimero y posterior

precipitacion de estos.
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Figura V-22

Distribucidon de tamanos de particulas obtenidas de la sintesis

de NPS-Au con el uso Q-PVP a concentraciones de KAuCls
b) 0,07 mM,
e) 0,56 mMyf) 1,12 mM.

de

a) 0,00 mM,

c) 0,14 mM,

d) 0,28 mM,

Los resultados de las distribuciones de la Figura V-22, son

presentados en la Tabla V-12

Tabla V-12 Distribucién de tamafios de particulas por DLS para la sintesis
de NPs-Au con quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona)
Pico 1 Pico 2 Pico 3
Muestra Diametro Poblacion Diametro  Poblacién  Diametro  Poblacion
nm % nm % nm %
Q-PVP 116,0£13,9 2,32 227,9+16,9 14,76  855,2+144,8 82,92
Au3* 0,07 mM 15,642,8 3,87 100,1x17,4 48,43 781,8+110,8 47,70
Au3* 0,14 mM 10,241,5 519  73,5:124 58,96  301,9+62,9 35,85
Au3* 0,28 mM 9,241,8 4,07 46,048, 1 28,14  217,24#31,5 67,80
Au3* 0,56 mM 3,50,3 4,19 14,242,2 10,12  82,716,5 85,69
Au3* 1,12 mM 90,0+6,0 12,89 862,4+117,7 87,11 - -
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De la Tabla V-12, se pueden apreciar poblaciones cercanas a
100 nm que indicarian la presencia de nanoparticulas de oro. Esto se confirma
mas adelante en el analisis de las soluciones mediante microscopia de

transmision electronica.
V.8.1.2.4 Sintesis de NPs-Au con quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter

Al igual como no se observa presencia de nanoparticulas mediante
espectroscopia UV-Vis, este analisis no entrega resultados de la existencia de

nanoparticulas.
V.8.1.3 Potencial Z de NPs-Au

La determinacion de la estabilidad de las nanoparticulas
sintetizadas con los distintos polimeros fue estimada mediante mediciones del
potencial Z. Los valores absolutos de potencial Z obtenidos para cada uno de

los sistemas son presentados en la Tabla V-13

Tabla V-13 Potencial Z para las soluciones de nanoparticulas de oro,

respecto a los distintos polimeros utilizados.

Potencial Z
[KAuCl4] mV
mM Quitosano Q-PCL Q-PVP
0,07 41,3 21,5 23,2
0,14 39,5 26,5 20,6
0,28 39,6 24,6 17,5
0,56 37,1 19,6 18,4
1,12 34,7 20,8 16,6

De estos valores se puede apreciar cierta tendencia referente a
cada par polimero-nanoparticula de oro. En todos los casos se observan
valores sobre los 15 mV, pudiendose establecer un orden de estabilidad de la
siguiente manera, respecto al polimero con que fueron sintetizadas: quitosano
> Q-PCL > Q-PVP.
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Los mayores valores son presentados para los casos quitosano,
debido a que éste al ser un polimero catidnico que es protonable en su grupo

amino, presenta la posibilidad de aumentar el valor de potencial Z.

Para poder apreciar de mejor manera la variacion de los valores,
éstos son presentados en la Figura V-23 donde se muestra la tendencia de

dichas soluciones.
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Figura V-23  Variacién de potencial Z de las soluciones de nanoparticulas
de oro respecto a la concentracion de sal KAuCls para distintos

polimeros.
V.8.1.4 Microscopia de transmisidn electronica de NPs-Au

Una de las formas mas efectivas de establecer la presencia de
nanoparticulas, su tamafio y forma es mediante microscopia de transmisién

electrénica. En las imagenes obtenidas con esta técnica, se pueden apreciar
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zonas de mayor densidad, que son atribuibles a la presencia de nanoparticulas

metalicas, debido al aumento de densidad electrénica que éstas tienen.
V.8.1.4.1 Nanoparticulas de oro con quitosano

En primer lugar, se realiz6 el analisis de microscopia de transmision
electronica de las nanoparticulas de oro sintetizadas con el uso de quitosano.
En la Figura V-24 se presentan las micrografias TEM junto a los espectros de
absorciéon UV-Vis y la distribucion por DLS para las nanoparticulas sintetizadas

a concentraciones de la sal KAuCls de a) 0,28 mM y b) 1,12 mM.

Para el caso de las micrografias correspondientes a una
concentracion de Au®* 0,28 mM, se observa que éstas presentan una forma
esférica, aunque se aprecia un borde mas bien difuso. El tamano es
homogéneo, con un valor medio de 72,5 nm, lo cual confirma lo resultados
obtenidos para el espectro UV-Vis con las absorbancias correspondientes a la
formacion de nanoparticulas de oro. Para el caso de la difusién de luz
dinamica, los valores obtenidos de tamafos obtenidos se encuentran muy

préximos a los determinados mediante las micrografias TEM.

Por otro lado, para el caso de la concentracion de la sal KAuCls de
1,12 mM (Figura V-24 b), se obtienen valores medio de nanoparticulas de
22,0 nm, lo cual, esta relacionado con la espectroscopia UV-Vis que indicaba
la presencia de nanoparticulas. En este caso, también se aprecié un hombro
en las bandas de absorbancia, lo cual, esta relacionado a la aglomeracion de
dichas nanoparticulas como se observa en la micrografia correspondiente.
Para el analisis de difusion de luz dinamica, los valores presentados

corresponden a los aglomerados que se obtienen en este proceso de sintesis.
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Los valores correspondientes al

Micrografias TEM junto a los respectivos espectros UV-Vis y

distribuciones de particulas por DLS para las NPS-Au

sintetizadas con el uso de quitosano a) 0,28 mM de KAuCls y

b) 1,12 mM de KAuCla.

tamafno de nanoparticulas

obtenidas mediante el analisis de las micrografias TEM se presentan en la

Tabla V-14.

Tabla V-14

Tamafios de particulas determinados mediante analisis de

micrografias TEM para sintesis de NPs-Au con el uso de

quitosano.

[Au3*] Diametro
mM nm
0,28 72,5+ 8,1
1,12 22057

De la Tabla V-14 se puede apreciar que las nanoparticulas

obtenidas con quitosano como agente reductor y estabilizante presentan una

desviacion de su diametro no superior a 9 nm, lo cual permite observar

tamanos de particulas homogéneos. Estos valores a diferencia a los obtenidos

en el analisis DLS pueden estar relacionados a que la difusion de la luz
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dinamica considera un tamafo adicional debido al polimero que rodea

(estabiliza) a las nanoparticulas.

Lo interesante de esto, es que se ve claramente que el tamafo
alcanzado por las nanoparticulas a pesar de su aglomeracion, para el caso de
la solucion mas concentrada, es uniforme y de menor tamafio respecto a la
solucion diluida. Este efecto, puede deberse, en un principio, a la generacion
de una mayor cantidad de nucleos, los cuales, al estabilizarse con quitosano,
terminan produciendo un aglomerado que no permite que continué el
crecimiento de éstas. En el caso contrario, para la menor concentracion de la
sal de oro, al haber una menor cantidad de iones metalicos en solucion, la
formacion inicial de los nucleos seria menor y estos crecerian mas, originando

nanoparticulas mas grandes.
V.8.1.4.2 Nanoparticulas de oro con quitosano-graft-poli(e-caprolactona)

Para la sintesis de nanoparticulas de oro con el uso del copolimero
de quitosano-graft-poli(e-caprolactona), se obtienen Ilas micrografias
expuestas en Figura V-25, donde se incorporan también sus respectivos

espectros UV-Vis y distribucion de tamaros obtenidas por DLS.
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Figura V-25  Micrografias TEM, espectros UV-Vis y distribuciones de
tamanos obtenidos por DLS para las nanoparticulas de oro
con el copolimero de quitosano-graft-poli(e-caprolactona)
a) 0,28 mM de KAuCls y b) 1,12 mM de KAuCla.

Los resultados de las distribuciones de tamanos obtenidos

mediante el analisis de las micrografias son presentados en la Tabla V-15.

Tabla V-15 Tamanos de particulas determinados mediante analisis de
micrografias TEM para la sintesis de NPs-Au con el uso de

copolimero quitosano-graft-poli(e-caprolactona).

[Au®*] Diametro
mM nm
0,28 9,3+1,7
1,12 27,3+ 11,3

De los resultados obtenidos se observa que los tamanos de las
nanoparticulas se encuentran bajo los 30 nm, lo cual, corrobora los resultados
observados en los espectros UV-Vis. Para el caso de la sintesis efectuada a
la concentracion de la sal de oro de 0,28 mM, se observa una gran distribucion
de nanoparticulas, las cuales no superan los 10 nm. La diferencia de los
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valores entre la microscopia de transmision electrénica y las obtenidas por
DLS, puede estar relacionado a la técnica. Debido a que el DLS considera la
difusion de la luz y esta puede ser afectada por el conjunto NPs-polimero en
el cual el polimero estabiliza la nanoparticula rodeandola, generando una capa

gue no se logra apreciar claramente en las micrografias TEM.

Para el caso de la solucion de KAuCls de 1,12 mM, los tamafios de
nanoparticulas aumentan, como era de esperarse, al contrario de las
nanoparticulas formadas con quitosano. En este caso, nunca se perdi6 la
solubilidad del polimero, debido a que no se observo la precipitacion de éste,
ni la formacion de un hombro en las bandas de absorbancia UV-Vis. La
aglomeracién que se observa en la micrografia puede ser a causa del proceso
de secado necesario para su analisis en el microscopio de transmision
electronica, debido a que se observan pequeinas aglomeraciones puntuales y
no un gran aglomerado como el caso del quitosano para la misma

concentracion.
V.8.1.4.3 Nanoparticulas de oro con quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona)

El analisis de las micrografias para la sintesis de nanoparticulas de
oro con el uso del copolimero quitosano-graft-(N-vinil-2-pirrolidona), son
presentados en la Figura V-26, junto a los respectivos espectros UV-Vis y

distribucion de tamanos obtenido por DLS.
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Figura V-26  Micrografias TEM, espectros UV-Vis y distribucion de tamafios
por DLS para las nanoparticulas de oro con el copolimero de
quitosano-graft-(N-vinil-2-pirrolidona) con a) 0,28 mM de
KAuCls y b) 1,12 mM de KAuCls a 95 °C.

En ambos casos se observan distribuciones de nanoparticulas, lo
cual, al igual que los casos anteriores, corroboran su presencia a través de los

resultados obtenidos de los espectros UV-Vis.

Los resultados del analisis de tamafios de las micrografias
obtenidas para la sintesis de nanoparticulas con el copolimero quitosano-g-

(N-vinil-2-pirrolidona), son presentados en la Tabla V-16.

Tabla V-16 Tamarfios de particulas determinados mediante analisis de
micrografias TEM para sintesis de NPs-Au con el uso de

copolimero quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona).

[Au®*] Diametro
mM nm
0,28 15,7+7,4
1,12 51,5 17,7
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En el caso de la sintesis efectuada a concentracion de la sal de oro
de 0,28 mM, se aprecia que las morfologias no son esféricas como en los
casos anteriores, mas bien presentan diversas formas siendo en algunos
casos mas alargadas o con vértices. El tamano medio, para este caso, es de
15,7 nm. Por otro lado, para la concentracion de la sal de oro de 1,12 mM, se
observan en las micrografias distintas morfologias de las nanoparticulas
formadas, como tridngulos, tridngulos con las puntas cortadas y hexagonos,
ademas de esferas distorsionadas. El tamafio de estas nanoparticulas fue muy
variado con valores que van desde los 100 nm a 650 nm. Esta diversidad de
formas de nanoparticulas metalicas son caracteristicas de la PVP como se

sefald anteriormente.
V.8.1.4.4 Nanoparticulas de oro con quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter

El analisis de microscopia de transmisién electronica para la
sintesis de nanoparticulas de oro con el uso del copolimero quitosano-graft-
(etilenglicol)metil éter no proporcioné resultados que indiquen la presencia de
nanoparticulas lo cual va acorde a los antecedentes obtenidos mediante las

otras metodologias utilizadas.
V.8.1.5 Conclusion preliminar para sintesis de nanoparticulas de oro

Fue posible la sintesis de NPs-Au con el uso de quitosano, Q-g-PCL
y Q-g-PVP. Las NPs-Au obtenidas con cada polimero se diferencian en cuanto
a cantidad, distribucién, tamafios, formas y estabilidad de estas. Por lo tanto,
se establece la eficiencia de cada uno de estos copolimeros en la sintesis y

estabilizacion de nanoparticulas metalicas de oro.

Para la sintesis de nanoparticulas con quitosano, se aprecia que las
nanoparticulas de oro obtenidas con una concentracion de Au3* de 1,12 mM,
presentan una notable aglomeracion en comparacion al resto de los

copolimeros utilizados.
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El uso del copolimero Q-g-PCL con una concentracion de iones
Au®* 0,28 mM, dio como resultados nanoparticulas pequefias, estables y de

una distribucion homogénea.

Adicionalmente, se observé que las nanoparticulas sintetizadas con
el uso de copolimero Q-g-PVP a una concentracion del ion Au®* de 1,12 mM,
dio como resultado nanoparticulas de formas triangulares muy delgadas,
cuyos veértices permitirian su uso en catalisis. Este tipo de morfologias se
atribuye a lo que ha sido reportado para la presencia de PVP, la cual se
deposita preferentemente en 1 cara de la estructura cristalina de la
nanoparticula, favoreciendo un crecimiento bidimensional permitiendo la

generacion de nanoparticulas con diversas morfologias.

Por otro lado, para el copolimero Q-g-MPEG, no se logré confirmar
la presencia de nanoparticulas. Para este copolimero, debido a su bajo grado
de insercion, se hubiese esperado una accién en la sintesis de nanoparticulas
similar al quitosano. Al contrario, no se aprecioé la presencia de nanoparticulas
tanto en el analisis UV-Vis como en las micrografias TEM, para el total de las
soluciones de la sal metalica de oro utilizadas. Cabe mencionar que se logré
apreciar una disminucién de la banda de absorcion correspondiente a las
soluciones iniciales correspondientes al complejo AuCls, cuyo efecto puede

estar relacionado a un cambio en los grupos coordinados al ion Au3*.

Respecto a los fendmenos observados para los tamanos de las
nanoparticulas y sus aglomeraciones, se pueden tratar de establecer una
relacion respecto a las concentraciones, la movilidad de las diversas moléculas
presentes y la estructura del polimero. Como se observa en el Esquema V-1,
para el caso del quitosano, si se tiene un medio en el que existe un bajo
numero de nanoparticulas estabilizadas, las cadenas poliméricas y las
nanoparticulas tendran cierta libertad de movimiento que permitiria el
encuentro entre nanoparticulas e iones metalicos favoreciendo el crecimiento
de dichas nanoparticulas. Por el contrario, al existir una gran cantidad de
nanoparticulas, estas podrian saturar los grupos estabilizantes del quitosano
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y disminuir la movilidad de las cadenas poliméricas debido a interacciones intra
y extra moleculares. A un menor desplazamiento de las nanoparticulas, el
encuentro con otros grupos de iones o atomos metalicos puede afectar en el
crecimiento de dichas nanoparticulas. Esto, explicaria que para la sintesis de
nanoparticulas de oro con quitosano a una menor concentracion Au®* se
obtiene nanoparticulas de mayor tamafo respecto a lo que se logra a mayores

concentraciones.

Para el caso de los copolimeros de Q-g-PCL y Q-g-PVP, se observa
en las micrografias TEM una menor formacion de aglomerados con
nanoparticulas de menores tamafnos respecto a los observados para la
sintesis con quitosano. Esto, puede relacionarse con las cadenas laterales de
PCL y PVP, las cuales, al contener una mayor cantidad de grupos
estabilizantes de nanoparticulas podrian favorecer la distribucién de las
nanoparticulas en el medio. Adicionalmente, la presencia de ramificaciones,
podrian aumentar los impedimentos estéricos, favoreciendo la obtencion de

nanoparticulas de menor tamano y sin la formacién de grandes aglomerados

como los observados para el quitosano.

Esquema V-1 Representacion de estabilizacion de nanoparticulas de oro

con a) quitosano y b) los copolimeros Q-g-PCL y Q-g-PVP

Un resumen de las observaciones mas importantes realizadas para
cada polimero en la sintesis de nanoparticulas de oro, son expuestos en la
Tabla V-17.
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Tabla V-17

Resumen de observaciones para la sintesis de nanoparticulas

de oro con el uso de quitosano y los copolimeros sintetizados.

o (©)
S - o L

Observaciones 8 ﬁ_’ E %
5 > > >
o o e e

Presencia de NPs-Au Si Si Si No

Mayor absorbancia UV-Vis (ua) 1,35 1,61 1,22

Mayor aglomeracion +

NPs de mayor tamaio +

NPs de menor tamaio +

Mayor distribucion de tamarios de NPs +

Mayor homogeneidad de NPs +

Variedad de formas de las NPs +
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V.8.2 Nanoparticulas de plata

La sintesis de nanoparticulas de plata (NPs-Ag) se ensayo6 con 5
soluciones con concentraciones de iones de plata (Ag*) variable, preparadas
mediante la solubilizacion de la sal de nitrato de plata en agua Milli-Q. Estas
concentraciones correspondieron a 0,05 mM, 0,1 mM, 0,2 mM, 0,3 mM vy
0,4 mM del ion metélico Ag*. Para la sintesis de las NPs-Ag las soluciones de
Ag* fueron puestas en contacto con soluciones poliméricas correspondientes
a quitosano y los copolimeros quitosano-graft-poli(e-caprolactona), quitosano-
graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona) y quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter, a
una concentracion de 0,5 g/L en cada caso y en una razon de volumenes 1:2
respectivamente. Todas las sintesis fueron llevadas a cabo a 95 °C adecuando

el pH a 12 con el uso de una solucion de NaOH 0,5 M.

Cada una de las sintesis de nanoparticulas fue monitoreada
mediante espectroscopia UV-Vis, y sus productos caracterizados por DLS,

potencial Zy TEM.
V.8.2.1 Espectroscopia UV-Vis de NPs-Ag

A continuacion, se presentan los resultados de los seguimientos de
las sintesis de nanoparticulas de plata mediante espectroscopia UV-Vis para
cada uno de los polimeros utilizados como agente reductor de los iones

metalicos y estabilizante de las nanoparticulas formadas.

Es conocido el hecho de que las nanoparticulas de plata presentan
absorbancias con valores cercanos a 410-425 nm'2'-'24, Dichos valores son
dependientes de su tamafio como también de las interacciones que presenten

con el medio en que se encuentren.
V.8.2.1.1 Sintesis de NPs-Ag con quitosano

La sintesis de nanoparticulas de plata con el uso de quitosano como

reductor de los iones metalicos y estabilizante de las nanoparticulas formadas,
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da como resultado las soluciones mostradas en la Figura V-27, para las
distintas concentraciones de AgNOs, las que presentan una tonalidad amarilla

que aumenta con la concentracion de iones Ag* agregada.

Q054a/L | Q0,59/L Q0,59/L Q0,5g/L Q0,59/L
Ag™ 0,05 mM| Ag* 0,1 mM Ag* 0,2 mM Ag* 0,3 mM Ag* 0,4 mM

Figura V-27  Soluciones de NPs-Ag sintetizadas a distinta concentracion de
la sal de AgNOs con el uso de quitosano como reductor y

estabilizante.

Debido a que la reaccion se lleva a cabo en un medio basico por
adiciéon de NaOH, al detenerse la agitacién y realizar el enfriamiento de la
solucion, se produce la precipitacion del polimero en conjunto con las
nanoparticulas formadas. Esto, se debe al pH cercano a 12 del medio lo que
evita la protonacién de los grupos aminos de la cadena de quitosano y conlleva
a la perdida de la solubilidad, a la vez que favorece la reduccién de los iones
Ag*. Se cree que el uso de NaOH favorece la presencia de grupos amino e
hidroxilo que coordinan los iones plata y favorecen el proceso de reduccion y
la obtencién de nanoparticulas.’?*125 Al realizarse la agitacion de estas
soluciones, se obtiene una suspensién como las mostradas en la Figura V-27
que en el transcurso del tiempo, nuevamente decantan, obteniéndose un
precipitado de color amarillo que se va atenuando a medida que disminuye la

cantidad de la sal de plata que fue adicionada en cada sistema.

El seguimiento mediante espectroscopia UV-Vis de la sintesis de
las nanoparticulas de plata preparadas con quitosano es presentado en la
Figura V-28. En todos los casos los espectros muestran una banda de
absorbancia con un maximo que se encuentra entre los 410 y 420 nm. Esta

banda de absorbancia se debe al plasmon de superficie de las NPs-Ag.126.127

92



Resultados y discusion

0,7
a)

0,6

0,5
o —— 5 min
S .
= 10 min

0,4 .
.g 20 min
S 30 min
Q93 —— 60 min
3 —— 120 min
o2 —— 180 min
< 02 —— 240 min

0,1

0,0-

Longitud de onda (nm)
0,7

d)

0,64

0,54

r T T T T 1
300 400 500 600 700 800

o
~
!

Absorbancia (u.a.)
o
w

o
)
N

o

00/ e

Longitud de onda (nm)

r T T T T 1
300 400 500 600 700 800

Absorbancia (u.a.)
o o o o o
w ES o =) ~
L H

o
N

o
3
1

Absorbancia (u.a.)
o o
N w

o

o
o
L

o
ES
L

by

—— 5min
10 min
20 min
30 min
—— 60 min
—— 120 min
—— 180 min

300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

T T T T )
400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

w
S5
S

a.)
o o o
o ) 3
1 i )

[=)
FS
!

o o
= N
n

o
=}
L

0,74
f)
0,6
*
05 /f \’ z””””*w—y
="+ \ TN
« / > .
3 |» e
g 044 XV
S vy v
f =
®©
20,3
<]
2 4
<
0,24 ~ _ .
~ —n
-t —=—0,05mM
/ 0,1 mM
0194/ 0.2mM
1 —v—0,3mM
004, ' ' ' 7Fv0,4 mM '
0 50 100 150 200 250
tiempo (min)

Absorbancia (u.
o
w

c)

300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura V-28

Espectros UV-Vis para la formacién de nanoparticulas de plata

con quitosano respecto al tiempo de reaccion a 95 °C, a las
concentraciones de sal de AgNOs de a) 0,05 mM, b) 0,1 mM,
c) 02mM vy d)0,36 mM, e) 04mM y f) maximos de
absorbancia en el tiempo.

De los espectros expuestos en la Figura V-28 se puede observar

que la absorcién aumenta su intensidad a medida que transcurre la reaccion.

La variacidon de la absorbancia maxima respecto la concentracion

del ion metalico de plata (Ag*) es presentado en la Figura V-29. En la figura,

se observa que, la concentracion mas alta presenté una disminucién en la

banda de absorbancia. Esto, se puede justificar con el pH de la solucion, lo

que provocaria la pérdida de solubilidad del conjunto polimero/NPs-Ag. Por

otro lado, dicho disminucion podria relacionarse a un aumento del peso
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especifico del polimero, debido a las nanoparticulas formadas y adsorbidas

por éste.
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Figura V-29  Evolucién de la absorbancia con la concentracion de la sal de

plata.
V.8.2.1.2 Sintesis de NPs-Ag con quitosano-graft-poli(e-caprolactona)

La sintesis de nanoparticulas de plata con el uso del copolimero
quitosano-graft-poli(e-caprolactona) di6 como resultado soluciones como las
presentadas en la Figura V-30. En ella se observa que a medida que se
aumenta la concentracion de iones plata en solucién, existe un aumento en la
tonalidad amarillenta. Cuando estos sistemas se dejan en reposo, se observé
una precipitacion, debido a que, al realizar la sintesis en medio basico, hay

pérdida de la solubilidad del conjunto polimero/NPs-Ag al igual que lo
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observado para quitosano. Estos sistemas, al ser agitados, originan una

suspension que después de un tiempo vuelve a decantar.

Figura V-30  Suspensiones de NPs-Ag sintetizadas a distinta concentracion
de la sal de AgNOs, con el copolimero quitosano-graft-poli(e-

caprolactona) como reductor y estabilizante.

La sintesis de nanoparticulas de plata con el uso del copolimero de
quitosano-graft-poli(e-caprolactona) fue seguida mediante espectroscopia UV-
Vis para las distintas concentraciones del ion Ag*. Los resultados son
presentados en la Figura V-31. En los espectros se observa una banda con un
maximo de absorbancia cercano a 420 nm, que aumenta de intensidad a

medida que se tiene una mayor presencia plata en la solucion.
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Figura V-31 Espectros UV-Vis para la formacién de nanoparticulas de plata

con quitosano-graft-poli(e-caprolactona) respecto al tiempo de
reaccion a 95 °C, a las concentraciones de sal de AgNO3 de
a) 0,05 mM, b) 0,1 mM, ¢) 0,2 mM, d) 0,3 mM, e) 0,4 mM y f)

variacion del maximo de absorbancia en el tiempo.

Al considerar la variacion de la absorbancia respecto al tiempo de

reaccion para las distintas concentraciones de plata (Figura V-31 f), se logra

apreciar, al igual que para el caso de la sintesis con quitosano expuestos

anteriormente, que las soluciones con mayor concentraciéon presentan una

mayor variabilidad, lo que, puede estar relacionado a la presencia de turbidez

y pérdida de solubilidad en dichas condiciones.

Al graficar la variacion de la maxima absorbancia alcanzada

respecto las concentraciones de Ag* se obtienen los resultados expuestos en
la Figura V-32.
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FiguraV-32  Evolucion de las absorbancias con la concentracion de la sal
de plata preparadas usando el copolimero quitosano-graft-

poli(e-caprolactona) a 95 °C.

En general, se aprecia que a medida que transcurre el tiempo de
reaccion, existe un aumento en la cantidad de nanoparticulas producidas
reflejadp por el aumento de la absorbancia, aun cuando hay casos de
disminucion, los que pueden asociarse a la perdida de solubilidad del polimero
que puede decantar arrastrando NPs-Ag disminuyendo la absorbancia del

sistema.
V.8.2.1.3 Sintesis de NPs-Ag con quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona)

La sintesis de nanoparticulas de plata con el uso del copolimero de
quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona), da como resultados soluciones

como las expuestas en la Figura V-33. Se observa, que a medida que se
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aumenta la cantidad de plata en solucion, la tonalidad de la misma se torna

cada vez mas amarillenta.

Figura V-33  Soluciones de NPs-Ag sintetizadas a distinta concentracion de
la sal de AgNOs con el uso del copolimero quitosano-graft-

poli(N-vinil-2-pirrolidona) como reductor y estabilizante.

El seguimiento de las sintesis de nanoparticulas de plata con el
copolimero quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona), fue realizado mediante
espectroscopia UV-Vis, obteniendo los resultados expuestos en la Figura
V-34. En esta se puede observar la aparicion de una banda con una
absorbancia maxima cercana a 420 nm, que indica la presencia de

nanoparticulas de plata.

A diferencia de los casos anteriores, en estas condiciones se
observa una mayor velocidad de sintesis, debido a la alta absorbancia inicial
respecto a las obtenidas en el transcurso de la reaccion como se aprecia en la
Figura V-34 f. En ésta, se puede observar que los valores de la maxima
absorbancia son similares, o han tenido una pequefia diferencia respecto a la

solucion inicial.
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Figura V-34

Espectros UV-Vis para la formacién de nanoparticulas de plata

con respecto al

quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona)
tiempo de reaccién a 95 °C, a las concentraciones de sal de
AgNOs de a) 0,05 mM, b) 0,1 mM, ¢) 0,2 mM, d) 0,3 mM, e)

0,4 mM y f) evolucién de maximos de absorbancias.

Al graficar los valores de absorbancia maxima respecto a la

concentracion de plata se obtiene los resultados expuestos en la Figura V-35.

De la figura es posible inferir que, la variacion de absorbancia no

necesariamente presenta un aumento a medida que transcurre la reaccion, si

no que existe un pequefio aumento inicial y luego incluso una disminucion.

Esta disminucion de absorbancia después de un tiempo puede estar

relacionada con la pérdida de solubilidad del polimero debido a encontrarse

en un medio basico.
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Figura V-35  Evolucion de la absorbancia con la concentraciéon de la sal de

plata la sintesis con el copolimero quitosano-graft-poli(N-vinil-
2-pirrolidona) a 95 °C.

V.8.2.1.4 Sintesis de NPs-Ag con quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter

La sintesis de nanoparticulas de plata con el uso del copolimero de

quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter, da como resultados soluciones

como las mostradas en la Figura V-36. En éstas, al ir aumentando la

concentracion de plata en la solucion, se aprecia un aumento en tonalidad

amairrilla de la solucidn obtenida.
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Figura V-36  Soluciones de NPs-Ag sintetizadas a distinta concentracion de
la sal de AgNOs3 con el uso del copolimero de quitosano-graft-
poli(etilenglicol)metil éter como reductor y estabilizante.

Los resultados del seguimiento de la sintesis de las nanoparticulas
de plata con el uso de este copolimero se pueden apreciar en los espectros
UV-Vis, presentados en la Figura V-37. En este caso, a diferencia de los
anteriores, para las soluciones mas diluidas correspondientes a 0,05y 0,1 mM
en plata, no se aprecia una banda definida correspondiente a la formacion de
nanoparticulas. Para las soluciones por sobre 0,2 mM de plata, se observa
claramente la presencia de una banda de absorcidon con un valor de
absorbancia maximo cercano a una longitud de onda de 440 nm. Este valor se
encuentra por sobre los publicados correspondientes a la formacion de
nanoparticulas de plata, aun cuando no se puede descartar su presencia y que
los valores obtenidos sean resultados de alguna interaccion existente entre el
copolimero y las nanoparticulas sintetizadas. Por otro lado, en la Figura V-37
se puede observar que las bandas obtenidas son menos definidas con cierta
deformacion en sus bordes. Para el caso del Figura V-37 f) donde se presenta
la absorbancia maxima respecto al tiempo, se aprecia un proceso continuo de
aumento de la absorcién hasta alcanzar un “plateau”, siendo esto menos

perceptible para la concentracion 0,05 mM de plata.
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Figura V-37

Espectros UV-Vis para la formacién de nanoparticulas de plata
con quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter respecto al
tiempo de reaccion a 95 °C a las concentraciones de sal de
AgNOs de a) 0,05 mM, b) 0,1 mM, ¢) 0,2 mM, d) 0,3 mM,
e) 0,4 mM y f) Resumen de maximos de absorbancias en el

tiempo.

Por otro lado, al graficar la absorbancia maxima respecto la

concentracion de plata se obtienen los resultados expuestos en la Figura V-38.

Como se observa las absorbancias experimentan cambios al ir aumentando la

concentracion de la sal de plata adicionada, ademas varian de forma

relativamente aleatoria con el tiempo de reaccion.
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Figura V-38  Evolucion de las absorbancias con la concentracion de la sal
de plata para la sintesis de nanoparticulas con el uso del
copolimero de quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter a
95 °C.

V.8.2.2 Difusién de luz dinamica de NPs-Ag

En general, para el caso de los analisis de distribucion de tamanos
mediante difusion de luz dinamica, correspondientes a la sintesis de
nanoparticulas de plata, no fueron concluyentes para la verificacion de la
presencia de éstas. En todos los casos, se establecié que no fue posible esta
determinaciéon debido a que en las condiciones que se realizaron dichas
sintesis, los polimeros pierden solubilidad, formando una suspension que
termina interfiriendo en el resultado de esta técnica para estos casos

puntuales.
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V.8.2.3 Potencial Z de NPs-Ag

Una estimacion de la estabilidad de los sistemas nanoparticulas con
los distintos polimeros fue determinada mediante potencial Z. Los valores
absolutos para cada uno de los sistemas correspondientes a la sintesis de

nanoparticulas de plata son presentados en la Tabla V-18.

Tabla V-18 Potencial Z para las soluciones de nanoparticulas de plata

respecto a los distintos polimeros utilizados.

Potencial Z
[AgNO3] gty
mM Quitosano Q-PCL Q-PVP Q-MPEG
0,05 106 7.8 103 118
0,10 142 7.3 15 1 13.1
0,20 14 1 6.9 8.1 113
0,30 113 19.4 11.2 147
0,40 10,3 17.9 10,5 15.8

De estos valores, no se logra visualizar alguna tendencia por lo que
no se puede establecer una relacién directa entre las distintas concentraciones
de metal con los diversos polimeros utilizados. Debido a los valores cercanos
a 15 mV registrados es posible asociar una pérdida de estabilidad de estas
soluciones, en las cuales el polimero con las nanoparticulas forman una

dispersiéon que pasado un tiempo decanta.
V.8.2.4 Microscopia de transmision electréonica de NPs-Ag

Mediante la microscopia de transmision electronica, se busco
establecer la presencia de nanoparticulas metalicas, su forma y tamafo. Las
nanoparticulas se presentan en las micrografias TEM como zonas oscuras

atribuida a una mayor densidad electrénica.
V.8.2.4.1 Nanoparticulas de plata con quitosano

Las micrografias obtenidas por la microscopia de transmision

electrénica para la sintesis de nanoparticulas de plata con el uso de quitosano
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como reductor y estabilizante, son presentados en la Figura V-39, donde
ademas se presentan los respectivos espectros UV-Vis y la distribucién de

tamanos determinada por analisis de las micrografias.

Absorbancia (u.a.)
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Figura V-39  Micrografias TEM junto a las correspondientes graficas de
distribucion de tamafo y espectros de absorbancia UV-Vis
para la sintesis de NPs-Ag a 95°C con quitosano a

concentraciones de AgNOs de a) 0,2 mM y b) 0,4 mM.

De las micrografias expuestas en la Figura V-39, en primer lugar y
para ambos casos, se logran apreciar manchas oscuras debido a una mayor
densidad electronica, las que indicarian una agregaciéon de las nanoparticulas
formadas. Esto seria debido a las condiciones en que fueron realizada la
sintesis, generando la agregacién y precipitacion del polimero con las

nanoparticulas formadas.

En analisis de los tamanos de nanoparticulas de plata obtenidos
desde las micrografias, son presentados en la Tabla V-19, donde se puede

apreciar que los tamafnos medios alcanzados para las nanoparticulas se
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encuentran bajo los 28 nm, con un aumento de sus tamafos al incrementar la

concentracion de la sal de plata disuelta.

Tabla V-19 Tamafos de particulas determinados mediante analisis de

micrografias TEM para la sintesis de NPs-Ag con el uso de

quitosano.

[Ag*] Diametro
mM nm
0,2 11,1+ 3,5
0,4 27,5+6,4

V.8.2.4.2 Nanoparticulas de plata con quitosano-graft-poli(e-caprolactona)

Para el caso de la sintesis de nanoparticulas de plata con el uso del
copolimero quitosano-graft-poli(e-caprolactona), las micrografias obtenidas
mediante  microscopio de transmisidn electrénica para distintas
concentraciones de la sal de plata, junto a sus correspondientes espectros UV-

Vis y distribuciones de tamanos, son presentados en la Figura V-40.

106



Resultados y discusion

o
o
1

—— 5 min
10 min
20 min
30 min
|~ 60 min
[~ 120 min|
[~ 180 min
[—— 240 min|

YN

e
=)

400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

@
S
3

[=—J l
Absorbancia (u.a.)
o o o o o
2 © © = o
N " !

o
=]

e
°

e
@

e
=

Absorbancia (u.a.)
°
©

0,24

300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

FiguraV-40 Micrografias TEM junto al andlisis de distribuciones de
tamanos y los espectros UV-Vis para la sintesis de NPs-Ag a
95 °C con quitosano-graft-poli(e-caprolactona) a
concentraciones de AgNOs de a) 0,2 mM y b) 0,4 mM.

En esta figura se logra observar una diferencia notoria en cuanto a
las nanoparticulas obtenidas. En la Figura V-40 a) se observa una escasa
cantidad de nanoparticulas, las cuales son muy difusas a pesar de que las
absorbancias obtenidas por UV-Vis indican claramente la formacion de
nanoparticulas, éstas son escasamente observables. Para el caso de las
nanoparticulas sintetizadas a partir de una concentracién de 0,4 mM de AgNOs
(Figura V-40 b)), se logra apreciar claramente presencia de nanoparticulas
aisladas y aglomeradas. La aglomeracion en ciertos puntos puede deberse a
la perdida de solubilidad del polimero en las condiciones en que fue realizada
dicha sintesis. Como era de esperarse, el sistema de mayor concentracion en
la sal de plata presenta una mayor cantidad de nanoparticulas formadas, lo
cual va acorde con el aumento de absorbancia en los espectros UV-Vis. Para

el caso de las distribuciones de tamafo mediante DLS, se puede establecer
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que sus valores corresponden a la aglomeracion de los polimeros con las
nanoparticulas, dado por las condiciones de pH en las cuales fueron

efectuadas las sintesis.

Los valores de tamafio de las nanoparticulas establecidos mediante
el analisis de las micrografias TEM son presentados en la Tabla V-20. En ellos
se puede apreciar que, al ir aumentando la concentracion de la sal de plata,
existe un aumento tanto en el tamafo de las nanoparticulas formadas como

en su cantidad, lo que va acorde al aumento de la concentracion.

Tabla V-20 Tamanos de particulas determinados mediante analisis de
micrografias TEM para la sintesis de NPs-Ag con el uso de

copolimero de quitosano-graft-poli(e-caprolactona).

[Ag] Diametro
mM nm
0,2 18,4 +£7,3
0,4 43,6 £12,3

V.8.2.4.3 Nanoparticulas de plata con quitosano-graft-poli(N-vinil-2-
pirrolidona)

La sintesis de nanoparticulas de plata con el uso del copolimero
quitosano-graft-(N-vinil-2-pirrolidona), fue corroborada por la técnica TEM
como muestra la micrografia presentada en la Figura V-41, donde, es posible
estimar los tamanos de las nanoparticulas y el espectro UV-Vis
correspondiente. Se aprecia que las nanoparticulas presentan una morfologia
esférica distorsionada y son de distintos tamafos. Las absorbancias obtenidas
corresponden a las nanoparticulas de plata. Se observa que al transcurrir el
tiempo de reaccion la banda va perdiendo intensidad y experimenta un
ensanchamiento, lo que se deberia a la pérdida de solubilidad de este sistema
o a la aglomeracién. Al igual que los casos anteriores, las distribuciones de
tamafo obtenidas mediante DLS, muestran que para este sistema se forman

agregados del polimero con las nanoparticulas.
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Figura V-41  Micrografia TEM para NPs-Ag sintetizadas con el uso de

copolimero quitosano-graft-(N-vinil-2-pirrolidona)

Los resultados para el tamafio de nanoparticulas estimado mediante el

analisis de las micrografias son presentados en la Tabla V-21.

Tabla V-21 Tamanos de particulas determinados mediante analisis de
micrografias TEM para la sintesis de NPs-Ag con el uso de

copolimero de quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona).

[Ag*] Diametro
mM nm
0,2 35,8 £ 25,2
0,4 -

No fue posible obtener las imagenes correspondientes a la

concentracion 0,4 mM, por lo cual, esos resultados no son expuestos.

V.8.2.4.4 Nanoparticulas de plata con quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil
éter

Los resultados de las micrografias obtenidas para la sintesis de
nanoparticulas de plata con el uso del copolimero quitosano-graft-
poli(etilenglicol)metil éter, son presentados en la Figura V-42, junto a los
analisis de distribucién de tamafos obtenidos desde las micrografias y sus
respectivos espectros UV-Vis. En las micrografias se aprecia la formacion de

nanoparticulas aisladas y de agregados de estas.
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FiguraV-42 Micrografias TEM para NPs-Ag sintetizadas con el uso del
copolimero  quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil  éter a

concentraciones de AgNOs de a) 0,2 mM y b) 0,4 mM.

En la Tabla V-22, son presentados los diametros promedio de las
nanoparticulas obtenidas del analisis de las micrografias. Se observa una
disminuciéon de tamafios al producirse el aumento de la concentracion de la sal
de plata disuelta, junto con el aumento de la absorbancia producto del
incremento en la cantidad de nanoparticulas formadas. Como en todos los
casos, debido a las condiciones en que fue llevada a cabo esta sintesis, las
distribuciones mostradas en los DLS, corresponderian a las aglomeraciones
de los polimeros por pérdida de solubilidad en el medio, generando una

dispersion que finalmente decanta.
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Tabla V-22 Tamanos de particulas determinados mediante analisis de
micrografias TEM para la sintesis de NPs-Ag con el uso del

copolimero quitosano-graft-poli(etilenglicol)metiléter.

[Ag] Diametro de NPs-Ag,
mM nm

0,2 69,5+ 21,5

0,4 25,0+ 10,1

V.8.2.5 Conclusion preliminar para la sintesis de nanoparticulas de

plata

En general, en las sintesis ensayadas con los copolimeros se
obtienen particulas de plata de tamafio nanométrico, las cuales se diferencian
por la cantidad, distribucion, tamafos y formas en cada caso. Por lo tanto, se
establece que es posible el uso de cada uno de estos copolimeros en la

sintesis y estabilizacion de nanoparticulas metalicas de plata.

Para las nanoparticulas de plata, sintetizadas con el uso de
quitosano, se aprecia que estas presentan un menor tamano y mayor cantidad,
respecto a las sintetizadas con los copolimeros de injerto, aun cuando estas

son mas difusas, se logra apreciar su presencia.

Por otro lado, para el copolimero Q-g-PCL con una concentracion
de Ag* de 0,4 mM, se logra apreciar una alta poblacién de nanoparticulas, con
tamafos homogéneas, aunque su forma no se puede definir claramente
debido a la baja resolucion de las imagenes logradas, lo cual, a priori

podriamos asignar a formas esféricas.

Para el caso de las nanoparticulas de plata sintetizadas con el
copolimero Q-g-PVP, se observa una menor concentracion, en comparacion a
las obtenidas con el quitosano y el copolimero Q-g-PCL. Esto, se puede
relacionar con las intensidades de las bandas de absorcion, las cuales,

resultaron ser menores para este caso.
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Por ultimo, para la sintesis de nanoparticulas de plata con el uso del
copolimero Q-g-MPEG, se aprecian diversas morfologias, las cuales
parecieran no ser esféricas, sino mas bien un tipo de poliedro. Las
nanoparticulas obtenidas para una concentracion de Ag* de 0,2 mM,
resultaron ser las de mayor tamafio en comparacién con las obtenidas con

quitosano y los copolimeros Q-g-PCL y Q-g-PVP.

Un resumen de las observaciones mas importantes realizadas para
cada polimero en la sintesis de nanoparticulas de plata, son expuestos en la
Tabla V-23.

Tabla V-23 Resumen de observaciones para la sintesis de nanoparticulas
de plata con el uso de quitosano y los copolimeros

sintetizados.

o )
5 - o L
Observaciones § &I’ E. %.
5 > > D
e o e e
Presencia de NPs-Ag Si Si Si Si
Mayor absorbancia UV-Vis (ua) 0,56 0,59 0,50 0,47
Mayor aglomeracion +
NPs de mayor tamaino +
NPs de menor tamafno +
Mayor distribucion de tamarios de NPs +
Mayor homogeneidad de NPs +
Variedad de formas de las NPs +
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V.8.3 Nanoparticulas de platino

La sintesis de nanoparticulas de platino (NPs-Pt) se realizo
mezclando soluciones de distintas concentraciones de iones de platino (Pt?*)
con soluciones poliméricas de quitosano y los copolimeros quitosano-graft-
poli(e-caprolactona), quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona) y quitosano-
graft-poli(etilenglicol)metil éter, a una concentracion de 0,5 g/L. Todas las
sintesis fueron llevadas a cabo a 95 °C. Las soluciones de Pt?>* fueron
preparadas por solubilizaciéon de la sal de tetracloroplatinato (Il) de potasio
(K2PtCls) en agua Milli-Q. Las concentraciones ensayadas correspondieron a
0,1 mM, 0,3 mM, 0,6 mM, 1,0 mM y 1,5 mM del ion Pt?*.

Cada una de las sintesis de nanoparticulas fue monitoreada
mediante espectroscopia UV-Vis y los productos caracterizados mediante
DLS, potencial Zy TEM.

V.8.3.1 Espectroscopia UV-Vis para NPs-Pt

En esta seccidn, se presentan los resultados a los seguimientos de
la sintesis de nanoparticulas de platino, mediante el uso de las absorbancias
medidas por espectroscopia UV-Vis, considerando Ilas distintas
concentraciones de la sal de platino y cada uno de los polimeros utilizados
como agente reductor de los iones metalicos y estabilizante de las
nanoparticulas formadas. Para las mediciones UV-Vis, se utiliz6 como blanco
en cada caso la solucion de polimero mezclada con cada solucion de la sal de

platino a tiempo cero de reaccion.

Se ha reportado que las nanoparticulas de platino pueden presentar
espectros de absorcion diferentes que dependeran de la metodologia y
estabilizantes utilizados, obteniéndose en general bandas con dos maximos
de absorbancias. Por ejemplo, bandas cercanos a 350 y 425 nm para el caso

de las sintesis con el uso de hidracina y estabilizados con quitosano'?, entre
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230 y 280 nm para nanoparticulas de platino encapsuladas en proteinas’?® o
con valores de 216 y 264 nm para nanoparticulas obtenidas por procesos de
sintesis mediante radiacion con el uso de PVP como estabilizante'°. Estos
dos maximos, estan relacionados con dos niveles energéticos del platino (n=5;
I=2 6 5d y n=6; I=0 6 6s) que pueden encontrarse solapados. Para todos los
casos, dichas absorbancias sufren un incremento al aumentar la cantidad de

nanoparticulas de platino presentes.
V.8.3.1.1 Nanoparticulas de platino con quitosano

La sintesis de las nanoparticulas de platino con el uso de quitosano
como agente reductor de los iones metalicos y estabilizante de dichas
nanoparticulas para distintas concentraciones de platino, dio como resultado

las soluciones mostradas en la Figura V-43.

Figura V-43  Soluciones producto de la sintesis de NPs-Pt con el uso de
quitosano como reductor y estabilizante a distinta

concentracion de Pt2+,

Para la verificacion de la formacion de nanoparticulas se realizé el
seguimiento en funcion del tiempo de la reaccién mediante espectroscopia UV-
Vis, registrando la absorbancia obtenida vs la longitud de onda
correspondiente. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura V-44

114



Resultados y discusion

144 1,44 14+
a) b) c)
13 —— 0 min 13 —— 0 min 13 —— 0 min
124 —— 15min 1,2 —— 15min 1,2 —— 15 min
1,14 30 min 1,11 30 min 1,14 45 min
45 min 45 min —— 180 min
_ 104 60 min 60 min _ 109 —— 240 min
@ 0,9 90 min 90 min ®© 0,9 —— 300 min
3> 120 min 120 min =) —— 360 min
© 087 -~ 180 min 180 min © 081 - 420 min
—— 240 min —— 240 min 20,74 —— 480 min
—— 300 min —— 300 min 8 —— 540 min
—— 360 min —— 360 min 506 i —— 600 min
- 420 min - 420 min Bo5][\ —— 720 min
—— 480 min —— 480 min < AR 30 min
——— 540 min ——— 540 min 047 h 60 min
600 min 600 min 03]\ 90 min
— 720 min — 720 min 02] 120 min
0141\ -
0,00 -

T T T 1
500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

T T
300 400

T T T 1
500 600 700 800

Longitud de onda (nm)

T
300

T
500

T
600

T 1
700 800

Longitud de onda (nm)

14 141
L) 4le)
13 —— 0 min 139 —— 0 min
124 —— 15 min 12 —— 15min
1,14 30 min 30 min
45 min 45 min
104 60 min 60 min
@ 0,9 90 min 90 min
> 120 min | 120 min
© 087 -~ 180 min N @‘\ 180 min
20,7 —— 240 min ! \ 240 min
x —— 300 min \ —— 300 min
5 06 - 360 min | - 360 min
205 —— 420 min ) & ——— 420 min
< —— 480 min —— 480 min
041 —— 540 min 041 ——— 540 min
0,3 0,34 —— 720 min
02] . 02] — 600 min
0,14 014
0,0 004 —r
T T T T T ) T T T T T )
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
FiguraV-44  Espectros UV-Vis para el seguimiento de las sintesis de NPs-

Pt con el uso de quitosano a concentraciones de Pt?* de
a) 0,1 mM; b) 0,3 mM; ¢) 0,6 mM; d) 1,0 MMy e) 1,5 mM

En la Figura V-44, se observa que, al transcurrir el tiempo de
reaccion y al aumentar la concentracidon de la sal de platino, se produce un
incremento de las absorbancias correspondientes al producto de esta reaccién
(NPs-Pt). Las absorbancias exhibidas, presentan una banda con dos maxinos
siendo el primero cercano a 230-245 nm y el segundo a 260 nm. Ademas, se
observa que a medida que aumenta la concentracién de platino y el tiempo de
la reaccion, el maximo correspondiente a 230 nm se ve disminuido frente al
aumento del maximo a 260 nm. Este efecto puede estar relacionado a los
niveles energéticos del platino. A medida que aumenta su concentracion, las
interacciones involucradas hacen posible la presencia de un nivel o especie a

expensas de la otra. Posiblemente los maximos de absorcion provengan de la
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banda de conduccion de electrones que se excitan al interactuar con el campo
electromagnético UV-Visible, estos maximos se originarian a partir de las
transiciones intrabandas de los electrones de la banda de conduccién 5d (n=5,
I=2) y 6s (n=6,I=0) a estados de energia mayores, lo que entregaria dos
maximos de absorbancias correspondientes a cada estado electronico del

platino.’30
V.8.3.1.2 Nanoparticulas de platino con quitosano-graft-poli(e-caprolactona)

Para la sintesis de nanoparticulas metalicas de platino con el uso
de copolimero quitosano-graft-poli(e-caprolactona), se obtienen como
producto soluciones como las mostradas en la Figura V-45, las que
corresponden a los productos obtenidos con distintas concentraciones de la

sal de platino en solucién.

Figura V-45  Soluciones producto de la sintesis de NPs-Pt con el uso de
quitosano-graft-poli(e-caprolactona) como  reductor vy
estabilizante a distintas concentraciones de Pt?*.

El seguimiento de la sintesis de nanoparticulas de platino con el uso
del copolimero quitosano-graft-poli(e-caprolactona) se realizd mediante
espectroscopia UV-Vis, registrando la variacion de la absorbancia a traves del
tiempo para las distintas concentraciones de la sal de platino, como se muestra

en la Figura V-46.
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FiguraV-46  Espectros UV-Vis, para el seguimiento de la sintesis de NPs-
Pt con el uso de quitosano-graft-poli(e-caprolactona) a
concentraciones de la sal de platino de a) 0,1 mM, b) 0,3 mM,
c)0,6 mM,d)1,0mMye)1,5mM.

En la Figura V-46 se observan claramente dos maximos de
absorbancia para cada concentracion de muestra con valores cercanos a 240
y 260 nm respectivamente. Estos maximos aumentan en intensidad a medida
que se incrementa la concentracion de la sal y el tiempo de reaccion.
Adicionalmente, se observan maximos de absorbancia superiores con el
copolimero en comparacion a la sintesis con quitosano. En el caso de bajas
concentraciones de la sal de platino, el maximo de menor valor es menos
definido, lo cual puede deberse a una distribucion de las nanoparticulas en sus
dos niveles energéticos. Por otro lado, y al igual que el caso anterior, se

aprecia que hay un cambio de valor en el maximo de absorbancia, lo que
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nuevamente puede relacionarse al cambio de los niveles energéticos que sufre
el platino al ir aumentando su concentracion o las interacciones que

experimente con el polimero.

V.8.3.1.3 Nanoparticulas de platino con quitosano-graft-poli(N-vinil-2-

pirrolidona)

La sintesis de nanoparticulas de platino con el uso del copolimero
de quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona) a distintas concentraciones de la
sal de platino disueltas, dio como resultados las soluciones mostradas en la
Figura V-47, donde se observa un aumento de la tonalidad anaranjada-

amarilla a medida que la concentracién inicial del ion Pt?* aumenta.

Figura V-47  Soluciones de NPs-Pt a distintas concentraciones de la sal de
platino, sintetizadas con el uso del copolimero quitosano-graft-
poli(N-vinil-2-pirrolidona) como reductor y estabilizante de

dichas nanoparticulas.

El seguimiento de la sintesis de nanoparticulas de platino con el uso
del copolimero de quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona) mediante
espectroscopia UV-Vis da como resultado los espectros de absorcion
presentados en la Figura V-48, donde se aprecia un aumento de la
absorbancia en relacion al tiempo de reaccion y al aumento de la
concentracion inicial de la sal de platino. Nuevamente se obtienen dos

maximos que corresponderian a los niveles energéticos del platino.
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FiguraV-48 Sintesis de nanoparticulas de platino con quitosano-graft-
poli(N-vinil-2-pirrolidona) con concentraciones de K2PtCls de
a) 0,1 mM, b) 0,3 mM, ¢) 0,6 mM, d) 1,0 mM, e) 1,5 mM.

Estos maximos de absorbancia que aparecen a longitudes de onda
de 240 y 260 nm respectivamente, corresponderian cada uno a un nivel

energeético del platino.

V.8.3.1.4 Nanoparticulas de platino con quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil

éter

La sintesis de nanoparticulas de platino con el uso del copolimero
quitosano-graft-(etilenglicol)metil éter como reductor y estabilizante, da como
resultado las soluciones expuestas en la Figura V-49, donde se observa un

cambio de tonalidad al aumentar la concentracion de sal inicial.

119



Resultados y discusion

FiguraV-49 Soluciones de NPs-Pt a distintas concentraciones,
sintetizadas con el copolimero quitosano-graft-
poli(etilenglicol)metiléter como reductor y estabilizante de

dichas nanoparticulas.

El seguimiento de la sintesis de nanoparticulas de platino con el uso
del copolimero de quitosano-graft-poli(etilenglicol)metiléter fue realizado
mediante el uso de espectroscopia UV-Vis como se muestra en la Figura V-50.
En los espectros de absorcidon se logra apreciar que a medida que transcurre
la reaccion, se produce un incremento de la banda de absorbancia, la cual, a
la vez aumenta cuando se tiene una mayor concentracion de la sal de platino

disuelta.
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Figura V-50 Espectros UV-Vis para el seguimiento de la sintesis de NPs-
Pt con el uso de quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter
como reductor y estabilizante de nanoparticulas a
concentraciones de la sal de platino de a) 0,1 mM; b) 0,3 mM;
c) 0,6 mM,d) 1,0 mMye) 1,5 mM.

Al igual que para el caso de los polimeros anteriores, se observan
dos maximos de absorbancia en valores cercanos a 240 y 260 nm
aproximadamente. Estos, como se ha mencionado anteriormente,

corresponderian a dos niveles energéticos distintos del platino.'3°
V.8.3.2 Difusién de luz dinamica

La estimacion de la distribucion de los tamanos de las

nanoparticulas de platino sintetizadas fue realizada mediante la técnica de
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difusion de luz dinamica. Los resultados para cada sistema son presentados a

continuacion.
V.8.3.2.1 Sintesis de NPs-Pt con quitosano

La estimacion de la distribucion de tamafios mediante DLS, para la
sintesis de nanoparticulas de platino con quitosano a distintas concentraciones

de la sal de platino, son presentados en la Figura V-51.
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Figura V-51

Distribucién de tamafos mediante DLS para la sintesis de
NPs-Pt con quitosano a concentraciones de K2PtCls de
a) 0,0 mM; b) 0,1 mM; ¢) 0,3 mM; d) 0,6 mM; e)1,0mM vy
f) 1,5 mM.

En la Figura V-51, se observa que en el caso del quitosano puro y

quitosano con concentracion mas diluida de la sal de platino (0,1 mM) no se

observan nanoparticulas, mientras que cuando la concentraciéon de Pt?*
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aumenta se obtienen mas de una poblacion de a valores proximos a 100 nmy
870 nm, las que indicarian la presencia de nanoparticulas de platino y algun
agregado de nanoparticulas formado debido a la interaccion del polimero con

las mismas.

Los resultados de las distribuciones de tamafos son presentados
en la Tabla V-24.

Tabla V-24 Distribuciéon de tamafo de particulas por DLS para la sintesis

de NPs-Pt con quitosano.

Pico 1 Pico 2 Pico 3
Muestra Diametro Poblacion Diametro Poblacion  Diametro  Poblacion
nm % nm % nm %

Quitosano 1,0£0,2 100,00 - - - -
Pt2* 0,1 mM 1,0+0,2 100,00 - - - -
Pt2* 0,3 mM 202,8+£35,5 18,77 860,0+140,0 81,23 - -
Pt2* 0,6 mM 163,3+27,3 21,82 866,2+117,1 78,18 - -
Pt2* 1,0 mM 54,0+5,3 26,31 861,3+138,7 73,69

Pt2* 1,5 mM 7,2+1,0 1,16 150,9+25,5 43,37 870,2+115,6 55,46

V.8.3.2.2 Sintesis de NPs-Pt con quitosano-graft-poli(e-caprolactona)

La sintesis de nanoparticulas de platino con el uso del copolimero
quitosano-graft-(e-caprolactona), da como resultado las distribuciones de
tamanos como las mostradas en Figura V-52. Se observa que, tanto para el
copolimero quitosano-graft-(e-caprolactona) como su mezcla con las
soluciones de platino a distintas concentraciones, existe una poblacion de gran
tamafno, que estaria relacionada al comportamiento del copolimero en el medio
que se encuentra, pudiendo estar originando algun tipo de agregado. Para el
caso de las mezclas con las distintas concentraciones de la sal de platino, se
observan poblaciones de tamafios cercanos a 100 nm y otros de valores
inferiores. Estas nuevas poblaciones indicarian la presencia de nanoparticulas
metalicas de platino o una mezcla de nanoparticulas junto a agregados de

nanoparticulas con el polimero.
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Figura V-52  Distribucion de tamanos mediante DLS para la sintesis de

NPs-Pt

concentraciones

c

on

de K2PtCls

quitosano-graft-poli(e-caprolactona)

a

de a)0,0 mM; b) 0,1 mM,;

c) 0,3 mM; d) 0,6 mM; e) 1,0 mMy f) 1,5 mM.

Los resultados de las distribuciones de tamafios obtenidos para la

sintesis de nanoparticulas de platino con el uso del copolimero quitosano-

graft-poli(e-caprolactona), son presentados en la Tabla V-25. Al igual que el

caso anterior, aun cuando los valores de distribuciones consideran particulas

de tamanos nanométricos, éstas pueden estar distorsionadas por las

interacciones del polimero con las nanoparticulas.

124




Resultados y discusion

Tabla V-25 Distribucién de tamafio de particulas por DLS para la sintesis

de NPs-Pt con copolimero  quitosano-graft-poli(e-

caprolactona).
Pico 1 Pico 2 Pico 3
Muestra Diametro Poblacion Diametro  Poblacion Diametro Poblacion
nm % nm % nm %
Q-PCL 27,7£3,6 1,38 547,6+117,7 98,62 - -
Pt2* 0,1 mM 216,61£26,8 30,60 749,2+149,8 69,40 - -
Pt2* 0,3 mM 12,241,2 1,08 62,7£11,0 8,91 338,3+62,6 90,01
Pt2* 0,6 mM 22,7+£3,3 2,31 217,9+38,4 45,25 712,841354 52,44
Pt2* 1,0 mM 30,1+4,0 1,44 258,5+44.7 40,85 747,2+143,6 57,70
Pt2* 1,5 mM 10,1+1,3 1,67 93,9+11,0 14,65 229,5+31,2 83,68

V.8.3.2.3 Sintesis de NPs-Pt con quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona)

La sintesis de nanoparticulas de platino con el uso del copolimero
de quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona), da como resultado de sus analisis
por DLS las distribuciones de tamafos en soluciéon que se muestran en la
Figura V-53. Al igual que para los casos anteriores, se observan poblaciones
cercanas a 100 nm que pueden relacionarse con la presencia de las
nanoparticulas de platino o una mezcla de nanoparticulas junto a agregados

con el polimero.
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Figura V-53  Distribucion de tamanos por DLS para la sintesis de NPs-Pt

con el

uso de copolimero quitosano-graft-poli(N-vinil-2-

pirrolidona) con K2PtCls a concentraciones de a) 0,0 mM,
b) 0,1 mM; ¢) 0,3 mM; d) 0,6 mM; e) 1,0 MMy f) 1,5 mM

Los valores de las distribuciones aqui obtenidas son presentados

en la Tabla V-26. Al igual que los casos anteriores,

los valores de

distribuciones consideran particulas de tamafios nanométricos, que pueden

estar distorsionados por las interacciones del polimero con las nanoparticulas.
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Tabla V-26 Distribucidon de tamafios de particulas por DLS para la sintesis

de NPs-Pt con el copolimero quitosano-g-poli(N-vinil-2-

pirrolidona).
Pico 1 Pico 2 Pico 3
Muestra Diametro Poblacion Diametro  Poblacion Diametro Poblacion
nm % nm % nm %
Q-PVP 116,0+13,9 2,32 227,9+16.,9 14,76 855,2+144.,8 82,92
Pt2* 0,1 mM 21,615,8 0,89 32,8+3,7 1,28 246,7+55,1 97,83
Pt2* 0,3 mM 82,3+13,9 3,19 349,0+52,3 50,66 844,0+82,7 46,15
Pt2* 0,6 mM 246,4+57,7 100,00 - - - -
Pt2* 1,0 mM 114,4+21,0 10,55 562,0£117,5 89,45 - -
Pt2* 1,5 mM 1,0£0,2 100,00 - - - -

V.8.3.2.4 Sintesis de NPs-Pt con quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter

En el caso de la sintesis de nanoparticulas de platino con el uso de
copolimero quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter, se obtuvieron para las
distintas concentraciones de la sal de platino, las distribuciones de tamafio

mostradas en la Figura V-54.
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Figura V-54  Distribucion de tamanos por DLS para la sintesis de NPs-Pt

con el uso de quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter con
K2PtCla a concentraciones de a)0,0 mM, b)0,1 mM,;
c) 0,3 mM; d) 0,6 mM; e) 1,0 mMy f) 1,5 mM

Los resultados de los analisis de distribucion tamanos mediante

difusion de luz dinamica son presentados en la Tabla V-27. Al igual que para

los casos anteriores, a pesar de observarse la presencia de particulas de

tamafno nanométrico, los valores en general pueden estar distorsionados

debido a las interacciones que pueden existir entre el polimero y las

nanoparticulas, lo cual da como resultados valores que no son acordes a lo

esperado. En la Tabla V-27 se resumen los valores de distribuciones de

tamarnio del analisis DLS de las nanoparticulas de platino sintetizadas con el

uso del copolimero quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter.
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Tabla V-27 Distribucién de tamanos de particulas por DLS para la sintesis
de NPs-Pt con el copolimero  quitosano-graft-

poli(etilenglicol)metiléter.

Pico 1 Pico 2 Pico 3
Muestra Diametro Poblacion Diametro  Poblacién  Diametro  Poblacion
nm % nm % nm %
Q-MPEG 235,6+12,1 12,66 859,9+140,1 87,34 - -
Pt2* 0,1 mM 4,7+0,4 4,45 213,2+40,3 16,82 862,1£117,7 78,73
Pt2* 0,3 mM 63,6+10,2 9,26 330,7+56,4 90,74 - -
Pt2* 0,6 mM 14,415 2,38 52,146,5 6,25 213,3%£35,5 91,37
Pt2* 1,0 mM 7,6+0,7 1,06 126,3+19,3 28,27  530,8+72,7 70,67
Pt2* 1,5 mM 14,242 4 1,10  148,7+25,0 41,03 869,9+115,3 57,87

v.8.3.3 Potencial Z

La determinacion de la estabilidad de las nanoparticulas de platino
sintetizadas con los distintos polimeros fue determinada mediante los valores
de potencial Z. En la Tabla V-28 se presentan los valores para cada uno de
los sistemas, donde se observa que, en todos los casos, las muestras
presentan una buena estabilidad. Sin embargo, esta estabilidad disminuye a

medida que aumenta la concentracion de platino.

Tabla V-28 Potencial Z para las soluciones de nanoparticulas de platino,

respecto a los distintos polimeros utilizados.

Potencial Z
[K2PtCld] gy
mM Quitosano Q-PCL Q-PVP Q-MPEG
0,1 39,3 35,7 38,3 40,3
0,3 413 36,1 39,6 451
0,6 39,1 30,8 34,7 42 4
1.0 39,0 24 4 32,7 36,0
15 32,8 17.9 26,4 31,8
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V.8.3.4 Microscopia de transmision electrénica para NPs-Pt

Mediante la microscopia de transmision electrénica, se busca
establecer la presencia de nanoparticulas de platino, corroborar su tamafio y

determinar su forma.
V.8.3.4.1 Nanoparticulas de platino con quitosano

Los resultados del analisis mediante microscopia de transmision
electronica para la sintesis y estabilizacion de nanoparticulas de platino con el

uso de quitosano son expuestos en la Figura V-55.
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Figura V-55  Micrografias TEM para nanoparticulas de platino sintetizadas
con el uso de quitosano como reductor y estabilizador para
concentraciones de la sal de platino de a) 0,6 MMy b) 1,5 mM,
junto a las distribuciones de tamafos y sus respetivos

espectros UV-Vis.

De las micrografias obtenidas se ve claramente la presencia de

nanoparticulas metalicas de platino. Los valores medios de los tamafos y sus
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desviaciones son presentados en la Tabla V-29. Se observa que al aumentar
la concentracion de platino, existe un aumento en el tamafio medio de las
nanoparticulas. Sin embargo, en ambos casos son nanoparticulas muy
pequefias menores a 12,0 nm de diametro.

Tabla V-29 Tamanos de particulas determinados mediante analisis de

micrografias TEM para la sintesis de NPs-Pt con el uso de

quitosano.

[Pt#*] Diametro
mM nm
0,6 8,7+29
1,5 12,0+ 3,9

V.8.3.4.2 Nanoparticulas de platino con quitosano-graft-poli(e-caprolactona)

Las micrografias obtenidas desde el microscopio de transmision
electronica para los productos de las sintesis y estabilizacion de
nanoparticulas de platino con el uso del copolimero quitosano-graft-poli(e-

caprolactona) son presentados en la Figura V-56
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Figura V-56  Micrografias TEM de nanoparticulas de platino sintetizadas
con el copolimero quitosano-graft-poli(e-caprolactona) a
concentraciones de su sal de a) 0,6 mM y b) 1,5 mM, junto a

las distribuciones de tamanos y sus espectros UV-Vis.

Los resultados de los analisis de las micrografias son presentados
en la Tabla V-30. Se observa, al contrario del caso anterior, que al aumentar
la concentracion de platino los tamafos medios de nanoparticulas disminuyen.
Para ambos casos, los tamafos medios de las nanoparticulas sintetizadas no

superan los 10 nm.
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Tabla V-30 Tamanos de particulas determinados mediante analisis de
micrografias TEM para la sintesis de NPs-Pt con el uso de

copolimero quitosano-graft-poli(e-caprolactona)

[Pt#*] Diametro
mM nm
0,6 95+21
1,5 8,622

V.8.3.4.3 Nanoparticulas de platino con quitosano-graft-poli(N-vinil-2-

pirrolidona)

Los resultados de los analisis de microscopia de transmision
electronica para la sintesis y estabilizacion de nanoparticulas de platino con el
uso del copolimero de quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona) son
presentados en la Figura V-57. En este caso, solo fue posible la obtencién de
las micrografias correspondientes a la sintesis de nanoparticulas a
concentraciones a la sal de platino de 1,5 mM. En esta se observa la presencia
de puntos oscuros correspondientes a centros de mayor densidad electrénica
relacionado con la presencia de nanoparticulas de platino.

a >

Absorbancia (u.a.)

M

100

Count: 47 Min: 1.414

Mean: 7.631 Max: 11.286 3

StdDev: 1.772 Mode: 4 (27) 00 i i ——— . .

Bins: 25 Bin Width: 4 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura V-57  Micrografias TEM para la sintesis de nanoparticulas de platino
con el uso del copolimero quitosano-graft-poli(N-vinil-2-
pirrolidona) como reductor y estbilizador de dichas
nanoparticulas a una concentracion de la sal de platino de
1,5 mM junto a las distribucién de tamafos y su espectro UV-
Vis.
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Los resultados de los analisis de tamafo de la micrografia para la
sintesis de nanoparticulas de platino son presentados en la Tabla V-31, donde

se aprecia que éstas no superan como promedio 7,6 nm.

Tabla V-31 Tamafos de particulas determinados mediante analisis de
micrografias TEM de la sintesis de NPs-Pt con el uso de
copolimero quitosano-graft-poli(N-vinil-2-pirrolidona)

[Pt#*] Diametro
mM nm
0,6 -

1,5 76+18

V.8.3.4.4 Nanoparticulas de platino con quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil

éter

Los resultados de los analisis de microscopia de transmision
electrénica de nanoparticulas de platino sintetizadas con el copolimero
quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter son presentados en la Figura V-58,
donde se puede apreciar la presencia de nanoparticulas metalicas de platino.

Absorbancia (u.a.)
°
2

.
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Count: 40 Min: 1.637 031
Mean: 9.905 Max: 13.153 1
StdDev: 2.162 Mode: 8 (30) 00
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Longitud de onda (nm)

Figura V-58  Micrografias TEM para NPs-Pt sintetizadas con el uso de Q-g-
MPEG junto a sus respectivas distribuciones de tamafos y

espectro UV-Vis.

De los analisis de las micrografias se obtienen los tamafios de

particulas expuestos en la Tabla V-32. Aqui se observa claramente que los
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tamafos de las nanoparticulas para la solucidon mas concentrada no superan

en promedio los 10 nm.

Tabla V-32 Tamafos de particulas determinados mediante analisis de
micrografias TEM para la sintesis de NPs-Pt con el uso de

copolimero quitosano-graft-poli(etilenglicol)metil éter.

[Pt?*] Diametro
mM nm
0,6 -

1,5 99+272

V.8.3.5 Conclusion preliminar para la sintesis de nanoparticulas de

platino

En general, se puede establecer que, para la totalidad de los polimeros
utilizados en la sintesis de nanoparticulas metalicas de platino, se logra la
obtencion de particulas con tamanfos inferiores a los 12 nm. Esto, confirma la
capacidad de estos polimeros para actuar como reductores de los iones

metalicos y posterior estabilizacion de las nanoparticulas.

La sintesis nanoparticulas de platino con quitosano, dio como resultado
nanoparticulas de tamafos similares para las distintas concentraciones de sal
utilizadas, siendo notoria la formacion de agregados a concentracion de
1,5 mM de Pt2*.

El uso del copolimero Q-g-PCL a una concentracion de 0,6 mM de Pt?*
dio como resultado nanoparticulas mas definidas. Para la concentracion de

1,5 mM de Pt?* se observa la formacion de agregados.

Para la sintesis de nanoparticulas de platino con Q-g-PVP y Q-g-MPEG,
se aprecia la presencia de un gran numero de particulas con una distribucion

homogéneo y tamafios similares.
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Un resumen de las observaciones mas importantes realizadas para
cada polimero en la sintesis de nanoparticulas de platino, son expuestos en la
Tabla V-33

Tabla V-33 Resumen de observaciones para la sintesis de nanoparticulas
de platino con el uso de quitosano y los copolimeros

sintetizados.

o (©)
S - o L
Observaciones 3 &_I’ E. %
S > > D
e o o e
Presencia de NPs-Pt Si Si Si Si
Mayor absorbancia UV-Vis (ua) 1,17 1,39 1,09 1,19
Mayor aglomeracion +
NPs de mayor tamaio +
NPs de menor tamafo +
Mayor distribucion de tamafios de NPs +
Mayor homogeneidad de NPs +
Variedad de formas de las NPs +
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VL. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos de este trabajo de Tesis, se

puede concluir:

- Fue posible realizar la insercién de unidades poliméricas de
poli(e-caprolactona), poli(N-vinil-2-pirrolidona) y
poli(etilenglicol)metiléter en cadenas de quitosano

- Se lograron distintos grados de insercion de cadenas
poliméricas sobre quitosano, siendo superiores para el caso de
la poli(e-caprolactona) con una adicion por sobre el 600 %,
continuada por la poli(N-vinil-2-pirrolidona) con una insercion
cercana al 25 % y con un minimo para la macromolécula de
MPEG, con un valor cercano al 12 %. En orden decreciente, el
porcentaje de insercion alcanzado es PCL>>PVP>MPEG

- El grado de insercion de cadenas laterales alcanzado para cada
copolimero puede relacionarse al tamafo de las moléculas a
injertar, la capacidad de interaccidon de sus grupos reactivos y el

tipo de mecanismo de polimerizacion asociada.

- Los copolimeros de quitosano sintetizados presentaron un
aumento de la solubilidad en agua en comparacion a quitosano
sin injertar, presentando solubilidades similares en soluciones
levemente acidas. La mayor solubilidad en agua se logro
apreciar en los copolimeros que fueron sintetizados sobre
quitosano de bajos peso molecular. La solubilidad del quitosano
y los copolimeros Q-g-PCL, Q-g-PVP y Q-g-MPEG en un medio

acuoso, dependera del pH de la solucion
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Se logro solubilizar los copolimeros de injerto obtenidos a partir

de quitosano con tamafios menores a los 42.000 g/mol.

No se logro ampliar la capacidad de solubilidad de los
copolimeros respecto al quitosano, para solventes como DMF,

DMSO, Piridina, metanol y cloroformo.

La sintesis de nanoparticulas de oro y platino, fueron realizadas
en un medio acido homogéneo, a diferencia de la sintesis de
nanoparticulas de plata que fue necesario un medio basico con
la consecuente pérdida de solubilidad de los polimeros. Esto
puede indicar que el proceso de reduccion de las nanoparticulas
se lleva a cabo por distintas vias, las que dependeran del metal

para un mismo tipo de polimero

Se logro la sintesis de nanoparticulas de oro, plata y platino de
acuerdo con distintas condiciones experimentales. Los
resultados apuntan a que la solubilidad de los polimeros es un
factor clave para la estabilizacion de las nanoparticulas
formadas, lograndose establecer que: para una misma cantidad
de polimero y un mismo ion metalico, a mayor concentracion del
ion se puede obtener una mayor concentracion de

nanoparticulas

El quitosano y los copolimeros de injerto sintetizados Q-g-PCL,
Q-g-PVP y Q-g-MPEG presentan capacidades de reducir los
iones metdlicos de Au®*, Ag* y Pt?*, en un medio acuoso,
ademas de permitir la estabilizacién de las nanoparticulas

formadas. Esto debido a sus respectivos grupos funcionales
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hidroxilo, amino, carbonilos y dobles enlaces presentes, los que
permiten la reduccion de los iones metalicos y la estabilizacion

de las nanoparticulas.

Para el copolimero de injerto de Q-g-MPEG no se logro
establecer la presencia de nanoparticulas de oro.

La mayor variedad de morfologias se dio para el caso de las
nanoparticulas de oro con el uso del copolimero Q-g-PVP,
siendo posible obtener nanoparticulas con geometrias
triangulares, hexagonales, esféricas, entre otras. Esto se puede
atribuir la presencia de PVP en la estructura polimérica, la que
ha demostrado en diversos estudios, que permite la generacion
de nanoparticulas con diversas morfologias

Las nanoparticulas con geometria mas irregulares resultaron ser
las de plata, las cuales no presentaron formas muy definidas,
que puede estar relacionada a las limitaciones y capacidad de

equipo utilizado

Las nanoparticulas de platino resultaron ser esféricas, mas
homogéneas y de menor tamafio que el resto de los metales, no

superando los 10 nm de diametro

En general, los polimeros presentaron diferencias en la sintesis
y estabilizacion de nanoparticulas, las cuales se diferenciaron
en forma, cantidad, tamafos y distribucion, dando diversas

posibilidades para la obtencion de nanoparticulas
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Es posible sintetizar nanoparticulas de oro, plata y platino en un
medio acuoso, mediante una metodologia simple, sin uso de
reactivos adicionales y que pueden ser nocivos para el medio

ambiente.
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