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Characterization of gold nanoparticle suspensions in the
presence of the poly (N-isopropylacrylamide) -co-poly
(3-acrylamidopropyl trimethylammonium) copolymer.
Influence of ionic strength and temperature

Resumen

El recubrimiento de nanoparticulas metalicas con polimero es de interés para dotar de
estabilidad a las suspensiones de dichas nanoparticulas. Por otro lado, existen polimeros
termosensibles que responden de acuerdo a la temperatura a las que son expuestos.
Este estudio tiene como objetivo evaluar y caracterizar el sistema conformado por
nanoparticulas de oro y una version del copolimero termosensible PNIPAAM, -co-
PAMPTMA, (+). Para ello se utilizaron técnicas de dispersion dinamica de la luz, potencial
zeta y espectroscopia ultravioleta-visible. EI PNIPAAM, -co-PAMPTMA,_ (+) fue sometido
a ensayos a distintas temperaturas en los que se confirmé que la temperatura critica
inferior de disolucion del copolimero es de aproximadamente 35°C y que en presencia
de un medio salino tiende a agregar independientemente de la temperatura. Por otra
parte, el copolimero se mezcld con nanoparticulas de oro para estudiar si es un buen
agente de recubrimiento y evita la agregacion de las nanoparticulas a elevada fuerza
ionica. Se encontré que el recubrimiento de las nanoparticulas de oro por parte del
polimero es efectivo ya que al variar la fuerza idnica entre 0 My 0,75 M no se observo
agregacion de las mismas. Esto fue corroborado por el espectro UV-visible en donde
los espectros del sistema (0 nanocomposite) copolimero-nanoparticula a fuerzas
idnicas entre 0 My 0,75 M son practicamente iguales, es decir, el pico del plasmén
aparece en todos los casos a la misma longitud de onda de 520 nm lo que indica que
las nanoparticulas de oro no han agregado. Finalmente, se estudio la evolucién del
sistema copolimero-nanoparticula a distintas temperaturas y fuerzas iénicas. Se detecto
que tanto la influencia de la temperatura como de la fuerza idnica provocan que el
sistema conjunto de copolimero-nanoparticula aumente su tamafo. Sin embargo, las
nanoparticulas de oro en su interior permanecen sin agregarse.

Palabras clave: nanoparticulas de oro, copolimero termosensible, agregacion, dispersion
dindmica de la luz, potencial zeta, espectroscopia UV-vis.
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Abstract

The use of polymer coating on metallic nanoparticles in order to provide great
stability The use of polymer coating on metallic nanoparticles in order to provide
great stability of the suspensions of nanoparticles is an important point of research.
On the other hand, there are thermoresponsive polymers that respond according
to the temperature to which they are exposed. This study is aimed to characterize
the system made up of gold nanoparticles and a version of the thermoresponsive
PNIPAAM, -b-PAMPTMA, (+) diblock copolymer. In this study, dynamic light scattering,
zeta potential and ultraviolet-visible spectroscopy were used. PNIPAAM, -b-PAMPTMA,
(+) was subjected to tests at different temperatures through which it was confirmed
that the lower critical solution temperature of the copolymer is approximately
35°C and that in the presence of a saline medium it tends to increase regardless of
temperature. The copolymer was mixed with gold nanoparticles to study it as a good
coating agent for gold nanoparticles to avoid their aggregation at high ionic strength.
The research shows that by varying the ionic strength between 0 M and 0.75 M, the
coating of the gold nanoparticles by the polymer is effective since no aggregation
was observed. This was corroborated by the UV-visible spectrum where the spectra
of the system (or nanocomposite) copolymer-nanoparticle at ionic strengths
between 0 M and 0.75 M are practically the same, i.e,, the plasmon peak appears
in all cases at the same wavelength of 520 nm, which indicates no aggregation of
the gold nanoparticles. Finally, the evolution of the copolymer-nanoparticle system
was studied at different temperatures and ionic strengths. It was detected that both
the influence of temperature and ionic strength cause the copolymer-nanoparticle
nanocomposite to increase its size. However, the gold nanoparticles inside remained
without aggregating.

Keywords: gold nanoparticles, thermoresponsive copolymer, aggregation, dynamic light
scattering, zeta potential, UV-vis spectroscopy.

INTRODUCCION

Enlas Ultimas décadas, las nanoparticulas de oro (AuNPs) han sido ampliamente estudiadas
debido a que sus caracteristicas fisico-quimicas las hacen aplicables en multiples campos
que van desde la biomedicina a la catélisis o la biodeteccion [1]. En este sentido, las AUNPs
pueden ser utilizadas para el transporte selectivo de farmacos [2], para diagnostico de
enfermedades cancerigenas o para el tratamiento de tumores [3].

Para poder llevar a cabo todas esas aplicaciones es de interés el estudio de la formacion
de agregados de nanoparticulas y de como prevenirlos. Esto es debido a que las
soluciones coloidales son termodindmicamente inestables y tienden a flocular [4].
La comprensién adecuada del proceso de agregacion de las AuNPs es fundamental,
asi como del proceso de estabilizacion. En principio, la estabilizacion se logra por dos
mecanismos, la estabilizacién de carga y la estabilizacion estérica [5] y existen varios
trabajos dedicados a tratar este tema [5-7].
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El objetivo de esta investigacion es caracterizar la estabilizacion de las soluciones de
AuNPs al estar recubiertas de un copolimero termosensible. Sistemas de nanoparticulas
en presencia de polimeros o copolimeros han sido estudiados previamente [4,8-10]
con resultados que han servido de gufa para este estudio. Especificamente, el sistema
(copolimero-AuNPs)  PNIPAAM, -b-PAMPTMA (+) parecido al estudiado en este
trabajo, ha sido caracterizado en estudios anteriores en los cuales se concluye que,
concentraciones altas del copolimero permiten una mejor estabilizacion estérica y
electrostatica de las AuNPs [5].

Para el presente estudio se planted primero la caracterizacion de AuNPs individuales a
distintas fuerzasidnicas y temperaturasy a continuacion se caracterizo la version utilizada
del copolimero poli(N-isopropilacrilamida)-co-poli((3-acrilamidopropil) trimetilamonio,
PNIPAAM, -co-PAMPTMA, (+) que no ha sido estudiadas con anterioridad. La poli(N-
isopropilacrilamida) o PNIPAAM es un polimero termosensible con una temperatura
de disolucién critica inferior LCST (Lower Critical Solution Temperature) por encima
de la cual las cadenas del copolimero se agregan formando estructuras micelares
[11]. Esto es debido a que posee en su estructura grupos amida hidrofilicos y grupos
isopropil hidrofébicos. Temperaturas por debajo de LCST provocan un comportamiento
hidrofilico del PNIPAAM mientras que temperaturas por encima de LCST provocan un
comportamiento hidrofébico pasando a formar micelas o glébulos [12]. Asi, cuando
este polimero se encuentra en disolucién acuosa se produce una separacion de
fases al calentarse por encima de su temperatura critica LCST aproximadamente 32°C
[12]. Considerando que el PNIPAAM es termosensible, la union del mismo con las
nanoparticulas de oro podria influir en el comportamiento de cambio de fase provocado
por la temperatura [13]. Se utilizo el copolimero PNIPAAM, -co-PAMPTMA, (+) derivado
del PNIPAAM en lugar del anterior ya que el anclaje de este en las nanoparticulas de oro
es mas facil debido a que la carga positiva que adquiere el copolimero en disolucion le
permite interaccionar facilmente con la superficie negativa de las nanoparticulas de oro
comerciales utilizadas [9].

Tras la caracterizacion de las AuNPs y del copolimero individualmente, se procedié a
la caracterizacion del sistema formado por ambas entidades cuando se varia la fuerza
idnica y la temperatura. Para ello se utilizaron las técnicas de espectroscopia UV-visible,
dispersion dindmica de la luz y potencial zeta.

MATERIALES Y METODOS
Nanoparticulas de oro

En el transcurso de este estudio se han utilizado nanoparticulas de oro comerciales
con didmetro hidrodindmico nominal de 10 nm, aunque al ser utilizadas cuatro
meses después de su compra las nanoparticulas habian agregado algo y el didmetro
real que determinamos mediante medidas de dispersién dindmica de luz era 20 nm.
La concentracién aproximada de la suspensién comercial era 6x10'? particulas/
cm?®. Las nanoparticulas fueron adquiridas a Sigma-Aldrich (Ref. 741957-25ML). Estas
nanoparticulas estan recubiertas con citrato, molécula que las estabiliza al dotar a su
superficie de carga negativa lo que evita en alguna medida su agregacion.
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Copolimero

La variante del copolimero poli(N-isopropilacrilamida)-co-poli((3-acrilamidopropil)
trimetilamonio utilizada en este trabajo, PNIPAAM,-co-PAMPTMA, (+), fue sintetizada
en el Grupo del Prof. Nystrom de la Universidad de Oslo a partir de PNIPAAM [11].

La Fig. 1 ilustra la estructura general de este copolimero. En la versién empleada en
este trabajo, la parte correspondiente al PNIPAAM tiene una longitud de cadena n =48
mondémeros y la parte correspondiente al PAMPTMA(+) tiene una longitud de cadena
m = 6 mondmeros que fue sintetizada de forma exclusiva en el laboratorio del Prof.
Nystrém y utilizada en este trabajo por primera vez. Para abreviar la nomenclatura del
copolimero a lo largo de este trabajo lo denominaremos P-48/6. El peso molecular
promedio de este copolimero es 8190 g/mol.

Figura 1. Estructura general del copolimero PNIPAAM -co-PAMPTA (+). En este trabajon =48y m =6

Disoluciones utilizadas

Se prepard una disolucién acuosa de P-48/6 de concentracion de 0,1% en peso de forma
que, al anadirla a la disolucién de nanoparticulas, la concentracién en las condiciones de
trabajo era 0,075% en peso con lo cual se logra un exceso con respecto a las AuUNPs que
asegura el recubrimiento de éstas [9].

Por otro lado, para variar la fuerza iénica del medio, se prepard una disolucion de cloruro
de sodio, NaCl, de concentracion 2 M a partir de la cual se prepararon las disoluciones
de trabajo mediante dilucion. El NaCl fue adquirido a Panreac y tenfa un 99% de pureza
segun las especificaciones del fabricante.
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Técnicas de caracterizacion

avances  Espectroscopia ultravioleta-visible

g espectroscopia UV-visible se basa en caracterizar las longitudes de onda (A) en el
rango ultravioleta-visible a las que absorbe radiacion una molécula o particula. En el caso
de las nanoparticulas metalicas, estas presentan un maximo de absorcién caracteristico,
denominado pico de resonancia de plasmaén superficial (SPR), que depende del tamafio
de la nanoparticula. Para el caso de las AuNPs, este pico aparece en la region del visible
entre el rojoy el verde.

Los espectros de absorcién se realizaron con un espectrofotometro ultravioleta-visible
(UV-vis) T92+ de PG Instruments Ltd. en el cual se utilizd un rango de longitud de onda
de barrido de 400 a 850 nm siendo el intervalo de barrido de 1 nm.

Dispersion dinamica de la luz (DLS)

La técnica de la dispersion dindmica de la luz es utilizada para la determinacion del
tamano de las particulas en suspensién o macromoléculas en disolucion. Esta técnica se
basa en analizar la fluctuacion a lo largo del tiempo de la intensidad de luz dispersada
por las particulas a un determinado dngulo y correlacionar la rapidez de la fluctuacion
con el tamafo de las particulas. Las fluctuaciones son debidas al movimiento browniano
aleatorio de las particulas, fendmeno explicado por Albert Einstein cuya teorfa permite
escribir la siguiente relacion entre el coeficiente de difusion de las particulas con
movimiento browniano y su tamafio,

KT

. 5
~ 6, R, M

donde D es el coeficiente de difusion, K, es la constante de Boltzmann, n, la viscosidad
del disolvente, T la temperatura absoluta y R el radio hidrodinamico de las particulas.

Esta técnica fue ampliamente desarrollada por R Pecora [14]. Las mediciones de
dispersion de luz se realizaron en un equipo ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments
Ltd. Malvern, Reino Unido) que posee una fuente de luz laser He/Ne de 4 mW que emite
a una longitud de onda de 633 nm y detecta la intensidad dispersada a un dngulo de
173°. El andlisis de los datos es realizado por el software del equipo (Malvern ZetaSizer
Software 7.03) el cual lleva a cabo el andlisis de la funcion de correlacion procedente
de las fluctuaciones en intensidad, obtiene el coeficiente de difusion D de las particulas
en suspension y a través de la ecuacion (1) relaciona este con el tamafo o radio
hidrodindmico de las mismas.

Ademas, dicho software es capaz de proporcionar la funcién de distribuciéon del tamafo
hidrodindmico. La funcién de distribucion primaria que se obtiene de la técnica de
dispersion de luzes ladenominada funcion de distribucion enintensidad. Esta funcién de
distribucion informa sobre los tamanos de particula presentes en la disolucién, pero no
es indicativo de sus poblaciones relativas ya que las particulas grandes dispersan mucha
mas luz que las pequenas, aunque su poblacién sea menor. Cuando aparecen muchos
picos en la distribucion e interesa conocer qué tamafo tiene una mayor poblacién
de particulas, el software permite, conocidos ciertos pardmetros caracteristicos de las
particulas, transformar la distribucién en intensidad en la denominada distribucién en
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volumen donde la altura del pico es méas proporcional a la poblacion de particulas que
presentan ese tamano.

Aparte, en este estudio se corroboran las estimaciones del radio hidrodindmico extraidas
del software mediante una aproximacion con el radio de giro (Rg). Asf, la ecuacion (2)
estima el Rg para polimero vinilicos flexibles con conformacion de ovillo al azar [15],

S
R,= CoNeex %C @)

donde Ceo es la razén caracteristica (parametro cuyo valor depende del grado de
flexibilidad del polimero), Nc-c es el nimero de enlaces carbono-carbono, y dc-c es la
longitud del enlace carbono-carbono.

De esta manera, en el caso de estudio, el nimero de enlaces C-C en el esqueleto del
copolimero (n=48 y m=6) es aproximadamente n + m, siendo la longitud de esos
enlaces la tipica del enlace simple C-C, dc-c = 0.154 nm. Como valor de Ceo se puede
tomar como aproximacion razonable Ceo = 10,6, que corresponde al Ceo del PNIPAAM
[16], puesto que la mayor parte del copolimero corresponde a este tipo de polimero.

Potencial zeta ({)

El potencial zeta (Q) es el potencial eléctrico a cierta distancia de la superficie de
una particula o macromolécula cargada en disolucion y esta relacionado con la
carga superficial de dicha particula. El valor del potencial zeta es Util para evaluar la
estabilidad de la suspensién de las nanoparticulas. Valores préximos a cero indican que
la superficie posee poca carga eléctrica por lo que las particulas pueden aproximarse
y agregarla. Valores grandes (en valor absoluto) son indicativos de la estabilidad de
la suspension. Asf, si el potencial zeta (en valor absoluto) es mayor que 30 mV, la
suspension se considera estable.

El potencial zeta se midi6 en el mismo equipo que la dispersion de luz dindmica, es decir
un equipo ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd. Malvern, Reino Unido).

RESULTADOS Y DISCUSION

En esta investigacion se caracterizaron tres sistemas: (1) AuNPs a distintas fuerzas
ionicas (puesto que la fuerza idnica influye en su agregacion), (2) copolimero
termosensible P-48/6 a distintas temperaturas (puesto que la temperatura influye en
su agregacion y formacién de micelas) y (3) mezcla del copolimero P-48/6 con AuNPs
a diferentes fuerzas idnicas y temperaturas. El objetivo principal de los ensayos es
observar la interaccion de las AuNPs con el P-48/6 en un rango de temperatura y en
presencia y ausencia de sal.
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Caracterizacion de AuNPs a distintas fuerzas idnicas

avances  Las suspensiones coloidales son termodinamicamente inestables y tienden a flocular.

M En el caso de las AUNPs comerciales, para evitar su agregacion, estas vienen recubiertas
de citrato. Al afiadir sal, el recubrimiento negativo de las AuNPs es apantallado y las
nanoparticulas se agregan. Asi, mediante las técnicas de DLS y UV-visible, se caracterizd
la extension de esta agregacion a distintas concentraciones de sal transcurridas 24
horas tras la adicién de sal para asegurarse de que la reaccién de agregacién habia
evolucionado de forma suficiente. La temperatura de trabajo fue 25°C.

La Fig. 2 representa la distribucién de las AUNPs a distintas fuerzas idnicas entre O M y 1
M. A fuerzas idnicas bajas, comprendidas entre 0 My 0,1 M la agregacion se realiza de
manera lenta y casi imperceptible por lo que el tamarfio de las particulas formadas es
similar al tamano inicial de las AuNPs y el pico no cambia de posicién. La concentracion
de NaCl utilizada no basta para apantallar la carga de la superficie de la nanoparticula
permaneciendo estable largo tiempo. A fuerzas idnicas de 0,5 M se aprecia que las
AUNPs experimentan agregacion, desplazéndose el pico de la funcion de distribucion
a un tamano unas cuantas veces mayor del tamano inicial. A fuerzas iénicas de 0,75 M
y 1 M, el pico de la distribucion de tamafo se desplaza a valores superiores a 100 nm,
indicando una fuerte agregacién. De hecho, a valores de fuerza iénica superiores a 0,75
M los agregados alcanzan un tamafio limite que hacen que precipiten rapidamente.
Dicha precipitacion se apreciaba claramente a fuerza idnica 1 M (a las 24 horas la mayoria
de los agregados habifan ya precipitado). En base a esto se eligio la fuerza iénica 0,75 M
como limite en este estudio.

25 — |=0M
— =0IM
20 — |=05M
1=075M
5 —_ =M
-]
=
}‘E_' 10
=
5
0 ‘ ; ‘ —_
0,1 10 1000
Tamaiio (d.nm)

Figura 2. Distribucion de tamafio de AuNPs a diferentes fuerzas ionicas a tiempo de 24 horas

EnlaFig. 3 se muestra el andlisis de UV-visible que confirma las conclusiones anteriores.
A fuerzas idnicas bajas, 0 My 0,1 M la longitud de onda correspondiente al maximo
de absorbancia es siempre la misma y muy cercana a 520 nm, lo que corresponde a
AuNPs con tamafios inferiores a 50 nm (cuyas suspensiones presentan un caracteristico
color rojo [17]). Este resultado indica que no existe agregacion apreciable de las
nanoparticulas en ese rango de fuerza idnica. Por el contrario, a una fuerza iénica

7 DOI: https://doi.org/10.18272/aci.v13i2.2338


https://doi.org/10.18272/aci.v13i2.2338

Articulo/Article
Seccién/Section A

Vol. 13, nro.2
1D: 2338

avances
en ciendias e
ingenierias

Caracterizacién de suspensiones de nanoparticulas de oro en presencia del copolimero poli (N-isopropilacrilamida)-co-poli
(3-acrilamidopropil trimetilamonio). Influencia de la fuerza iénica y la temperatura
Herrera / Hernddez (2021)

de 0,75 M se observa claramente el desplazamiento del pico del plasmén a valores
mayores de longitud de onda, asi como su ensanchamiento lo que es indicativo de
que se han formado agregados de gran tamano. Esto se evidencia en la pérdida de la
coloracién roja tipica de las suspensiones de AuNPs de 20 nm, pasando la suspension
a una coloracién mas bien purpura, indicador de que las nanoparticulas han agregado

aumentando de tamano.
— =0M

—=01M
e | = 0,75 M

Absorbancia

| | | | | |
400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Figura 3. Espectro UV-visible para AuNPs a distintas fuerzas ionicas

Caracterizacion del copolimero P-48/6 a distintas temperaturas

LLa influencia que puede tener la temperatura en el comportamiento del copolimero es
el objeto de estudio en este apartado. Para ello se prepard una disolucion de copolimero
P-48/6 de concentracion 0,01% en peso sin sal anadida (fuerza idnica cero, | = 0 M). Para
caracterizar el copolimero se utilizd una concentracion pequena (diez veces inferior a la
concentracion preparada inicialmente y utilizada luego para recubrir las nanoparticulas)
para evitar que las cadenas agreguen debido a las interacciones producidas por la
elevada concentraciéon y no simplemente por efecto de la temperatura. Asi, una elevada
concentracion conlleva una excesiva turbidez cuando se alcanza la temperatura LCST
que impide una buena medicion de la intensidad de luz dispersada.

Laevolucion deltamano del copolimero conlatemperaturaen unrango de temperaturas
entre 25°C y 55°C se estudié mediante la técnica de dispersion de la luz. A pesar de la
baja concentracién utilizada para el copolimero (mds pequefia no es posible porque no
da buena sefal), a cualquier temperatura se producen interacciones entre las cadenas y,
por tanto, agregados, por lo que la distribucion en intensidad presenta picos a muchos
tamanos. Para dilucidar qué picos (qué tamanos) son realmente importantes a cada
temperatura se ha representado la distribucion en volumen (Fig. 4). Asi, en la Fig. 4 se
observa que a 25°C y a 35°C las cadenas de polimero estan poco o nada agregadas, lo
que significa que a estas temperaturas predomina el caracter hidrofilico del copolimero
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y ésta esta bien disuelto. De hecho, los picos de la distribucion aparecen en torno a 3 nm
que corresponde al tamafo que tendrian las cadenas individuales del copolimero en
disolucién. Este valor se puede estimar considerando la ecuacion (2) para el radio de giro
Rg. Efectuando los célculos se obtiene que el valor del R, es de 1,5 nm, es decir, un
didmetro (valor representado en Fig. 4) de 3 nm.

A partir de 35°C existe la presencia solo de agregados (los picos de la Fig. 4 aparecen
en torno a 500 nm). Esto es logico puesto que a temperaturas superiores a la LCST en
la cadena de copolimero predomina el carcter hidrofobico, provocando la formacién
de redes o agregados de polimero debido a interacciones entre los segmentos
hidrofébicos.

b — 25
— 35
20 —45C
= 55C
S
e 15
@
£
=
=
10
5
0 | I I I I |
01 1 10 100 1000 10000

Tamaiio (d.nm)
Figura 4. Distribucion de tamafios en volumen del copolimero P-48/6 a distintas temperaturas con | =0 M

Caracterizacion del nanocomposite (AuNPs + P-48/6) a distinta fuerza ionica

Para lograr el recubrimiento de las AuNPs con el copolimero se mezclaron 0,5 ml de
disoluciéon comercial de AuNPs y 1,5 ml de disolucién P-48/6 de 0,1% en peso con lo
que la concentracion de trabajo del copolimero fue 0,075% en peso. Esta disolucion fue
analizada por medio de las técnicas de DLS, UV-visible y potencial zeta.

Para facilitar la comparacion de los tres sistemas estudiados, en la Fig. 5 se representan
conjuntamente las funciones de distribucion en volumen de las disoluciones iniciales
de AuNPs, P-48/6, y nanocomposite (AuNPs + P-48/6) a la temperatura de 25°C y en
ausencia de sal afadida (I = 0). Se aprecia el pico del P-48/6 en torno a 3 nm, el pico
de las AuNPs originales en torno a 20 nmy el pico del nanocomposite a un tamafo
algo mayor que el de las AuNPs individuales, en torno a 50 nm. Una interpretacién
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puede ser que las cadenas de copolimero interaccionan con las nanoparticulas de oro
y las recubren generando una estructura de mayor tamano que la AuNPs individuales.
También pueden existir pequefas redes de copolimero que atrapen nanoparticulas
en su seno.

25
— AUNP:OM
— AuNP-P-48/6: OM
20 P-48/6: OM
E 15
b5,
£
=
S 10
5
O | 1 | | | |
01 1 10 100 1000 10000

Tamaiio (d.nm)

Figura 5. Comportamiento de AuNPs, (AuNPs. P-48/6) y P-48/6 al =0 My a 25°C

La Fig. 6 corresponde a las funciones de distribucién en intensidad de las disoluciones
de AuNPs, P-48/6 y del nanocomposite (AuNPs + P-48/6) a la fuerza idnica limite | = 0,75
My a 25°C. Como ya se vio en las Fig. 2 y 3, las AuNPs individuales agregan en presencia
de sal, apareciendo tamafos en torno a 200 nm. Por otro lado, el copolimeroal=0,75M
estd principalmente en forma de agregados y no hay cadenas individuales (no aparece
pico en torno a 3 nm). Aunque la temperatura es inferior a la LCST, la concentracion de
trabajo es elevada y la presencia de sal apantallando la carga del copolimero facilita que
las cadenas de éste se asocien. Cuando se forma el nanocomposite, en el sistema AuNPs
+ P-48/6, estas redes de copolimero que se forman a elevada fuerza iénica, atrapan
todas las AuNPs en su interior por lo que la funcion de distribucién del sistema AuNPs
+ P-48/6 estd formada por picos a partir de 100 nm (si hubiera AuNPs libres habria un
pico a 20 nm en la funcién de distribucién). El tamafio de estas redes de copolimero
con AuNPs atrapadas es algo menor que las redes formadas solamente por P-48/6
solo. Esto se puede explicar porque las AuNPs atrapadas (carga negativa) producen un
apantallamiento extra de la carga positiva de las cadenas de copolimero que forma la
red con lo que la red puede encogerse algo mas.
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Figura 6. Distribucion de intensidad de AuNPs, (AuNPs. P-48/6) y P-48/6 a | = 0,75M, 25°C

Finalmente, esimportante determinar silas AUNPs que forman parte del nanocomposite
se encuentran agregadas en presencia de sal. La Fig. 7 recoge los espectros UV-vis de
las disoluciones de las AuNPs individuales y del nanocomposite tanto en presencia
como en ausencia de sal. Se aprecia que la longitud de onda a la que aparece el pico
de plasmoén en el nanocomposite (AuNPs + P-48/6) tanto a fuerza idnica 0 M como 0,75
M es aproximadamente la misma e igual a la longitud de onda del pico de plasmdén
caracteristico de las AuNPs sin agregar a | = 0 M, (el copolimero no da sefal UV-visible),
es decir aproximadamente 520 nm. De esta manera se puede afirmar que, si bien el
copolimero agrega con la sal, las AUNPs permanecen sin formar agregados, atrapadas e
inmovilizadas individualmente en la red de copolimero.
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Figura 7. Espectro UV-visible de AuNPs y (AuNPs. P48/6) a 25°Cyal=0My0,75M

Ciertamente, el pico del sistema (AuNPs + P-48/6) a 1=0,75 M esta ligeramente desplazado
a longitudes de onda mayores respecto del pico de las AuNPs individuales, pero esto
puede achacarse a que muchas de las nanoparticulas atrapadas en la red polimérica se
encuentran suficientemente proximas (sin llegar a agregar). La agregacion de las AuNPs,
por otro lado, es clara, como ya se puso de manifiesto en la Fig. 3, cuando se afade sal
sin que esté el copolimero presente.

Figura 8. Imagen TEM del nanocomposite a | = 0 M. Escala de 200 nm
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Las afirmaciones anteriores son apoyadas por imagenes de microscopia de transmision
de electrones TEM. estas arrojan luz sobre el comportamiento de las AuNPs dentro del
copolimero. Las Fig 8 es una imagen TEM correspondiente a una fuerza iénica I=0 M. En
ella se nota claramente que las AuNPs se encuentran en forma dispersa, asociadas en su
mayorfa a cadenas de polfimero individuales.

Figura 9. Imagen TEM del nanocomposite a| = 0,75 M. Escala de 200 nm

Cuando la fuerza iénica es | = 0,75 M, obtenemos la imagen TEM mostrada en la Fig 9
donde se aprecia que las AuNPs siguen sin agregar, aunque aparecen menos dispersas
que anteriormente. Esto Ultimo puede explicarse debido a que el copolimero, al estar
expuesto a una fuerza idnica elevada, se encuentra formando marafas compactas,
razén por la cual en la imagen se observa que las AUNPs impregnadas en estas marafas
se encuentran muy juntas entre si, pero conservan su individualidad.
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Caracterizacion del nanocomposite (AuNPs + P-48/6) a distinta temperatura

20 —T=25C
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<
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10 100 1000 10000
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Figura 10. Distribucion de tamaio del (AuNPs. P-48/6) a distintas temperaturas con fuerza iénica de 0,75 M

Ya que el copolimero es termosensible, se estudid el comportamiento del sistema
(AUNPs + P48/6) al variar la temperatura entre 25°C y 55°C fijando la fuerza iénica en
el valor limite de 0,75 M. En la Fig. 10 se representa la distribucién en intensidad del
tamano del nanocomposite para las distintas temperaturas consideradas.

A 25°Cla distribucién es la misma que ya aparecia en la Fig. 6. Alaumentar la temperatura
enelrangode 35°Ca 55°C, se observa que la distribucion se desplaza a tamafios mayores.
Esto es coherente con la LCST confirmada en este estudio. Es decir, a temperaturas de
35°Cy 55°C el copolimero adquiere un caracter hidrofébico global y tiende agregar, aun
mas de lo que ya estaba debido a la fuerza idnica. Luego, al parecer, tanto la temperatura
como la fuerza iénica influyen en el tamafo del nanocomposite, observando un mayor
tamafoal=0,75M.

Enla Fig. 10 también se ha representado la distribucion obtenida a 25°C tras dejar enfriar
la muestra (25°C vuelta), aproximadamente una hora después de terminar con el ensayo
a 55°C. Se observa que, al dejar pasar un cierto tiempo, el nanocomposite empieza a
disminuir su tamafo (picos se desplazan a tamafos menores) lo cual indica que esta
ocurriendo un proceso de desagregacion de los agregados formados entre las cadenas
del copolimero por efecto de la temperatura.
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Figura 11. Espectro UV-visible de (AuNPs. P48/6) a temperaturas de 25°Cen ida y vuelta con 1 =0,75 M

Ahora bien, que el sistema (AuNPs + P-48/6) haya agregado a temperaturas superiores
a la LCST no nos aclara lo sucedido con las AuNPs atrapadas en su interior. Ante la
imposibilidad de llevar a cabo un anélisis de UV-visible a distintas temperaturas con la
instrumentacion utilizada, se procedié a caracterizar el estado de las AuNPs a 25°C tanto
al inicio de la rampa de temperatura (ida) como tras el proceso de enfriamiento (vuelta).
La Fig. 11 recoge los espectros obtenidos en ambas situaciones. Se aprecia que las
AuNPs mantienen en todo momento su pico de plasmén a 520 nm aproximadamente,
tanto antes de iniciarse la rampa de temperatura como después. Esto evidencia que las
AuNPs no se encuentran agregadas sino simplemente atrapadas en las redes formadas
por las cadenas del copolimero.

Estudio del potencial zeta ({)

Se utilizé la medida del potencial zeta para determinar la estabilidad de las suspensiones
de las AuNPs solas, del copolimero y del sistema (AuNPs + P-48/6). Las mediciones se
realizaron a 25°C y a fuerzas iénicas nula y 0,05 M (la fuerza idnica ha de ser pequefa
porque una fuerza idnica excesiva implica una elevada conductividad que estropea los
electrodos de la celda de trabajo). Los experimentos se llevaron a cabo en el mismo
equipo que se utilizd para las medidas de DLS.

Asi, si el potencial zeta presenta valores muy positivos 0 muy negativos, las particulas
coloidales tienden a repelerse y la suspension es estable. Se asume que valores de
potencial zeta por debajo de -30 mV y por encima de +30 mV confieren estabilidad
a la suspension coloidal. Si el potencial zeta se encuentra entre estos valores, las
suspensiones coloidales seran inestables y tienden a agregarse.

En la Fig. 12 se representan en forma de diagrama de barras las medidas del potencial zeta
llevadas a cabo para las AuNPs, el P-48/6 y el nanocompsite (AuNPs + P-48/6). En las AuNPs a
fuerzaionica 0 M, el potencial zeta tiene valores de -30 mV, por tanto, se pone de manifiesto la
estabilidad de las mismas. Por el contrario, si se aumenta la fuerza iénica a 0,05 M, el potencial
zeta tiende hacia cero con lo que las AUNPs serdn menos estables y empezaran a agregar.
Estos valores son consecuentes con lo observado en el DLS y UV-visible para las AuNPs.
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Figura 12. Medidas del potencial zeta

El P-48/6, que es de naturaleza catidnica, tiene un potencial zeta positivo de 25 mV a
=0 M, lo que implica una relativa estabilidad del copolimero al ser el potencial muy
cercano a 30 mV. En cambio, al aumentar la fuerza iénica, el potencial zeta disminuye
con lo que aumenta la tendencia del copolimero a formar agregados. Esto es coherente
con el comportamiento observado en los experimentos de DLS.

Finalmente, los valores del potencial zeta para el nanocomposite (AuNPs + P-48/6) son
perfectamente coherentes con los resultados procedentes de las medidas de DLS y UV-
visible. A1 =0 M ya se tiene un valor menor que 30 mV, es decir el nanocomposite
tiene cierta inestabilidad como se evidencio en la Fig. 6 donde se pone de manifiesto la
presencia de agregados (aunque son agregados de copolimero, no de nanoparticulas
como se discutid anteriormente). Por otro lado, al aumentar la fuerza iénica, como se
esperaba por los andlisis previos, el nanocomposite (AUNPs + P-48/6) pierde estabilidad
formando agregados mayores.

CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de oro tienden a perder su estabilidad y agregarse al aumentar la
fuerza iénica de la suspension en la que se encuentran. La distribucién de tamario vy el
desplazamiento del pico de plasmon obtenidos a través de las técnicas DLS y UV-visible
ponen de manifiesto este fenébmeno de agregacion. Se pudo determinar que a fuerzas
idnicas mayores de 0,75 M (utilizando como electrolito de NaCl) la suspension pierde su
estabilidad en un tiempo inferior a un dfa y las nanoparticulas agregadas precipitan.

La temperatura LCST del copolimero PNIPAAM, -co-PAMPTMA, (+), o P-48/6, es
aproximadamente 35°C. Por encima de esa temperatura, las funciones de distribucion
de tamafno obtenidas mediante DLS se desplazan a tamafos mayores que los
correspondientes a cadenas individuales. Esto es debido al aumento del caracter
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hidrofébico del segmento de PNIPAAM que provoca la agregacion de las cadenas.
Ademads, en presencia de sal, el copolimero P-48/6 tiende a formar redes. Esto implica
que, aulin a temperaturas inferiores a la LCST, cuando el caracter hidrofilico predomina,
el copolimero agrega. Asi que, el copolimero no sélo es termosensible sino también
susceptible a la fuerza idnica.

En el nanocomposite (AuNPs + P-48/6) a fuerza ionica 0,75 M, las nanoparticulas
permanecen sin agregar, atrapadas en el interior de una red formada por diversas cadenas
de copolimero como pone de manifiesto la utilizaciéon conjunta de las técnicas de DLS
y espectroscopia UV-visible. Al aumentar la temperatura de la disolucion, el copolimero
adquiere caracter hidrofébico a temperaturas superiores a 35°C, favoreciéndose las
interacciones copolimero-copolimero y el consecuente desplazamiento de la funcién de
distribucién a tamafos mayores. Sin embargo, el pico de plasmén permanece en el mismo
valor de longitud de onda correspondiente a las AuNPs originales (520 nm). Por tanto, tras
aumentar la temperatura y la fuerza idnica en el nanocomposite (AuNPs + P-48/6), las
AuNPs permanecen en forma individual atrapadas y protegidas por la red de copolimero.

Finalmente, en principio, el copolimero PNIPAAM -co-PAMPTMA, (+) podria ser utilizado
para recubrir y estabilizar otro tipo de nanoparticulas metélicas debido a que cualquier
nanoparticula con carga superficial negativa es susceptible de interaccionar con el
copolimero de carga positiva.
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