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1. RESUMEN

En este trabajo de investigacion se sintetizé un hidrogel termosensible y eléctricamente neutro
como estrategia para embeber nanoparticulas plasmdnicas, formando asi un nanocomposito
con la capacidad de absorber un contaminante y potencialmente generar una respuesta medible
que permita determinar su presencia en muestras de agua. Para la sintesis del hidrogel se uso
como mondmero principal a la N-isopropilacrilamida (NIPAAmM) y como mondémero
modificador a la N-Vinil-2-pirrolidona (NVP). Como agente entrecruzante se usé N,N’-
metilenbisacrilamida (MBAAmM) y como iniciador de la polimerizacion se uso persulfato de
amonio (APS). Esta matriz polimérica, conformada por redes del copolimero poli(NIPAAmM-
co-NVP), fue sintetizada en la presencia de una dispersion de nanoparticulas de oro (AuNPs),
para formar asi tres tipos de nanocompositos, en dependencia de la concentracion de AuNPs
presentes en el medio de reaccion. Las AuNPs fueron sintetizadas previamente a través del
método de Turkevich. Para la estabilizacion de la dispersion de AuNPs se utilizo el agente
surfactante Tween-20. Estas nanoestructuras fueron caracterizadas por microscopia electrénica
de transmisién (TEM) y espectroscopia UV-vis, arrojando como resultados un tamafio de
particula de ~13 nm y una absorbancia maxima a 522 nm debida a sus propiedades de
resonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR), respectivamente.

Para efectos comparativos, se sintetizd también un hidrogel y un nanocomposito usando
NIPAAmM como unico monomero. En general, los estudios de hinchamiento fueron evaluados
tanto para los hidrogeles de PNIPAAm y del copolimero poli(NIPAAmM-co-NVP), asi como
sus respectivos nanocompositos, encontrandose como resultado una temperatura critica de
disolucién inferior (LCST, por sus siglas en inglés) entre 32-37 °C. En este estudio se demostrd
que la incorporacién de NVP aumenta tanto la capacidad de hinchamiento como el valor de la
LCST en el polimero. En adicién, todos los materiales fueron caracterizados por espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia fotoelectrénica de rayos X
(XPS), difraccion de rayos X (XRD) y analisis termogravimétrico (TGA). Comparados con la
matriz polimérica sintetizada exclusivamente con PNIPAAm, los resultados obtenidos con
estas técnicas corroboraron que la inclusién de NVP y AuNPs afectan la composicién quimica,
las propiedades cristalinas y térmicas de la matriz polimérica.

Finalmente, se evalu6 la absorcion de Acido 4-mercaptobenzoico (4-MBA) y de &cido
perfluorooctandico (PFOA) sobre uno de los materiales sintetizados y se determind la respuesta
de todo el sistema ante la Espectroscopia de Dispersion Raman Mejorada en la Superficie
(SERS). Se encontro finalmente que la matriz polimérica poli(NIPAAm-co-VP) con AuNPs
tiene potencial efecto SERS para la identificacion de 4-MBA y PFOA, ya que en los espectros
obtenidos se observaron modos vibracionales de enlaces caracteristicos de estos compuestos.

Palabras clave: Nanocompositos termosensibles; Hidrogeles termosensibles; Contaminantes
perfluoroalquilados; Deteccion de PFOA.



2. ABSTRACT

In this research work, a thermosensitive and electrically neutral hydrogel was synthesized as a
strategy to embed plasmonic nanoparticles, thus forming a nanocomposite with the ability to
absorb a contaminant and potentially generate a measurable response to determine its presence
in body-water. The main monomer used for hydrogel synthesis was N-isopropylacrylamide
(NIPAAmM), and N-Vinyl-2-pyrrolidone (NVP) was used as a modifying monomer. N,N'-
methylenebisacrylamide (MBAAm) was used as a crosslinking agent, and ammonium
persulfate was used as the polymerization initiator. This polymeric matrix, consisting of
networks of the copolymer poly(NIPAAmM-co-NVP), was synthesized in the presence of a
dispersion of gold nanoparticles (AuNPs) to form three types of nanocomposites, depending
on the concentration of AuNPs in the reaction medium. The AuNPs were previously
synthesized using the Turkevich method were previously synthesized, and Tween-20 surfactant
was used to stabilize the AuNPs dispersion. These nanostructures were characterized by
transmission electron microscopy (TEM) and UV-visible spectroscopy, revealing particle sizes
of approximately 13 nm and a maximum absorbance at 522 nm due to their localized surface
plasmon resonance (LSPR) properties, respectively.

For comparative purposes, a hydrogel and a nanocomposite were also synthesized using
NIPAAmM as the sole monomer. In general, swelling studies were conducted for both PNIPAAmM
and poly(NIPAAm-co-VP) copolymer, as well as their respective nanocomposites, revealing a
lower critical solution temperature (LCST) between 32-37 °C. This study demonstrated that
the inclusion of VP increases both the swelling capacity and the LCST value of the polymer.
Additionally, all materials were characterized using Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), X-ray diffraction (XRD), and
thermogravimetric analysis (TGA). Compared to the polymer matrix synthesized exclusively
with PNIPAAmM, the results obtained from these techniques corroborated that the NVP and
AUNPs inclusion affect the chemical composition, crystalline properties, and thermal behavior
for the polymer matrix.

Finally, the absorption of 4-mercaptobenzoic acid (4-MBA) and perfluorooctanoic acid
(PFOA) on one of the synthesized materials was evaluated, and the response of the entire
system to Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) was determined. It was ultimately
found that the poly(NIPAAmM-co-NVP) polymer matrix with AuNPs has the potential for SERS
effect in the identification of 4-MBA and PFOA, as the obtained spectra exhibited vibrational
modes characteristic of these compounds.

Keywords: Thermosensitive nanocomposites; Thermosensitive hydrogels; Perfluoroalkyl
contaminants; PFOA detection



3. INTRODUCCION

En las Gltimas décadas, como consecuencia de la basqueda de nuevos compuestos y materiales
con propiedades especificas para la fabricacion y explotacion industrial, se han sintetizado y
comercializado nuevos compuestos quimicos, sin prever o proyectar el impacto de estas
sustancias para el ambiente. Por lo general, muchos productos desarrollados con estos enfoques
no disponen de estudios o de informacion que respalde y regule su impacto tanto en el ambiente
como en la salud. En muchos paises aiin no se tienen normas que regulen el uso de sustancias
que ya han sido catalogadas como peligrosas en paises que han afrontado casos de
contaminacion con graves consecuencias para la poblacion y los ecosistemas.

En ese sentido, durante los Ultimos afios se han detectado nuevos contaminantes en el ambiente,
conocidos como contaminantes emergentes. Estos pueden provenir de una gran variedad de
productos quimicos utilizados por la industria, la agricultura, el area farmacéutica, entre otras
aplicaciones. Esto significa que se incluyen en esta categoria a aquellos compuestos, de uso
recurrente, sobre los cuales aun no se han reconocido un peligro latente, puesto que se
desconoce su composicion exacta 0 se presenta omision sobre la presencia de trazas de
compuestos o elementos toxicos en la informacion técnica del producto. Actualmente,
organizaciones como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA) y la Comisién Europea (CE), estdn promoviendo su investigacion vy
generando conciencia sobre este problema. No obstante, una gran parte de estos contaminantes
sigue esparciéndose sobre los ecosistemas a través de las aguas residuales tanto domésticas
como industriales, las actividades agricolas y ganaderas, los efluentes hospitalarios, y las
descargas directas al ambiente de residuos provenientes de las plantas de tratamiento de agua
(Pachés 2020).

Entre los contaminantes emergentes sobre los que se ha determinado un mayor impacto con
consecuencias negativas para el ambiente se encuentran las sustancias perfluoroalquiladas
(PFAS) y polifluoroalquiladas (pFAS). A esta familia pertenece el &cido perfluorooctanoico
(PFOA). En este aspecto, en los ultimos afios se han encontrado que la forma ionizada del
PFOA, el carboxilato de perfluorooctano, es una de las moléculas mas detectadas y estudiadas
en el ambiente (Mueller & Yingling, 2017). Se trata de una especie altamente toxica que llega
en su mayoria a las aguas subterraneas, y de ahi se transfiere al suelo y al agua potable (Rumsby
et al., 2009 ). Cabe agregar que la estabilidad quimica y térmica de esta sustancia se atribuye
al alto contenido de enlaces carbono-flior. Ademas, esta parte altamente fluorada confiere a
toda la molécula una naturaleza hidr6foba y lipofobica, lo que a su vez hace que estas sustancias
sean muy duraderas y bioacumulativas (Mueller & Yingling, 2020).

Recientemente, se ha informado a través de estudios e investigaciones cientificas, que en
general la exposicién de humanos a los PFAS genera graves afecciones en la fertilidad tanto
femenina como masculina; en la funcion endocrina, incluyendo disfuncion pancreética y riesgo
a padecer diabetes tipo 2; disfuncion hepatica y renal; desarrollo de diferentes tipos de cancer;
entre muchas mas afecciones (Espartero et al., 2022; Kirk et al., 2018; ATSDR 2021).

Dado que los PFAS son moléculas que varian en su carga y polaridad, su deteccion sélo con
técnicas analiticas resulta dificil. Entre estas se destacan las técnicas cromatogréaficas, como la
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) o cromatografia
de gases (CG) acopladas a la espectroscopia de masas (MS), y la cromatografia liquida de ultra
alta resolucion (UHPLC) (Garg et al., 2022). Estas son técnicas sensibles que permiten una
deteccidn eficaz, sin embargo, se componen de equipo robusto y de alto costo, y requieren de
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tratamientos exhaustivos de muestra, lo que termina limitando su uso para la exploracion
masiva de fuentes de agua naturales que abastecen comunidades enteras en el mundo. Por todo
lo anterior, se hace necesario desarrollar materiales que puedan adaptarse a técnicas de
deteccidon analiticas portables para la deteccion de PFAS, con simplicidad operativa,
portabilidad y accesibilidad.



4. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

4.1. PFAS

Las PFAS son sustancias quimicas organicas sintéticas en las que los atomos de hidrogeno
estan parcial o totalmente sustituidos por &tomos de fltor (Buck et al., 2011;Wang et al., 2022),
constituyen una familia de compuestos organicos sintéticos altamente fluorados que
comprende méas de 4700 especies Unicas registradas (Sorengard, 2022).

4.1.1. Clasificacion

Las familias de PFAS se pueden dividir en dos principales: poliméricas (pFAS) y no
poliméricas. En las no poliméricas, la estructura quimica basica se compone de una cadena de
dos 0 mas atomos de carbono con un grupo funcional cargado en un extremo. La mayoria de
las veces, los grupos funcionales son carboxilicos o acidos sulfonicos, tal como se muestra en
la Figura 1. En estas sustancias, los atomos de flGor estan unidos a todos los carbonos de la
cadena, excepto al carbono que esta unido al grupo funcional (Mueller & Yingling, 2017). Por
otro lado, las sustancias polifluoroalquiladas se componen de largas cadenas de carbono que
no necesariamente estan completamente fluoradas. Sin embargo, estas largas cadenas tienen la
capacidad de transformarse abidtica o bidticamente en sustancias perfluoroalquiladas (Mueller
& Yingling, 2017).

En general, los PFAS son no-degradables y actualmente son de gran preocupacion para el
ambiente. La degradacion de algunos PFAS puede resultar en la formacion de otros PFAS. Por
ejemplo, CnFon+1 SO.NHCH2>CH20H, se degrada produciendo CnF2n+1 SOsH (Buck et al.,
2011). El PFOA vy el acido perfluorooctano sulfénico (PFOS) son los PFAS mayormente
estudiados debido a que tienen una amplia variedad de fuentes y son productos de degradacion
terminal de muchos compuestos precursores (Brusseau, 2018).

Se cree incluso que los pFAS, por su naturaleza polimérica, representan un riesgo menor para
la salud humana y del ambiente que las moléculas con cadenas mas cortas como es el caso del
PFOS y PFOA (Buitt et al., 2013). No obstante, el uso de pFAS como materia prima para la
produccidn de otros polimeros, contribuye a la presencia de PFAS no poliméricas en el medio,
liberandolos como subproductos (Mueller & Yingling, 2017).
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Figura 1. Clasificacion de PFAS. Fuente: Imagen adaptada de: Moose 2020.

4.1.2. Historiay origen

El politetrafluoroetileno (PTFE) conocido comercialmente como Teflon, se encuentra entre los
pFAS que son materiales poliméricos solidos de alto peso molecular. Este polimero se
descubrié al azar en 1938 al investigar posibles refrigerantes a partir del TFE por el quimico
Roy J. Plunkett en la empresa DuPont de Deepwater, New Jersey, y fue patentado bajo la
compafiia Kinetic Chemicals en 1941. En 1945 se registro el nombre de marca registrada:
Teflon (Blake & Fenton, 2020). Al analizar y probar las caracteristicas de este polimero DuPont
introdujo el Teflon en la década de 1940, utilizandolo para el recubrimiento de valvulas y como
sellador en tubos que contenian hexafluoruro de uranio, un material altamente reactivo (Arrieta,
2017). En 1948, DuPont producia méas de 900 toneladas de PTFE al afio en sus laboratorios de
Parkersburg, West Virginia. Asi también, la empresa 3M habia comenzado la produccion de
PFAS en su planta de Minnesota (Blake & Fenton, 2020). El proceso original era a partir del
monomero TFE y directamente se hacia reaccionar para producir el polimero, hasta que en
1944 ocurri6 una explosion en la planta piloto de Arlington, dando lugar a la modificacién del
método de produccion. Como producto de ello establecieron que el proceso partiria del PFOA,
metodologia que se utiliz6 ampliamente desde 1950 para producirlo de forma industrial
(Arrieta, 2017).

Desde la década de 1950 el PFOS y el PFOA se empezaron a utilizar para fabricar productos
resistentes a las manchas y al agua, asi como revestimientos protectores. En 1961, el PTFE se
aplico a los utensilios de cocina comerciales. Desde la década de 1960 hasta la década de 1970,
se fabricd espuma contra incendios a base de PFOS, y a partir del 2000 se elimind
voluntariamente de las espumas contra incendios Clase A (US DOD, 2000; 3M, 2000).



Las primeras preocupaciones documentadas con respecto a las afecciones a la salud de las
PFAS se mencionaron en un memorando interno de DuPont, por parte de la toxic6loga Dorothy
Hood, en 1961. Ya para 1980, los PFAS se midieron en el suero de los trabajadores expuestos
ocupacionalmente y en 1981 se plantearon preocupaciones internas en DuPont con respecto a
los defectos de nacimiento en nifios nacidos de mujeres expuestas ocupacionalmente (EWG
2019). En 1988, Wilbur Tennant, un ganadero cuya tierra estaba rio abajo y bordeaba un
vertedero utilizado por la planta DuPont Washington Works cerca de Parkersburg, WV, solicit6
el asesoramiento legal de Rob Bilott, ya que se estaba percatando de un fenémeno inusual. Este
consistia de la presencia agua espumosa Yy descolorida en el arroyo del que bebia su ganado,
ademés de comportamientos atipicos y anomalias del ganado, tales como dientes negros,
lesiones en la piel y tumores, 6rganos descoloridos, pezufias malformadas y terneros nacidos
con defectos congénitos profundos (Rich 2016). De las 200 cabezas de ganado de su propiedad,
153 murieron debido a esto. Tennat creia que la contaminacién vertida por DuPont en el rio,
arriba de su granja, estaba relacionada directamente con lo que le estaba sucediendo a su
ganado. El caso legal en nombre de un ciudadano privado condujo a una demanda colectiva
presentada por Bilott en nombre de méas de 70,000 ciudadanos en Mid-Ohio, Valley, cuyas
fuentes de agua potable se vieron afectadas por la contaminacién derivada de la planta de
DuPont (Rich 2016). La demanda colectiva resulté en un acuerdo que financié un esfuerzo de
biomonitoreo de tamafio y escala sin precedentes, llamado C8 Health Study (Steendland et. al.,
2009). Los resultados del Estudio de salud C8 identificaron un vinculo probable entre la
exposicion al PFOA y el aumento del colesterol, el cancer de rifidn, el cancer testicular, la
colitis ulcerosa, la enfermedad tiroidea y la hipertension inducida por el embarazo (Blake &
Fenton, 2020).

En 2001, gracias a un estudio realizado por Giesy y Kannan fue posible demostrar por primera
vez el alcance mundial de dicha contaminacién para el PFOS en la vida silvestre (Giesy et. al.,
2001). Luego, se llevé a cabo otro estudio de Hansen et al. (2001), en donde se encontr6 que
el PFOS y otros PFAS estaban presentes en numerosas muestras de sangre humana obtenidas
de empresas de suministros bioldgicos. Este Gltimo estudio sugirio que las PFAS eran
responsables de una fraccion sustancial del flior detectada en el suero humano de personas no
expuestas ocupacionalmente a estos compuestos quimicos. Cabe resaltar que la presencia de
compuestos fluorados fue reportada por en los afios 80 por Belisle (1981) e incluso desde
finales de los 60 por Taves (1968). En efecto, para 1980 ya se habia encontrado que la sangre
de un grupo de empleados de la industria fluoro quimica contenia propiamente al PFOA (Ubel
et al. 1980).

4.1.3. Efectos adversos en la salud

El uso generalizado de PFAS ha llevado a la presencia de estos productos quimicos en el
ambiente, incluidos el suelo, el aire, el polvo en el hogar, los alimentos y las fuentes de agua
potable de la superficie y del suelo (Pelch et al., 2019). En mayo del 2009, se publicé un
sumario con todos los estudios realizados en sangre de personas de varias partes del mundo,
involucrados diversos paises de Europa, Asia, tres zonas de Alemania, cuatro zonas de Estados
Unidos y dos zonas de Canada. Para los estudios tomaron muestras de 20 a 645 personas por
pais 0 por zona, obteniendo resultados que iban de los 0.4 pg/L hasta 6.6 pg/L de PFOA en
suero sanguineo (Fromme et al., 2009).

Los PFAS se han relacionado con numerosos efectos sobre la salud, incluidos el cancer, la
disfuncion inmunitaria, el dafio hepatico, trastornos del desarrollo reproductivo y alteraciones
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hormonales (ATSDR, 2021). A diferencia de otros contaminantes ambientales comunes, como
los pesticidas organoclorados, las PFAS no se bioacumulan en el tejido adiposo (Pérez et al.,
2013). ElI PFOA y el PFOS se unen a las proteinas séricas, especialmente a la albimina, con
gran afinidad (Han et al., 2003). Las PFAS se bioacumulan una vez que se absorben en el
torrente sanguineo a través de vias digestivas y de intercambio de gases, debido a su estabilidad
bioquimica. En general, los PFAS tienden a acumularse en los tejidos con un gran suministro
de sangre, incluidos el higado, los rifiones y los pulmones (Pérez et al., 2013). La distribucion
de PFAS en el tejido no solo depende de la especie y el sexo, sino también de las caracteristicas
de la sustancia quimica de la "cabeza" (el grupo funcional ubicado en uno de los extremos de
la molécula), la longitud de la cadena (la "cola™) y la dosis de exposicion (Kirk et al., 2018).
La "cabeza" de PFA tiene una carga eléctrica, positiva o negativa, y por lo tanto, la forma en
que los compuestos quimicos se le uniran, estara determinados por las caracteristicas de dicha
carga. En consecuencia, los productos quimicos que se adhieren a la 'cabeza’ regulan en qué
parte del cuerpo se bioacumularan las PFAS.

Se ha obtenido como resultado de varios estudios que la exposicion a los PFAS altera varias
vias relacionadas con la enfermedad renal, incluido el estrés oxidativo, el receptor activado por
proliferadores de peroxisomas y la permeabilidad endotelial mejorada a través del modelado
de filamentos de actina (Gong et al., 2019). Los resultados adversos del embarazo asociados
con la exposicion a PFAS en humanos incluyen un mayor tiempo de gestacion, trastornos
hipertensivos, hipertension inducida por el embarazo, preeclampsia, diabetes gestacional,
exceso de aumento de peso gestacional, y bajo peso del bebé al nacer (Blake & Fenton, 2020).
La vida media de una sustancia en el cuerpo es el tiempo que el cuerpo requiere para eliminar
una sustancia mediante procesos fisioldgicos normales. La vida media bioldgica en el suero
humano varia segun el tipo de PFAS, con estimaciones de 3,8 afios para el PFOA, 5,4 afios
para el PFOS y 8,5 afios para el sulfonato de perfluorohexano (PFHXS) (Olsen et a., 2007).

Una investigacion reciente de los impactos de la exposicion a PFAS en Europa identifico gastos
anuales directos en atencion médica entre 52 000 y 84 000 millones de euros (Goldenman et
al., 2019). Los costos equivalentes relacionados con la salud para los Estados Unidos, teniendo
en cuenta el tamafio de la poblacion y las diferencias del tipo de cambio, serian de $37 a 59 mil
millones anuales. Estos costos no los paga la empresa que estd contaminando; corren a cargo
de las personas afectadas, los proveedores de atencion médica y los contribuyentes (Cordner
etal., 2021).

4.1.4. Regulaciones ambientales

En enero del 2006, la EPA y ocho de las principales industrias norteamericanas que utilizan
PFOA en sus procesos, formaron el Programa de Administracién del PFOA para 2010/2015
(PFOA Stewardship Program). En este programa, las ocho empresas se comprometen a reducir
el contenido de PFOA de sus productos en un 95% para el 2010 y en un 100% para el 2015.
Las empresas que participaron son: Arkema, Asahi, BASF Corporation, Clariant, Daikin, 3M,
DuPont y Solvay Solexis (Arrieta, 2017).

En México no se cuenta con algun inventario o reportes de informacion acerca de productores
o distribuidores, como por ejemplo la empresa 3M México (principal productora de PFOA en
el mundo), con lo cual se pueda hacer una estimacion de los compuestos y productos
relacionados con PFAS que se han consumido, elaborado o importado en el pais. Sin embargo,



el Instituto Nacional Electoral (INE) ha iniciado la obtencion de datos concernientes a la
importacion, manufactura y exportacion de productos relacionados con PFAS, con el fin de
cumplir con los acuerdos tomados en noviembre de 2002 en la 34° reunion de la Organizacion
para la Cooperacion y Desarrollo Econémico (OCDE). En esta se establecié que para los
contaminantes PFOS y PFOA, la informacion estadistica debe actualizarse cada dos o tres afios,
lo cual promueve el inicio de actividades para recopilar informacion estadistica sobre el estado
que involucran estas sustancias y los productos relacionados con ellas (Bremauntz et al., 2005).
No obstante, la regulacion en México sobre PFAS es muy pobre en la actualidad, y esto hace
que se requieran documentos que demuestren a partir de un analisis de riesgos, qué hacer y
cdémo controlar y buscar erradicar estas sustancias del ambiente, y reducir asi los riesgos que
pudieran causar a la poblacion (Arrieta, 2017).

La falta de evidencia y relacion entre los impactos adversos para la salud pablica y el nivel de
PFAS ha hecho que la regulacion sobre estas sustancias sea un proceso lento e indefinido.
Todavia el camino es incierto en torno a los niveles exactos de PFAS que ya representan un
riesgo para la salud humana, debido a los datos limitados sobre las diversas formas en como
las personas podrian estar expuestas a estas sustancias, y durante cuanto tiempo. Por esa
diversidad, algunos autores concuerdan en que los niveles de exposicion y sus consecuencias
aun siguen siendo poco conocidas, a pesar de los casos ya registrados en el mundo (Abunada
et al,. 2020).

La ley de seguridad para el agua potable (SDWA, por sus siglas en inglés) es una ley Federal
que protege las reservas publicas del agua potable de todo USA (USEPA 1974). Bajo esta ley,
la USEPA (Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos) tiene la autoridad de
establecer los niveles maximos de contaminantes (MCLs, por sus siglas en inglés) para
quimicos especificos y requerir pruebas del suministro de agua publica. La SDWA se aplica a
todo el sistema de aguas publicas de USA, pero no se aplica a los pozos privados de agua ni al
agua usada para consumo. La USEPA no ha estabilizado los MSCLs para ningin PFAS. Sin
embargo, en mayo del 2016, la USEPA establecié el asesoramiento de salud vitalicia (LHA
por sus siglas en inglés) para PFOA y PFOS en agua potable de 70 nanogramos por litro (ng/L,
equivalente a partes por trillon [ppt]). Este LHA es aplicado a PFOA y PFOS individualmente,
0 en conjunto, si ambos quimicos se encuentran en concentraciones por encima de los limites
reportados (USEPA 2016 a; USEPA 2016 b).

4.1.5. Técnicas de deteccidén de PFAS

Considerando que los PFAS son una familia de mas de 4700 especies sintetizadas
comercialmente, hace que su identificacion y deteccidn selectiva sea un desafio importante
(Sorengard, 2022). Los desafios relacionados con la deteccion de PFAS son multiples, ya que
no poseen ningun grupo cromoforo a lo largo de su estructura, lo que dificulta la identificacion
temprana basada en colorimétrica. Ademas, al ser resistentes quimicamente a las reacciones de
derivatizacion, limita la capacidad para realizar la mayoria de las evaluaciones analiticas que
se realizan con otros contaminantes organicos persistentes (COP). A todo esto, se le suma que
se comportan como tensioactivos en el agua, con propiedades electrostaticas sobresalientes,
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por lo que pueden acumularse como micelas laminares en las interfases entre el agua y los
materiales (Guelfo & Higgins, 2013).

Entre las técnicas de deteccion mayormente utilizadas para los PFAS se encuentran: las
técnicas cromatogréficas que incluyen los acoples HPLC-MS, GC-MS y UHPLC (Gremmel et
al., 2016). El limite de deteccion (LOD) de 0,0001 pg/L que ofrecen los métodos
convencionales, permiten una buena determinacion cuantitativa de PFOA y PFOS, cuyos
limites ambientalmente permisibles (PL) son de 0,4 ug/L y 0,2 pg/L, respectivamente, segun
lo exige la USEPA (Rodriguez et al., 2020). Otros métodos incluyen la medicion de
tetrafluoruro de carbono (CFs), un producto de degradacion de la incineracion de PFAS,
midiendo el fldor organico absorbible (AOF) mediante cromatografia idnica de combustion,
con un limite de cuantificacion (LOQ) de 2 pug/L (Van Leeuwen y de Boer, 2007). Se han
reportado andlisis de precursores oxidables totales (TOP) realizado con HPLC-MS, obteniendo
LOD entre 0,0001 y 0,0005 pg/L (Chatterjee et al., 2020), y analisis de flior orgénico total
(TOF) realizado mediante espectrometria de absorcion molecular (MAS) en un horno de grafito
de fuente continua de alta resolucion (HR-CS), obteniendo un LOD de 0,00028 pg/L (Ozbek
& Akman, 2018; Garg et al., 2022).

Aunque las técnicas de deteccion comunmente utilizadas proporcionan buenos resultados,
también involucran multiples factores no tan favorecedores. En primer lugar, se deben utilizar
estandares internos para resolver el problema de la identificacion de los picos al tener
concentraciones de trazas de PFAS en muestras ambientales de agua, alimentos, sedimentos
del suelo, sangre y particulas. En segundo lugar, la falta de croméforos en el PFOA y el PFOS
hace que los métodos de HPLC sean inadecuados si no se usan 0 agregan agentes de
derivatizacién (Jahnke & Berger, 2009). El proceso de derivatizacion en HPLC requiere mucho
tiempo y aumentan la carga ambiental de contaminantes quimicos. Del mismo modo, la alta
polaridad del PFOA genera una severa cola de picos durante la fase de gas. Por lo tanto, en el
analisis cromatografico, a menudo se requiere un tratamiento adicional de la muestra con
sulfato de hidrogeno de tetrabutilamonio y diazometano (Liu et al., 2015). En tercer lugar, para
estas técnicas se requieren pasos de preconcentracion como la extraccion en fase sélida (SPE),
la extraccion en fase liquida (LPE), la filtracion y la centrifugacion, ya que la concentracion de
PFAS en las muestras ambientales suele ser de nanogramos por litro y es dificil de detectar en
muestras enteras sin preconcentracion (Garg et al., 2022) Asi también, dichos métodos
presentan problemas de especificidad, necesidad de equipos de laboratorio robustos, costo de
personal y largos tiempos de deteccion.

4.2. PFOA

El PFOA con formula quimica CF3(CF2)sCOOH pertenece a la categoria de PFAS debido a
que su cadena de carbono se encuentra completamente fluorada con una cabeza de grupo
funcional (&cido carboxilico) cargada en un extremo. EI PFOA es una molécula estable
quimicamente, y por lo tanto es no-degradable. Incluso, el PFOA puede llegar a generarse de
la degradacion bidtica y abidtica de otras PFAS de cadena mas larga. Por sus caracteristicas
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quimicas, se puede clasificar dentro de los acidos perfluoroalquilados (PFAA), que a su vez
pertenecen a los acidos perfluoroalquilcarboxilicos (PFCAS), o perfluoroalquilcarboxilatos, los
cuales son productos de degradacion terminal de precursores de PFAS especificos, como los
alcoholes fluoroteloméricos (FTOHSs). EI PFOA, al igual que todas las demés PFAS, no se
produce de forma natural, y, por lo tanto, es creado por el hombre y se ha producido y utilizado
en productos comerciales y procesos industriales durante méas de 60 afios (Lindstrom et al.,
2011).

Al ser un &cido, el PFOA presenta un pKa, el cual se encuentra en el orden de 3.8 + 0.1. Este
factor impacta en su solubilidad y transporte dentro de todos los niveles troficos (Goss & Arp,
2009). El PFOA existe predominantemente como un anién en condiciones ambientales, migra
facilmente del suelo, a las aguas subterraneas, ya que es altamente soluble en agua (Davis et
al., 2007). En agua, este &cido se encuentra disociado. Debido a que la cadena carbonada es
fuertemente apolar, las moléculas no se distribuyen al azar en la disolucion acuosa. Las
moléculas sittan la cadena carbonada en la superficie mientras que el grupo carboxilo lo orienta
hacia la disolucion. Esto explica que el PFOA se utilice como tensioactivo, y por consiguiente,
se puedan formar micelas con su intervencion (Martin, 2018).

El PFOA se ha fabricado mediante dos métodos principales de fabricacién, la fluoracién
electroquimica (ECF) y la telomerizacién. ECF produce una mezcla de compuestos que
incluyen isémeros ramificados, lineales y ciclicos de varias longitudes de cadena, mientras que
la telomerizacion produce principalmente compuestos de cadena lineal con un nimero par de
carbonos, como el PFOA (Buck et al., 2011; Lindstrom et al., 2011).

El PFOA no se elimina del agua potable mediante procesos de tratamiento estandar como la
coagulacién, la filtracion con arena, la sedimentacion, la ozonizacién o la cloracion, pero se
tienen estudios en los que se ha explorado su eliminacidn usando carbon activado (Rumsby et
al., 2009; Bartell et al., 2009). En la Tabla 1 se muestran algunas de las propiedades fisicas y
quimicas del PFOA.

El PFOA, debido a su estructura molecular y los tipos de enlace presentes entre los &tomos, es
muy estable quimicamente, es persistente y dificil de degradar. Esto ha logrado que sea
utilizado en revestimientos resistentes al agua, la suciedad y las manchas para ropa, cuero,
tapiceria y alfombras; revestimientos resistentes al aceite para papel en contacto con alimentos;
fluidos hidraulicos de aviacion; espumas contra incendios; pinturas, adhesivos, ceras,
abrillantadores y otros productos; e industrialmente, como tensioactivos, emulsionantes,
agentes humectantes, aditivos y recubrimientos. EI PFOA se utiliza como emulsionante en la
produccién de PTFE, asi como otros fluoropolimeros y fluoroelastomeros utilizados como
revestimientos antiadherentes en utensilios de cocina (Lau et al., 2007).
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Tabla 1. Resumen de propiedades fisicas de PFOA

PROPIEDAD AR R ETIEA
Apariencia a temperatura y presion ambientes Sélido blanco ceroso
Masa molecular 414 g/mol
Presion de vapor 10 mmHg (25°C)
Solubilidad en agua pura 9.5g/L (25°C)
Punto de fusion 45-50 °C
Punto de ebullicion 189-192 °C (736mmHQ)
pK: 25

FUENTE: (Adaptada de Martin, 2018)

Las fuentes de exposicion al PFOA incluyen alimentos, envases de alimentos, productos de
consumo, polvo doméstico y agua potable. EI PFOA se encuentra en aguas subterraneas y
superficiales contaminadas por descargas de instalaciones industriales, asi como en aguas que
no se sabe que hayan sido impactadas por una fuente puntual (Mak et al., 2009). Al igual que
otros contaminantes de las aguas subterraneas, el PFOA puede llegar a los pozos de agua
potable a través de la via bien establecida de migracion de una columna de agua subterranea
contaminada. A diferencia de otros contaminantes ambientales, puede llegar a las aguas
subterraneas a partir de las emisiones al aire de las instalaciones industriales cercanas, seguido
de la deposicion del aire en el suelo y la migracion a través del suelo hacia las aguas
subterraneas (Davis et al., 2007). EI PFOA se absorbe esencialmente por completo después de
la exposicion oral (Lau et al., 2007), y también se absorbe por via dérmica y por inhalacion del
polvo (Kennedy et al., 1986;Post et al., 2012). En estudios con animales, el PFOA se distribuye
principalmente en el higado y el suero, seguido del rifidn, con concentraciones méas bajas en
otros 0rganos, y en el suero, se une casi por completo a la aloimina y otras proteinas. Estudios
en animales revelan una variedad de efectos toxicoldgicos, incluidos algunos que ocurren
después de la exposicion a dosis bajas durante el desarrollo, sin un umbral identificado. Estos
incluyen cambios persistentes en la glandula mamaria, cambios histopatolégicos en el aparato
reproductor femenino, efectos neuroconductuales persistentes y obesidad y cambios
metabdlicos en la edad adulta (Post et al., 2012).

El PFOA induce tumores en los testiculos, el higado y el pancreas en roedores a traves de la
ingesta dietética, y hay evidencia de que también aumenta los tumores mamarios (Biegel et al.,
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2001; EPA, 2005). Tambiéen reduce el peso al nacer en ratones y provoca la muerte neonatal
en ratas (Lau et al., 2007; EPA 2005). En ratones disminuye las respuestas inmunitarias de
células B y células T, y en ratas produce atrofia del bazo y el timo, causa hepatomegalia y
disminuye los niveles de colesterol (Kennedy et al., 2004; Lau et al., 2007). En animales, el
PFOA es un proliferador de peroxisomas en el higado, alterando con dicha proliferacion los
lipidos, las enzimas hepaticas y el tamafio del higado (Kennedy et al., 2004). Se han encontrado
también aumentos en el estradiol y disminuciones en la testosterona con la exposicion al PFOA
en roedores (Lau et al., 2007).

Otras de las patologias relacionadas con la exposicion a los PFAS son:

e Salud reproductiva masculina: disminucion de la testosterona total y libre (Cui et al.,
2020).

La exposicion materna aumenta el riesgo de cancer de mama en las hijas.

Mayor riesgo de factores de infertilidad (endometriosis, sindrome de ovario
poliquistico, infecciones del tracto genital) (Kim et al., 2020 )

Impacto en el crecimiento y desarrollo fetal (Hu et al., 2020).

Deficiencia de vitamina D en el embarazo (Chang et al., 2021).

Alterar el desarrollo pancreatico (Liu et al., 2018).

Efecto diabetogénico (Alderete et al., 2019 ).

Aumento del colesterol y las enfermedades cardiovasculares (Bjorke-Monsen et al.,
2020).

Disminucion de la viabilidad de las células hepaticas (Ojo et al., 2021).

Osteoporosis (Banjabi et al., 2020).

4.3. SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy)

4.3.1. Historiay origen

El efecto SERS (Surface-enhanced Raman Scattering) se descubrié en los afios setenta y
consiste en un aumento de la difusién inelastica (sefial Raman), procedente de determinadas
moléculas en presencia de una nanoestructura metalica rugosa especialmente preparada
(Garcia-Ramos & Sanchez-Cortés, 2006). El primer analisis realizado con SERS ocurrié con
el aumento inesperado de la sefial Raman de la piridina adsorbida en un electrodo de plata
rugoso electroquimicamente. El aumento de la sefial se atribuyd originalmente a un mayor
numero de moléculas absorbidas con el area de superficie aumentada, pero luego se descubrid
que se debia a un aumento andmalo de la superficie (Ren et al., 2020). Este descubrimiento es
de importancia central para fines analiticos, ya que proporciona un medio para superar la baja
eficiencia intrinseca de los procesos ordinarios de dispersion Raman en comparacion con los
de emision de fluorescencia y absorcion infrarroja. Con respecto a la espectroscopia Raman
ordinaria, el resultado principal de SERS es la gigantesca intensidad Raman mejorada en el
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nivel de varios 6rdenes de magnitud, que es ampliamente aceptado principalmente por la
contribucion conjunta de los mecanismos electromagnéticos y quimicos (Ren et al., 2020).

4.3.2. Fundamentos tedricos

La dispersion Raman fue descubierta por C.V. Raman y K.S Krishnan en 1928 (Raman, 1928).
Este fendmeno ocasiona vibraciones y rotaciones moleculares al incidir un haz de luz
monocromatica sobre la muestra. La mayor parte de la luz dispersada por la muestra presenta
la misma frecuencia que la luz incidente, pero una fraccién muy pequefia presenta un cambio
frecuencial resultado de la interaccion con la materia, lo que se conoce como dispersion Raman
. La teoria clasica de la dispersion Raman establece que una molécula bajo un campo eléctrico
incidente oscilante puede experimentar una polarizacion inducida (Po) y emitir luz dispersada
a una frecuencia desplazada Raman (wr). La magnitud de Po depende de la polarizabilidad
Raman de los electrones en la molécula (%) y la fuerza de la radiacion electromagnética
entrante Eo (con una frecuencia de wo) (Ren et al., 2020), como se puede observar en la
Ecuacion 1:

Po( ®Rr) = a0 (w0 , ®R) Mio (m0) (Ecuacion 1)

Cuando una nanoestructura metélica se irradia con una luz entrante (Eo), los electrones
conductores se deslocalizan en oscilaciones colectivas, que generan un campo alrededor de la
interfaz formada por la nanoestructura metalica y el entorno dieléctrico. La frecuencia de tales
oscilaciones de electrones depende de la densidad de electrones, la masa efectiva de electrones
y la forma y tamafio de la distribucion de carga. Si la frecuencia de la radiacion entrante (wo)
es resonante con el de la oscilacion de electrones, el proceso de excitacion se conoce como
resonancia de plasman superficial (SPR) (Kelly et al., 2003). SPR puede propagarse como una
onda longitudinal en superficies metalicas extendidas o permanecer altamente localizado en
lugares tales como bordes, puntas o grietas de la interfaz entre la superficie metalica y el
dieléctrico, correspondientes a polaritones de la resonancia de plasmén de superficie localizada
(LSPR), tal como se puede observar en la Figura 2 (Ren et al., 2020).
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a) LSPR b) SERS

Figura 2. Diagrama esquematico de (a) efecto LSPR (b) Interaccién nanoparticula-molécula
en efecto SERS. Fuente: Imagen adaptada de Ren et al., 2020.

El perfil espectral Raman de una molécula "libre™ se puede predecir simplemente aplicando
simetria y teoria de grupos puntuales. Para SERS, la prediccién y la interpretacion del perfil
espectral no suelen ser tan sencillas. Primero, el campo EM local en la region visible tiene
componentes perpendiculares y paralelos a la superficie de la nanoestructura, como resultado
de la interaccion de la luz con una nanoestructura plasmonica. En segundo lugar, la molécula
puede tomar cierta orientacion en la superficie de la nanoestructura cuando interactda con la
nanoestructura. Para que un modo vibracional logre una mejora SERS alta, requiere que el
modo tenga un cambio de polarizabilidad a lo largo de la direccion del campo EM local
(Moskovits, 1982). Esta es la base del concepto conocido como reglas de seleccion de
superficie, que describen las propiedades de simetria correspondientes del dipolo Raman
modificado (P) y cambios en las intensidades relativas de los picos Raman causados por la
polarizacién del campo EM en la superficie del metal. Ademas, las reglas de seleccién de
superficies permiten comprender la mejora selectiva de ciertos modos de vibracion debido a la
orientacion preferida de la molécula adsorbida en la superficie de la nanoestructura (Ren et al.,
2020).

La efectividad del método SERS esta estrechamente relacionada con las caracteristicas
morfoldgicas y superficiales de las nanoparticulas metalicas utilizadas, estos sistemas
nanoestructurados deben cumplir unas condiciones de forma y tamario para inducir un mayor
acoplamiento con la radiacion incidente, lo que se traduce en una mayor intensidad de sefial.
por tanto, los procesos de obtencidn de nanoparticulas deben ser controlados (Martinez-Zufiiga
et al., 2020).

Las nanoparticulas metalicas de metales nobles como Au y Ag interactdan con la radiacion
electromagnética para producir un pico de extincion en el rango ultravioleta-visible (UV-Vis)
del espectro, conocido como plasmén de resonancia superficial (SPR), y esto es causado por
oscilaciones de electrones en la banda de conduccién de la nanoestructura. Las propiedades de
SPR dependen de la forma, el tamafio, la disposicion de las nanoparticulas y la permitividad
del medio que rodea las nanoparticulas. Debido a las resonancias de plasmones superficiales,
son capaces de generar altas concentraciones de energia electromagnética en el entorno de la
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nanoestructura, lo que los convierte en excelentes candidatos para la aplicacion del método
SERS (Martinez-Zuiiiga et al., 2020).

4.4. AuUNPs

Las AuNPs son una suspension de oro coloidal que tiene un tamafio de entre 2 a 150 nm (Canal,
2016). Exhiben excelentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, intrinsecas a su tamarfio
nanomeétrico (Auffan et al., 2009). Ademas, las AuNPs pueden ser producidas en distintos
tamanos y formas y pueden ser facilmente funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos.
Todo esto hace que las AuNPs despierten un gran interés en multitud de campos, pero
especialmente en los sectores biomédico y alimentario (Mateo et al., 2013).

4.4.1. Sintesis de AUNPs por Método Turkevich

Existen diversas técnicas de sintesis de AuNPs, las cuales han permitido generar un amplio
espectro de distintos tamafios y funcionalidades. El primer informe cientifico sobre la sintesis
de nanoparticulas de oro (AuNPs) fue publicado en el siglo XIX por Faraday (Faraday, 1857).
Mas recientemente, las AuNPs se han convertido en objeto de intensos estudios debido a sus
propiedades Unicas, principalmente Opticas, que las hacen adecuadas para diversas aplicaciones
como fotovoltaica orgénica, sondas sensoriales, espectroscopia Raman mejorada de superficie
(SERS), agentes terapéuticos, conductores electronicos, nanocompuestos de nucleo-envoltura
inteligentes y catalisis (Li et. al., 2009; Notarianni et al., 2014; Kim et al., 2013).

Las AuNP se pueden adaptar a ciertas aplicaciones mediante la modificacion de sus
propiedades dpticas y electrénicas al cambiar su tamafio, forma, quimica superficial o estado
de agregacion. Muchas de esas aplicaciones requieren el uso de AuNP con distribuciones de
tamarfio estrechas. Asi, el protocolo mas popular y estandar para la sintesis de AuNP cuasi-
esféricas y monodispersas mediante la reduccion del acido clorodurico con citrato de sodio, fue
reportada por primera vez en 1940 por Hauser y Lynn. EI método basado en citrato, a menudo
se denomina método de Turkevich. Turkevich fue el primer cientifico en proponer el
mecanismo de reduccion de la sal de oro. Este investigador investigo también la influencia de
la temperatura, la concentracion de reactivos y la dilucion de los productos de reaccion en un
método basado en citrato (Bartosewicz et al., 2018).

La preparacion por reduccién quimica consta de dos pasos fundamentales, el primero es la
reduccion de un precursor de oro utilizando agentes reductores adecuados, como citrato sodico
0 borohidruro, logrando obtener asi oro elemental. El segundo paso es la estabilizacion de las
nanoparticulas obtenidas mediante agentes atrapadores o estabilizantes, como citrato sodico,
evitando asi, la aglomeracion de las nanoparticulas (Canal, 2016).

4.4.2. Aplicacion de AUNPs como sustrato en SERS
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Los coloides metalicos nanoparticulados se han empleado de manera muy frecuente en los
altimos afios en espectroscopia SERS (Surface-enhanced Raman Scattering), debido a las
propiedades Opticas y electroquimicas adecuadas de estos materiales. La forma y el tamafio de
las nanoparticulas utilizadas son parametros que estadn relacionados directamente con las
propiedades optoelectronicas (Sanchez-Cortés, 2004). Las resonancias plasménicas generan
campos electromagnéticos muy intensos y localizados en las superficies de las particulas
metalicas nanométricas, induciendo una fuerte absorcion de la luz incidente (Martin, 2018).

Cuando una nanoparticula es irradiada por luz con una longitud de onda mayor que su tamafio,
el campo eléctrico provoca la oscilacion colectiva de su nube de electrones (Neel et al., 2022).
Cuando la frecuencia de la luz coincide con la frecuencia natural de oscilacion de los electrones,
el confinamiento del plasmon al tamafio de una nanoparticula da como resultado una resonancia
de plasmén superficial localizada (LSPR), que genera una mejora fuerte y localizada del campo
electromagnético de la nanoparticula, y conduce a una modificacion de sus propiedades dpticas
(Ritchie, 1973). Aunque el oro tiene un rendimiento ligeramente inferior al de la plata en
plasmonica, se usa mas comdnmente en biologia gracias a su mayor biocompatibilidad y
estabilidad quimica (Neel et al., 2022).

4.5. Acido 4-mercaptobenzoico

El &cido 4-mercaptobenzoico (4MBA) es un derivado del benceno conteniendo un grupo tiol y
un &cido carboxilico en la posicion opuesta, tal como se muestra en la Figura 3 (Capocefalo et
al., 2019). La funcion tiol de esta molécula le permite asociarse a la superficie de AuNPs o de
nanoparticulas de plata (AgNPs) (Wang & Li, 2021; Gomez et al., 2022). Ademas, posee una
fuerte seccion transversal por SERS, tipica de los derivados del benceno. Por esta razon suele
ser muy utilizado para anélisis por SERS usando AuNPs como sustratos. En general, la union
covalente entre el atomo de azufre (S) del 4AMBA con la superficie de las AuNPs generan
sefiales cuantificables en el espectro Raman, que corresponden a la vibracién Au-S. Estas
sefiales han sido utilizadas en los trabajos realizados por Capocefalo y colaboradores (2019),
Wang y su equipo de investigacion (2021 , 2023), en la tesis realizada por Jauregui (2021),
Jiang y colaboradores (2013), en los cuales la molécula 4AMBA ha desarrollado un papel
importante para la deteccion en SERS de diferentes compuestos esto debido a su capacidad de
adsorcion sobre superficies metalicas y con ello lograr obtener una sefial Raman mejorada.
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Figura 3. Estructura quimica del &cido 4-mercaptobenzoico (4-MBA).

4.6. Polimeros

Los polimeros son macromoléculas formadas por la union quimica de un gran ndmero de
moléculas méas pequefias, o unidades repetitivas, llamadas mondémeros. El nimero de
monomeros dentro de la molécula de polimero puede variar mucho, y también puede variar el
grado en que aparece la regularidad en el orden, la orientacién relativa y la presencia de
diferentes monémeros dentro de la misma molécula de polimero. En muchos polimeros
sintéticos y algunos naturales, la cantidad de mondmeros (a veces denominada grado de
polimerizacion) se puede determinar con exactitud, a menudo para adaptar las propiedades del
material (Gad, 2014).

Las propiedades del polimero dependen de los productos quimicos de los que esta hecho el
polimero y de las condiciones de polimerizacién que finalmente establecen la arquitectura
molecular: tipo de enlace quimico, longitud de la cadena y la naturaleza de los grupos finales.
El tipo de unidad de repeticion de monomero que forma un polimero tiene un fuerte efecto
sobre las propiedades del polimero. En consecuencia, las propiedades del polimero se pueden
ajustar cambiando el tipo de mondmero.

La microestructura de un polimero depende de cdmo se organizan las unidades de repeticién
de mondémero a lo largo de la columna vertebral de la cadena polimérica. Segun su estructura,
los polimeros se clasifican en polimeros lineales, ramificados y reticulados. Segun sus fuerzas
moleculares, se clasifican en elastdmeros , fibras, termoplasticos y termoestables (Soroush &
Grady, 2019).
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Entre otras cosas, las condiciones de la reaccién de polimerizacién afectan las propiedades del
polimero al alterar la distribucion del peso molecular, la distribucion de la ramificaciéon y la
distribucion de la composicion (para copolimeros), el nimero de dobles enlaces terminales,
etc. Una vez que se forma un polimero, sus propiedades importantes rara vez se pueden alterar.
Debido a estas caracteristicas de la polimerizacion y los polimeros, la etapa de sintesis durante
la cual las reacciones de polimerizacion tienen lugar, es el paso més importante en la
fabricacion de materiales polimeros (Soroush & Grady, 2019).

4.6.1. Polimerizacién por radicales libres

La polimerizacion por radicales libres es uno de los métodos de polimerizacion més versatiles
disponibles. Esta polimerizacion por crecimiento de cadena procede con la adicion sucesiva de
bloques de construccion de radicales libres que pueden formarse mediante diferentes
mecanismos en presencia de varias moléculas iniciadoras. Después de la iniciacion, los
radicales libres reaccionan con las unidades de monémero, lo que aumenta la longitud de la
cadena del polimero y la naturaleza no especifica de los radicales libres los convierte en una
ruta sintética importante para una amplia gama de compuestos poliméricos (Patra et al., 2022).

La polimerizacion implica la adicion de radicales libres al doble enlace del monémero y se
Ileva a cabo mediante tres etapas bien diferenciadas: iniciacion, propagacion y terminacion. La
primera es la creacion del centro activo del radical libre mediante la formacién de radicales
libres a partir del iniciador, y el segundo es la adicion de uno de estos radicales libres a una
molécula de monomero. En la etapa de propagacion se van afiadiendo moléculas de monémero
el monomero radical formado en la etapa de la iniciacion y la cadena va creciendo. Y, por
altimo, en la etapa de terminacion, el crecimiento de la cadena del polimero llega a su fin. Los
dos mecanismos mas comunes de la terminacién implican la reaccién biomolecular de las
cadenas crecientes del polimero. La combinacion involucra el acoplamiento de dos cadenas
crecientes para formar una sola molécula de polimero (Lopez , 2004).

4.6.2. Homopolimeros y copolimeros

Los materiales poliméricos derivados de un solo monémero (homopolimero) presentan una
amplia variedad de propiedades y aplicaciones, sin embargo, si se sintetizan polimeros que
incorporen dos 0 mas tipos de mondémeros (copolimeros), en numerosos casos se pueden
obtener mejores propiedades que las presentadas por los homopolimeros correspondientes por
separado. Un copolimero corresponde a la union de dos o mas tipos de mondmeros en la misma
macromolécula. En este tipo de macromoléculas es posible distinguir tres grandes subtipos de
acuerdo con la naturaleza de sus unidades monoméricas y de como estas se distribuyen a lo

19


https://drive.google.com/open?id=1gGcdOGF0C3AAlXWi4rL6wVi7EPkpZrwi&usp=drive_copy

largo de las cadenas macromoleculares. Por ejemplo, en los copolimeros alternantes, las
unidades monomeéricas se encuentran dispuestas en forma alternada y periodica en la estructura.
En los aleatorios, las unidades monomericas carecen de un orden o secuencia especifica.
Finalmente, en los copolimeros en bloque, las cadenas poliméricas estan constituidas por dos
0 maés subunidades homopoliméricas unidas a través de enlaces covalentes (Araneda Reyes,
2015). En general, cuando se desconoce el ordenamiento de las unidades, una forma de
representar un copolimero, tomando como ejemplo a las unidades monomeéricas A y B, es:
poli(A-co-B). Por otro lado, existen los copolimeros de injerto, en los cuales las cadenas
laterales estan formadas por mondmeros diferentes a los que conforman la cadena principal.
Este tipo de copolimero requiere de condiciones especiales de reaccion para lograr formarlos.

4.6.3. N-isopropilacrilamida

La N-isopropilacrilamida (NIPAAm), ha sido de gran interés en las Gltimas décadas, ya que
debido a su caracter vinilico produce, a través de distintos métodos, el polimero de cadena
principal saturada denominado poli(N-isopropilacrilamida). En la Figura 4 se muestra la
estructura quimica del monémero NIPAAm vy del polimero lineal de poli-(NIPAAmM) (o
PNIPAAmM). Este polimero posee propiedades particulares que resultan adecuadas para su
aplicacion en el area de la biomedicina. La importancia de este polimero radica en su
comportamiento térmico caracteristico en disolucion acuosa. Presenta una temperatura de
disolucién critica mas baja (LCST, por sus siglas en inglés). Esto lo ha convertido en uno de
los més usados dentro de los polimeros que poseen ‘“solubilidad inversa” frente al
calentamiento, es decir, una propiedad contraria al comportamiento de la mayoria de los
polimeros en solucion a presion atmosférica y temperatura ambiente (Albafil, 2019). En ese
sentido, PNIPAM es un polimero termosensible soluble en agua que tiene la propiedad de
formar hidrogeles. Los hidrogeles de PNIPAAm tienen una baja temperatura de transicion
critica (LCST de 32 °C aproximadamente). Tal como los hidrogeles termosensibles tipicos, los
hidrogeles de PNIPAAm exhiben un dréastico cambio en volumen al alcanzar su LCST debido
a la polaridad de sus moléculas. En otras palabras, los geles termosensibles forman una sola
fase con el agua hinchandose por debajo de su LCST, mientras que arriba de esta temperatura
colapsan (deshinchan) para formar fases separadas.
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Figura 4. Estructuras quimicas del monémero NIPAAm y del polimero lineal de PNIPAAmM.
Fuente: Albaiil, 2019.

Algunos de los primeros trabajos con hidrogeles PNIPAAm fueron realizados por Dong y
Hoffmann (1986). Ellos inmovilizaron una enzima en hidrogeles de copolimero de NIPAAmM
y acrilamida (AAm), y observaron un maximo en la actividad especifica de la enzima en cada
hidrogel a medida que aumentaba la temperatura. Llegaron a la conclusion de que, por encima
del mé&ximo, el gel colapsaba a medida que se superaba la LCST del copolimero, y el colapso
blogueaba la difusion del sustrato hacia el interior y el producto del gel. A medida que
aumentaba la proporcion de AAmM/NIPAAm, el méximo se desplazd a temperaturas mas altas
debido al aumento de la hidrofilicidad, lo que provocé un aumento en la LCST del hidrogel de
copolimero. Lo mas interesante fue el hecho de que las curvas eran reversibles hasta el maximo
alcanzado para la mayor relacion AAmM/NIPAAm; por encima de esa LCST, la enzima se
desnaturalizé debido a la alta temperatura (Peppas & Hoffman, 2020).

4.6.4. N-vinilpirrolidinona

La N-vinilpirrolidona (NVP) es el monémero base del poli(N-vinilpirrolidona) (PVP). ElI PVP
es un polimero con un amplio nimero de aplicaciones. Una de las propiedades mas importantes
de este material, que esta relacionada con un buen nimero de sus aplicaciones, es su anfifilia,
la cual lo hace que sea soluble en disolventes tanto polares como apolares, usandose también
como surfactante polimérico. Dicha anfifilia es debida al balance de grupos hidrofilicos e
hidrofobicos de su estructura. Con relacion a la solubilidad en agua, la PVP pertenece a una
exclusiva familia de polimeros neutros solubles en este medio y de gran interés biomédico
(Prado, 2016).

La estructura quimica del NVP y su homopolimero PVP se representan en la Figura 5. En esta
la unidad repetitiva muestra un ciclo altamente polar con un grupo lactama (amida ciclica)

capaz de formar interacciones de tipo puente de hidrégeno. El resto de la estructura esta
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formada por grupos metilos y metilenos, que le confieren caracter no polar, altamente
hidrofobo. Este monomero es soluble en un amplio intervalo de disolventes poco polares y no
polares, entre los que se incluyen como ejemplos cloroformo, metanol y cloruro de metileno
(Verduzco, 2012).

“‘\“}L —CH,CH—

(__7/0 Polimerizacion via N._©
radicales libres g
NVP PVP

Figura 5. Estructura quimica de la N-vinilpirrolidona y su homopolimero poli
(vinilpirrolidona) o PVP. Fuente: Verduzco 2012).

En investigaciones y estudios consultados se demuestra que la inclusion del monémero NVP
en un polimero basado en acrilamida, eleva notablemente su resistencia y estabilidad térmica
bajo entornos salinos abundantes en cationes divalentes, lo cual expresa claramente que ademas
de incrementar la resistencia térmica, la NVP también previene la hidrdlisis del polimero
(Thomas, 2013).

4.7. Hidrogeles

Los hidrogeles son redes de polimeros reticulados tridimensionales (3D), que pueden absorber
y retener gran cantidad de agua (Wang et al., 2020). Los hidrogeles han recibido una atencién
significativa debido a su alto contenido de agua y potencial relacionado para muchas
aplicaciones biomédicas. Los hidrogeles son estructuras poliméricas que se mantienen unidas
como geles hinchados con agua mediante: (1) enlaces cruzados covalentes primarios; (2)
fuerzas ionicas; (3) enlaces de hidrogeno; (4) interacciones de afinidad; (5) interacciones
hidrofobicas; (6) cristalitos poliméricos; (7) enredos fisicos de cadenas polimeéricas
individuales; o (8) una combinacion de dos o mas de las interacciones anteriores Peppas &
Hoffman, 2020). Los primeros trabajos sobre hidrogeles se iniciaron a mediados de la década
de 1930, principalmente en Alemania, con estudios sobre la cinética de polimeros reticulados.
En la Figura 6 se puede observar, de una forma esquematica, la sintesis de hidrogeles por
polimerizacion por radicales libres y la formacion simultanea de reacciones de
entrecruzamiento. Con relacion a esto, en la década de 1940, la investigacion del premio
Nobel, Paul Flory, condujo a una comprension detallada y fundamental de la estructura
entrecruzada de los hidrogeles, sus caracteristicas de hinchazon/sinéresis y el comportamiento
de deformacién pequefia y grande en agua pura y fluidos fisioldgicos. El libro pionero de
Andrade (1976), dio a conocer algunos de los primeros trabajos que estaban disponibles antes
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de 1975. Desde entonces, numerosas revisiones y varios libros han abordado la preparacion,
estructura, caracterizacion y aplicaciones de hidrogeles (Peppas & Hoffman, 2020).

§-e

Monomero + Agente entrecruzante

B EwE

Copolimerizar monémeros con
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é'

Macromonomeros

N\

Polimero soluble en agua

Polimero entrecruzado

Figura 6. Representacion esquematica de la sintesis de hidrogeles por polimerizacion por
radicales libres y reacciones de entrecruzamiento. (Adaptada de Peppas y Hoffman, 2020).

El grado de entrecruzamiento de los hidrogeles determina propiedades tan importantes como
la solubilidad del hidrogel, el grado de hinchamiento, el tamafio de poro del material, el area
total superficial, asi como la resistencia mecanica del polimero (Akelah y Moet, 1990). Para
obtener las propiedades del hidrogel tal cual se desea sintetizar es imprescindible emplear en
la reaccion el agente entrecruzante adecuado, dicha adecuacién dependera fundamentalmente
del tipo de monémero base (Albafil, 2019).

Los hidrogeles suelen presentar un comportamiento de hinchamiento que depende del entorno
externo. Durante los ultimos 30 afios ha habido un interés significativo en el desarrollo y
analisis de hidrogeles sensibles al ambiente. Estos tipos de geles muestran cambios grandes y
significativos en su proporcién de hinchamiento debido a pequefios cambios en las condiciones
ambientales, como pH, temperatura, fuerza idnica, naturaleza y composiciéon del agente de
hinchamiento (incluidos los solutos de afinidad), luz (visible frente a UV), y estimulos
eléctricos y magnéticos (Yoshida & Okano, 2010).

4.7.1. Hinchamiento

Uno de los factores mas importantes que influyen al hinchamiento de los hidrogeles es el grado
de entrecruzamiento, y se define como la relacién que existe entre los moles de agente
entrecruzante y los de las unidades repetidas de mondémero (Albafil, 2019). Un alto grado de
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entrecruzamiento indica mayor cantidad de agente entrecruzante incorporado en la estructura
del hidrogel.

Los hidrogeles muy entrecruzados poseen una estructura mas compacta, por lo tanto, la
capacidad de hinchamiento es mucho menor en comparacion con el mismo hidrogel con menor
grado de entrecruzamiento. El entrecruzamiento dificulta la movilidad de las cadenas de
polimero, disminuyendo asi el hinchamiento. Dicho en otras palabras, a mayor grado de
hinchamiento, menor tamario de poro de la malla que conforma el hidrogel, por lo tanto, menor
capacidad para retener moléculas de agua o soluciones acuosas entre sus cadenas moleculares.
La estructura molecular del polimero también puede afectar al hinchamiento. Los hidrogeles
que contienen grupos hidroéfilos en su estructura se hinchan en mayor grado que aquellos que
contienen grupos hidrofobos, estos grupos colapsan en presencia de agua, minimizando su
interaccion con las moléculas de la misma y dando como resultado hidrogeles mucho menos
hinchados (Albaiil, 2019).

El porcentaje de hinchamiento es una variable relativamente medida y cuantificable de la
ganancia de peso o volumen de los hidrogeles (Sievers et al., 2020). Si se mide el peso m de
los hidrogeles y se calcula de la siguiente manera:

mi—moy

%H == X 100 (Ecuacion 2)

my

Donde m,, es el peso inicial del hidrogel antes del hinchamiento y m; es el peso del hidrogel
hinchado.

4.8. Trabajos recientes sobre la deteccion de PFOA

En el 2018 se publicé un trabajo donde se presentd una herramienta de monitoreo colorimétrico
basado en una aplicacion para teléfonos inteligentes para lograr la deteccion de tensioactivos
anionicos, incluidos PFOA/PFOS. Para evitar la interferencia derivada de aniones inorganicos
(como los que se encuentran en el agua del grifo y agua subterranea), la muestra de agua se
trata previamente mediante extraccion en fase solida (SPE) con un LOD de 0.5 ppb (duracion
de 3 horas) o mediante extraccion en fase liquida dual (dual-LPE) con un LOD de 10 ppb
(duracion de 5 minutos) (Fang et al., 2018). El agua para monitorear en dicho trabajo fue la
proveniente de acueducto, siendo alimentada en parte por agua subterranea. Lo anterior hacia
que el liquido presentara un contenido alto de multicomponentes, en su mayoria iones y
particulas en suspensién, que podrian interaccionar con el colorante elegido. Por ello, dicha
metodologia requirié de extraccién dual en fase liquida, incrementando asi el costo y
complejidad de la aplicacion de esta idea.
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En ese mismo afio en un articulo realizado por Cennamo y colaboradores (Cennamo et al.,
2018), se presentd un polimero molecularmente impreso (MIP, por sus siglas en inglés) capaz
de unir compuestos perfluorados, combinado con una plataforma de fibra dptica de resonancia
de plasmon superficial. El receptor MIP se depositd en una fibra optica de pléstico cubierta con
una capa fotorresistente y una fina pelicula de oro. Los resultados experimentales demostraron
que el sensor desarrollado permite detectar selectivamente los compuestos mencionados. Este
sistema de sensor Optico quimico es selectivo y capaz de detectar concentraciones muy bajas
de PFAs, con un LOD de hasta 0,13-0,15 ppb. Dicho dispositivo presenta las ventajas clasicas
de los receptores MIP: bajo coste y muy buena reproducibilidad, mejor estabilidad fuera del
entorno nativo y la posibilidad de depositarlo directamente en la superficie de oro, sin modificar
la propia superficie. En otro estudio publicado en el del 2017 también se utilizaron los MIP
Ilevando a cabo un método novedoso para la sintesis de polimeros impresos molecularmente
(MIP), utilizando é&cido 2-(trifluorometil) acrilico y 4-vinilpiridina como mondmeros
funcionales binarios (Cao et al., 2017). Los MIP preparados son adsorbentes potenciales para
la eliminacion selectiva de PFOA y PFOS en medio acuoso. Las capacidades de adsorcion de
los MIP para PFOA y PFOS fue de 6.42 y 6.27 mg/g, respectivamente. No obstante, la técnica
de impresion molecular requiere que la sintesis del polimero se realice en la presencia de las
moléculas que se quiere detectar (Haupt et al., 2020). Luego, una vez formado el polimero,
dichas moléculas deben ser retiradas para dar paso a las nuevas moléculas que se quieren
detectar. Esto conlleva a la paradoja de que la fabricacion de un dispositivo MIP generaria, en
principio, desechos ricos en PFOA o PFOS, resultando asi en una estrategia que va en
contraposicion a los intereses mundiales de reducir la presencia de este contaminante en el
ambiente. Por otro lado, la estrategia MIP también podria aplicarse para el desarrollo de
biodispositivos de deteccion. En esos casos, el polimero debe fabricarse sobre componentes
bioldgicos, como la albumina, por ejemplo. Para este problema especifico, se ha reportado en
la literatura que el dafio que generan los PFAs en los humanos se debe principalmente a la
fuerte unién con esta proteina (Fortsthuber et al., 2020; Merzougui et al., 2020; Jain &
Ducatman 2019). Dicha unién genera un cambio estructural en la albdmina, por lo que un
complejo formado por el sistema proteina-PFA, al ser moldeado previamente con MIP, podria
ser detectado. Sin embargo, el uso de proteinas aumenta el costo de fabricacion del material, y
el uso de PFA para que actie como molde por medio del complejo proteina-PFA, hace que se
generen desechos del contaminante que se quiere detectar posteriormente, pues se tiene que
eliminar de la matriz polimérica antes de su uso.

En un estudio reciente, se presentd un sensor "conmutable™ a base de marcos organometalicos
(MOF), construidos mediante procesos de autoensamblaje, que muestra una fuerte sefial
intensidad de la fotoluminiscencia (PL) de encendido y apagado cuando se expone a aniones
F~y PFOA (Yin et al., 2021). Sus limites de deteccion para iones Fy PFOA son 1.3 ug Lty
19 ug L%, respectivamente, lo que indica una alta sensibilidad hacia ambas especies quimicas.
No obstante, esta técnica presenta limitaciones en la selectividad de la molécula a identificar,
en caso tal de que la muestra a analizar contenga mezclas de PFAs.

En un trabajo del 2016 se utilizé la técnica SERS (dispersién Raman mejorada en la superficie)
para la deteccién de fluorosurfactantes (FS), al aumentar su afinidad de carga y potenciar su
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actividad Raman (Fang et al., 2016). Para aumentar la afinidad de carga de FS, se introdujo un
tinte cationico, el cual fue violeta de metilo, o también llamado cristal violeta, en la solucion
acuosa de incubacion para coprecipitar el FS en la superficie del sustrato SERS, formando un
par ionico inmiscible (tinte-FS), el cual tuvo una mayor intensidad de la sefial SERS en
comparacion a la del FS solo. Lo anterior debido a que la actividad Raman fue mucho mas alta
en el tinte que en FS. Se compararon dos tipos de sustrato SERS elaborados a partir de una
superficie de plata estampada (Ag) y una membrana de 6xido de grafeno (GO). Los resultados
de esta investigacion indicaron gque la union colorante-analito-superficie SERS mejord la sefial
Raman, mientras que la union colorante-analito-GO aumento la afinidad de carga del par de
iones, debido a la contribucion de la superficie hidrofobica del GO. Por lo tanto, en dicho
trabajo trataron de introducir nanoparticulas de plata (AgNP) en la solucién de incubacion (asi
como en el tinte) para coprecipitar FS en la superficie GO, a través de un ensamblaje de tinte—
FS-AgNP-GO. Al utilizar se ensamblaje, lograron detectar con éxito FS, entre los cuales se
encuentran: el PFOAcon un LOD de 50 ppb (120 nM). Sin embargo, este procedimiento
implica que cada sustancia se debe medir por separado, y que, por lo tanto, en un liquido
conteniendo una mezcla de estos contaminantes, la medicion no seria especifica y, en
consecuencia, la contribucion de cada componente en la mezcla seria indeterminada.
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5. JUSTIFICACION

La frecuencia con la que se presentan los PFAS en el ambiente ha ido en aumento, a tal grado
que se estima que, en Estados Unidos de América, 200 millones de habitantes, siendo estas dos
terceras partes de la poblacion total del pais, consumen agua potable con presencia de PFAS
suministrada por el estado (Cordner et al., 2021). Diversos estudios han demostrado los efectos
adversos en la salud provocados por la exposicion a los PFAS. Uno de ellos, fue publicado en
mayo del 2021 por la Agencia para Sustancias Toxicas y el registro de Enfermedades (ATSDR,
2021). Este da a conocer los efectos en la salud derivados de la exposicion a PFAS
(predominando los PFOA y PFOS), demostrando su impacto a nivel hepatico, cardiovascular,
inmunoldgico y reproductivo. Ademas, da a conocer los gastos anuales como resultado de la
atencion médica por afecciones provocadas por PFAS. Se estima que varia de entre 52 a 84 mil
millones de euros (ATSDR, 2021).

Se ha resaltado también que dentro de las técnicas actualmente utilizadas para la deteccion de
PFAS se encuentran HPLC y GC, acopladas a la técnica MS. Aunque HPLC-MS y GC-MS
ofrecen alta sensibilidad y selectividad, consumen mucho tiempo y trabajo intensivo, y
requieren procesos de pretratamiento como la extraccion en fase sélida y la extraccion liquido-
liquido. HPLC-MS y GC-MS también son caros y no portatiles para la deteccion “in situ” en
tiempo real de estos productos quimicos peligrosos. Por ello, es necesario el desarrollo de
técnicas complementarias que ofrezcan un rendimiento de deteccion comparable al de HPLC
y GC, pero con simplicidad operativa, portabilidad y asequibilidad.

La espectroscopia de dispersion Raman de superficie mejorada (del inglés SERS) es una de las
técnicas analiticas mas prometedoras, y por tanto, ha recibido un interés creciente en las tltimas
décadas. SERS permite el andlisis de pequefias cantidades de moléculas o hasta de una sola,
utilizando las llamadas “huellas dactilares” a nivel molecular. Ademas de su alta sensibilidad,
SERS hereda las ventajas de la espectroscopia Raman como la naturaleza analitica quimica, no
destructiva y sin etiquetas. Gracias a estos atributos, SERS ha atraido la atencion de las
comunidades de investigacion y las ultimas cuatro décadas han visto un aumento dramatico en
su aplicabilidad (Pérez et. al., 2020).

Es por ello que en este trabajo se busca desarrollar una alternativa de deteccion de PFOA basada
en la técnica de SERS, debido a que su uso practico y accesibilidad, en comparacion con las
técnicas ya mencionadas, permiten una deteccién mas rentable. Este tipo de deteccidn se hace
necesaria por las alertas que los PFAS estan generando sobre la salud publica y ambiental. Por
otro lado, el uso de matrices poliméricas termosensibles para el disefio y desarrollo de sistemas
SERS, confiere la posibilidad de que cada PFA presente una interaccion diferenciadora con las
cadenas del polimero, en dependencia de la temperatura del medio, logrando con ello, el
desarrollo de materiales con respuesta especifica hacia la molécula a detectar.
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6. HIPOTESIS

Los hidrogeles de poli(NIPAAmM-co-NVP) sintetizados en presencia de AUNPs conformaran un
nanocomposito termosensible con la capacidad de hincharse en agua y absorber moléculas como
MBA y PFOA, para lograr realizar ensayos de deteccion por la técnica SERS.

7. OBJETIVO

Sintetizar nanocompositos termosensibles conformados por nanoparticulas de oro (AuNPS)
dispersadas de forma homogénea en hidrogeles de poli(NIPAAm-co-NVP), para evaluar la
capacidad de absorcion de MBA y PFOA, asi como su respuesta de deteccidn por medio de la
técnica SERS.

8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar AuNPs (~ 15 nm) por medio del método Turkevich a partir de acido
cloroaurico (HAuUCls) y citrato de sodio como precursores de reaccion, y Tween 20
como agente surfactante.

e Caracterizar las AuNPs con Espectroscopia UV-Visible y Microscopia de transmision
electronica (TEM).

e Sintetizar hidrogeles por polimerizacion radicalaria de una mezcla de monémeros
NIPAAmM y NVP, usando N,N"-metilenbisacrilamida (BIS) como agente entrecruzante.

e Sintetizar hidrogeles de NIPAAmM-NVP, en la presencia de una dispersion de AuNPs,
para formar nanocompositos, variando la proporcion de AuNPs en el medio.

Sintetizar hidrogeles y nanocompositos de NIPAAm, para fines comparativos.
Realizar los estudios de hinchamiento de los hidrogeles y nanocompositos a diferentes
tiempos y temperaturas.

e Caracterizar los materiales por medio de espectroscopia de infrarrojo con transformada
de Fourier (FTIR), espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS), TEM, difraccion
de rayos X (XRD) y analisis termogravimétrico (TGA), para determinar su
composicién quimica, morfologia, arreglos cristalinos, y propiedades térmicas.

e Evaluar la respuesta SERS de los nanocompositos, usando acido mercaptobenzoico (4-
MBA) como molécula de referencia.

e Determinar la capacidad de absorcion de PFOA en los materiales propuestos, mediante
el hinchamiento de dichos polimeros en disoluciones acuosas de PFOA.

e Determinar la respuesta SERS de los hanocompositos propuestos para lograr detectar
PFOA en agua.
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9. METODOLOGIA
9.1. Materiales

Los precursores quimicos utilizados en este trabajo fueron adquiridas desde Sigma-Aldrich,
México: N-isopropilacrilamida (NIPAAmM, 97%) N-vinilpirrolidona (NVP, >99%, con
hidroxido de sodio como inhibidor), N,N’-metilenbisacrilamida (BIS, ~99%), N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED, 99%), persulfato de amonio (APS > 98%), acido clorhidrico
(HAUCl4, 99.995%), citrato de sodio, Tween-20 (T20), &cido 4-mercaptobenzoico (4MBA),
acido perfluorooctanoico (PFOA; 95%), hexano (CsH14, 95%, SKU: 296090-1L) vy tolueno
(C7Hs, 99.5%, No. CAS:108-88-3).

También se utilizé argdn de ultra alta pureza. Agua desionizada con resistividad de 18,2
MQ-cm, usada para todos los experimentos.

Se utilizé un horno de secado al vacio, instrumentacion volumetrica de vidrio, lampara de calor
(150 Watts), membranas de celulosa, tubos de ensayo, un equipo de corte rotativo Dremel, un
bafio termostatico (Lindberg blue M) y los equipos de caracterizacion especificados en la
seccion 9.5.

9.2. Sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas de Au

Se prepar6 una disolucion acuosa de HAUCI, con una concentracion de 10 mM. Posteriormente
se extrajo 2.5 mL de la solucion madre de HAUCI4 y se agreg6 en un matraz Erlenmeyer con
47.5 mL de agua desionizada para obtener 50 mL de una solucién a 0.5 mM de HAuCls. En
seguida, la solucion precursora se colocd en una placa calefactora hasta superar los 90°C.
Cuando se alcanzé la temperatura se agregd 2.5 mL de disolucion de citrato de sodio 1.6 mM.
La solucion se mantuvo bajo agitacion hasta tornarse color rojo oscuro. Se retir6 la solucion de
la placa calefactora y se dejé enfriar a temperatura ambiente.

Las nanoparticulas de oro sintetizadas se sometieron a un proceso de lavado, utilizando la
centrifugacion (1000 rpm durante 20 min) y la dispersion por repetidas ocasiones. En el proceso
de dispersidn se utiliz6 una solucion de citrato de sodio con una concentracién de 2.2 mM, con
el objetivo de estabilizar las nanoparticulas de oro. En la Figura 5, se puede observar un
esguema que resume este procedimiento.

29


https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/search/108-88-3?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=108-88-3&type=cas_number

! N
& g
~--e 2.5 mL . -

: - £ 2'.5 mL
e 1 ' solucidn
t==-d- citrato de sodio |
: ‘ \ (1.6 mM)
Solucién madre | | | ‘ ' ‘ &=
HAUCL: (10 mM) =~ ‘ — \ — ' o
il ‘ A U )
/Agua desionizada) 50 mL HAuCl, { s ! 90°C
p— \  475m ) (0.5 mM) = \
“soluci6n ) - ‘
citrato de  |======» : A : i |
s0dio (2.2 mM) i i fentel tiooclon 7 o
m—q 7 b A 10,000 rpm I |
' P 2 20 min
e / e
? o <4+ l
A - | | i
—_ 4 A <— \"‘@ N
G el . ( Agitacién )
! . e i 5 min )

AuNPs (' Redispercion ) ' 5 Ambiente

Figura 7. Esquema del procedimiento experimental seguido para la sintesis de AuUNPs.

Para la estabilizacion de las AuNPs se us6 T20, siguiendo el protocolo reportado por Jauregui
(2021). Para ello, se tomaron 50 mL de la dispersion de AuNPs para ser adicionadas a 50 mL
de solucion T20 a 2 mg/mL. La mezcla se expuso a agitacion moderada durante 30 minutos,
con el objetivo de fisisorber la molécula T20 en las AuNPs. Basados en el método reportado
por Scarabelli et. al., (2015), se calculé la concentracion de Au con estado de oxidacion cero
(Au®) presente en la dispersion de AuNPs/T20, arrojando un resultado de Au®=0.2 mM. A esta
se le denomind dispersion madre.

Para la obtencion de una dispersién mas concentrada de AuNPs, se distribuyé el contenido de
la dispersion madre de AuNPs/T20 [Au’= 0.2 mM] en varios tubos eppendorf de 2mL (Fig.
6.a). Luego, todos los tubos fueron centrifugados por 20 min a 10000 rpm (Fig. 6.b). Después,
a cada tubo se le retir6 1.8 mL del sobrenadante (Fig. 6.c), quedando un remanente de 0.2 mL
en el tubo, el cual correspondia a toda la fase insoluble de las AuUNPs/T20 dispersadas en dicho
volumen (Fig. 6.d). Finalmente, el contenido de todos los tubos fue mezclado en un matraz
erlenmeyer (Fig. 6.e). Aplicando el método reportado por Scarabelli et. al. (2015), se estimd
que esta nueva dispersion era de Au® = 1.8 mM.
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Figura 8. Representacion esquemaética del proceso de preparacion de la dispersion de AuNPs
con [Au0] = 1.8 mM, a partir de la dispersion madre con [Au0] = 0.2 mM.

9.3. Sintesis hidrogeles

90.3.1. Purificacion del mondmero NIPAAmM

La purificacion del mondmero NIPAAm se llevo a cabo por el método de recristalizacion. Para
ello, 25 g de NIPAAm se adicionaron a 175 mL de una disolucion de hexano/tolueno 50:50
(v/v). La mezcla se calentd sin exceder la temperatura de 30°C, bajo agitacion magnética
constante, hasta la disolucion completa del NIPAAm. Luego, la mezcla fue filtrada a presion
reducida usando membranas de celulosa para eliminar impurezas solidas. El liquido filtrado se
colocé a 0°C durante 24 horas para recristalizar el NIPAAm. El s6lido formado fue recuperado
por filtraciébn con membrana y a presion reducida, para luego secarlo en una estufa de vacio
durante 48 horas. EI NIPAAm purificado se almacend para su posterior uso, usando para ello
un recipiente de vidrio capaz de evitar el contacto permanente del monémero con la luz.

9.3.2. Sintesis de hidrogeles y nanocompositos

El método para la sintesis de los hidrogeles y nanocompositos fue adaptado desde el
procedimiento reportado por Maheswari et al., (2014). Los materiales fueron sintetizados en
tubos de ensayo de 20 mL. Las proporciones de NIPAAM/NVP utilizadas para un volumen
total de 15 mL se muestran en la Tabla 2. EI volumen utilizado de la dispersion de AuNPs con
[Au°] = 1.8mM para la preparacion de nanocompositos con concentracion baja (-B), media (-
M) y alta (-A), también es mostrado en la Tabla 2. Todas las mezclas fueron preparadas usando
agua desionizada como disolvente.
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Tabla 2. Relaciones molares de NIPAAM/NVP y volumen usado de dispersion de AUNP
con [AuQ] = 1.8mM para preparar un volumen total de mezcla de reaccion de 15 mL.

Volumen de
Codigo de muestra NIPAAmM (M) NVP (M) dispersion de AuNPs
con [Au’] = 1.8mM

(mL)
PN 0.777 0 0
PN-Auwm 0.777 0 1.50
P(N-V) 0.700 0.415 0
P(N-V)-Aug 0.700 0.415 0.30
P(N-V)-Auwm 0.700 0.415 1.50
P(N-V)-Aua 0.700 0.415 3.00

Fuente: elaboracion propia.

La concentracion de agente entrecruzante (BIS) usada para todos los materiales fue de 1% (p/p)
con respecto a la cantidad total, en gramos, de los mondémeros NIPAAm y NVP presentes en
el medio de reaccion. Las mezclas fueron realizadas en tubos de ensayo de 20 mL. Cada
contenido se colocd en burbujeo con gas argdn por 10 minutos para eliminar el oxigeno
disuelto. La polimerizacién fue estimulada por radicales libres, por lo tanto, a cada medio de
reaccion se agregaron 105 uL de APS como iniciador y 15 pLL de TEMED como acelerador.
Después de esto se burbujeo por otros 5 segundos y se procedio a sellar el tubo con tapones de
caucho bajo presion, para reducir la entrada de oxigeno al medio. Cada tubo de ensayo se
colocé en un bafio maria a 30°C por 16 horas. Finalizado dicho tiempo, los polimeros fueron
extraidos desde los tubos, realizando un corte transversal sobre el tubo con la ayuda de una
herramienta de corte rotatorio. Debido a que el polimero adquiere la forma del recipiente de
reaccion, los polimeros extraidos fueron cortados de forma transversal con un escalpelo, para
formar cilindros de aproximadamente 1.5 cm de grosor. Luego, todas las piezas de polimero
fueron lavadas en agua desionizada, realizando sustitucion del medio liquido cada 3 horas
durante las primeras 12 horas, y cada 6 horas durante 4 dias posteriores. La duracion de este
proceso de lavado fue optimizada hasta asegurarse de la ausencia de monémero residual en el
polimero sintetizado, lo cual fue evaluado por medio de espectrometria UV-Vis. Los hidrogeles
y nanocompuestos fueron extraidos del agua y se colocaron a secar exponiéndolos bajo una
lampara de calor (45 °C). El proceso de secado se complet6 colocando los materiales en una
estufa de vacio a 40 °C por 24 horas, asegurandose de que el peso del polimero seco alcanzara
un valor constante. Finalmente, cada cilindro fue lijado hasta formar pastillas con superficies
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uniformes y pesos similares para cada serie de materiales sintetizados (didmetros promedio de
1 cmy espesor de 2 mm). Cada pastilla fue almacenada y rotulada segun los codigos asignados
en la Tabla 2, para su posterior uso y analisis.

9.4. Estudios de hinchamiento

El proceso de hinchamiento se realizé en agua destilada a 25 °C, utilizando un bafio térmico
calibrado a 25 °C. Los polimeros fueron colocados en recipientes de vidrio con
aproximadamente 25 mL de agua. Se registro el peso de los polimeros a los siguientes tiempos:
30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 y 360 min. Enseguida, se registraron los pesos al completar las
7,8, 24, 28, 32, 48, 52, 56, 72, 76 y 78 horas de estudio. Se llevd a cabo este procedimiento
por duplicado para cada tipo de muestra (Tabla 2). Los porcentajes de hinchamiento fueron
evaluados por medio de la siguiente ecuacion:

W—Wo

Hinchamiento (%) = ( ”
0

) X 100 (Ecuacion 3)

donde Wr es el peso del hidrogel hinchado y Wy es el peso del hidrogel en su estado seco.

9.4.1. Determinacion de LCST por hinchamiento

En este estudio se colocaron las muestras previamente hinchadas hasta su valor limite (hasta
alcanzar 48 h de hinchamiento) en 25 mL de agua, en un bafio térmico estabilizado a 5 °C.
Luego, cada muestra fue transferida, cada 30 min, en el siguiente orden de temperaturas: 10,
15, 20, 25, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 45 y 50 °C. En cada transferencia se registro el peso y se
estimd el porcentaje de hinchamiento utilizando la ecuacion 3. El experimento se realizo por
duplicado para cada material.

Para tratamiento de los resultados, el valor promedio del intervalo de temperaturas a la cual se
presenta un cambio considerable en el hinchamiento de los hidrogeles se consider6 como el
valor de la LCST.

En otro estudio, se determino la LCST colocando las muestras evaluadas en la prueba anterior,
a 50 °C, durante 48 h. En esta ocasion, las muestras fueron transferidas, cada una hora, en el
siguiente orden de temperaturas: 45, 40, 38, 36, 34, 32, 30, 25, 20, 15, 10 y 5 °C. Los
experimentos fueron realizados por duplicado, y la LCST fue calculada tal como se menciond
anteriormente.
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9.5. Caracterizacion de AuNPs, hidrogeles y nanocompositos

La espectroscopia Ultravioleta-visible (UV-Vis) fue utilizada para correlacionar el tamafio de
las AuUNP en dependencia de su absorbancia, utilizando un espectrofotdmetro Agilent Cary 60
UV-Vis, en un rango de 300-800 nm. La espectroscopia UV-vis también fue util para evaluar
la presencia de mondmero residual durante los procesos de lavado de los hidrogeles y
nanocompositos.

Las AuNPs, después de sintetizadas y funcionalizadas, se caracterizaron inmediatamente por
espectroscopia UV-Visible, para medir la resonancia del plasmén de superficie localizado
(LSPR), caracteristico de cada sistema nanoestructurado. La morfologia y tamafio de las
nanoparticulas se determind con microscopia electrénica de transmision (TEM) en el equipo
JEOL JEM-2010, con filamento de LaBs Yy adquisicion de imagenes digitales.

Los andlisis de FTIR fueron realizados en un espectrofotometro 6ptico Bruker GMBH tensor
27. Para este analisis la muestra se prepard en forma de pastillas, usando bromuro de potasio
(KBr) como aglutinante y una prensa manual Specac, a una presion de 8 toneladas durante 2
minutos. La pastilla obtenida se analizd en un rango de 400-4000 cm™ en modo transmitancia.
Para la evaluacion del monémero NVP en su estado liquido, se utilizé una ventana de sodio.
Los espectros fueron sometidos a una correccion de linea base, por medio del software OPUS
instalado en el instrumento de medicion.

La espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) se utilizé para evaluar la composicién
elemental de los materiales. Para esto se utilizd un equipo de Espectroscopia Fotoelectronica
de rayos X (XPS), mediante el equipo SPECS. Para los analisis se us6 una presion de 1x107°
Torr y se utiliz6 radiacion Al Ko a 200 W. El sistema de XPS est4 equipado con un analizador
de electrones hemisférico modelo PHOIBOS 150 WAL vy una fuente de rayos X modelo XCR
1000.

La caracterizacion de las fases cristalinas de las muestras se hizo a partir de medidas de
Difraccion de Rayos X (XRD) en un rango de 10 a 80° en la configuracion 26, usando radiacion
Cu Ko, a una longitud de onda de 0.15406 nm, en un equipo Bruker D2 Phaser con un detector
LYNXEYE.

La estabilidad térmica fue analizada en un equipo TGA Q50 TA Instruments, equipado con
celda de alimina. El anélisis se efectué en atmoésfera de gas nitrégeno. El programa de
calentamiento fue de 10 °C/min, desde temperatura ambiente (25 °C) hasta 700 °C. Los
termogramas de DSC fueron obtenidos en el mismo instrumento de medicion.
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9.6. Carga de 4-MBA en los polimeros

Se llevaron a cabo pruebas de absorcion de 4-MBA utilizando pastillas de hidrogel y
nanocompuesto en su estado deshidratado. Cada pastilla fue sumergida en 25 mL de una
disolucién tampdn ajustada a pH 10.0, conteniendo 4-MBA a una concentracion de 10 mM, a
una temperatura de 5 °C, durante un periodo de 72 horas. Posteriormente, se extrajo cada
pastilla del medio y se procedié a su secado a una temperatura de 45 °C con la ayuda de una
lampara de calentamiento. Para esta serie de pruebas, se seleccionaron dos muestras diferentes:
hidrogel de P(N-V) y nanocompuesto P(N-V)-Auwm.

Adicionalmente, se repitié el mismo procedimiento para otras dos muestras: P(N-V) y P(N-V)-
Aua, pero esta vez se utilizdé una concentracion reducida de 4-MBA, especificamente de 0.1
mM. En la Figura 9 se muestra una representacion esquematica del proceso de absorcién de
4-MBA.

Las pruebas de absorcion y el proceso de secado fueron realizados meticulosamente para cada
una de las muestras mencionadas, asegurando la precision y fiabilidad de los resultados
obtenidos. Estas pruebas permitieron evaluar y comparar la capacidad de absorcion de 4-MBA
entre los distintos materiales, abriendo posibilidades de aplicacion como sensores de deteccion

4MBA ;--- PN-PVP
Buffer 154 mg - ] =)
ol Solucion
; 4MBA 10mM
: l - -
- — - -PN-PVP-Auy--, '
- v ® ® oh
/ S ter Agitacidn
S— 5 min .
| Agua desionizada be ‘
‘ 250 nL P it
= 72 h
4MBA
.\ 1.54 mg . PN-PVP -
: ¢
Soluciodn
4MBA ©.1mM '
» I — L
) PN-PVP-Aus
s : —_
/i - o) .
)(;F( ?Cm' Agitacién
5 min ik b -
5°C et
2 {

Figura 9. Representacion esquematica del proceso de absorcion de 4-MBA en las muestras
de hidrogel y nanocompositos seleccionadas.
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9.7. Carga de PFOA en los polimeros

Para la preparacion de disoluciones de PFOA se utilizaron recipientes de polipropileno, con el
propdsito de evitar la adhesion de este contaminante en los recipientes de vidrio. Para cargar
PFOA en los polimeros, una pastilla seca de la muestra P(N-V)-Aua se sumergio en 25 ml de
una disolucion de PFOA con una concentracion de 200 ppm, durante un periodo de 22 horas.
Este procedimiento fue repetido para otra muestra de P(N-V)-Aua, pero a un tiempo de
absorcion de 5 h. Posteriormente, las muestras fueron retiradas del medio liquido y secadas en
una estufa de vacio a 40 °C. Las muestras fueron rotuladas y almacenadas hasta su analisis.

Del medio liquido en el que se realizé la carga, se tomd 1 ml de cada muestra y se agregd por
separado a 4 mL de una solucion de cristal violeta con una concentracion de 7 x 10° M.
Después de transcurridas 24 horas, se midio la absorbancia de las disoluciones y se utilizo la
curva de calibracion del complejo CV-PFOA para estimar la concentracion de PFOA presente
en las muestras, y con ello, comprobar si el PFOA fue absorbido efectivamente en el
nanocomposito.

9.8. Curva de calibracion del complejo CV-PFOA por espectroscopia UV-
Vis

Para estimar un posible cambio de concentracion de PFOA en el medio de carga o absorcion,
se utilizéd un método indirecto de medicion UV-Vis, empleando el colorante cristal violeta (CV)
para formar un complejo CV-PFOA como intermediario de medicién, ya que el PFOA por si
solo no absorbe en la region UV-Vis. Por lo tanto, este experimento fue disefiado para
determinar la disminucion en el pico de absorbancia del CV, conforme se forma el complejo,
una vez se adiciona una cantidad especifica de PFOA. Para esto, se prepararon disoluciones
madre de CV en el intervalo de concentracion de 7x10° a 1x10° M, y se explord su respuesta
al interaccionar durante 20 h con una cantidad especifica de PFOA. A partir de dichos
resultados, se eligieron las concentraciones de CV de 1.3x10° M y 7x10° M para probar su
respuesta con PFOA a diferentes concentraciones: 5, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ppm. Las pruebas
fueron realizadas tomando los volimenes necesarios para preparar 5 mL totales de disolucion.
Este enfoque permiti6 evaluar la linealidad y determinar el rango de trabajo mediante la lectura
de las absorbancias a 589 nm. Asi, se eligié finalmente la disolucion de CV con concentracion
de 7x10°° M como referente, ya que present6 un comportamiento mas lineal y reproducible.

Finalmente, se utilizaron dos muestras de los materiales P(N-V)-Aua para explorar la absorcion
de PFOA. Estos fueron sumergidos en 25 mL de disolucion acuosa de PFOA preparada en el
laboratorio a una concentracion de 200 ppm. Una muestra se retird del medio al completar las
5 h, mientras que la otra se dejé hasta las 22 h. Los materiales se colocaron al proceso de
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secado y se almacenaron para realizar posteriormente los analisis SERS, mientras que del
medio liquido se tomé una alicuota de 1.0 mL para hacerlo interaccionar con la disolucion
referencia de CV a 7x10® M. Para comprobar si el PFOA fue absorbido por el material, se
verificd que la absorbancia del CV del medio liquido fuese menor a la de la solucion de
referencia.

9.9. Medicion en SERS

Los analisis se realizaron utilizando espectroscopia Raman mediante el método SERS en un
equipo de alta precision, el XploRA de HORIBA-Jobin Yvon, el cual estaba equipado con un
microscopio Olympus BX41. El laser empleado tenia una longitud de onda de 638 nm, y se
establecio un tiempo de integracion de 5 segundos. El equipo estaba equipado con un numero
de rejillas de 1200, y se utilizo un rango de deteccion de 700 cm™ a 1800 cm™.

Las muestras analizadas fueron evaluadas en su estado deshidratado, es decir, como xerogeles.
Por lo tanto, previo a los andlisis fueron lijadas hasta obtener un espesor delgado que facilitara
su analisis. Este procedimiento permitié obtener informacion detallada sobre la composicion y
estructura de las muestras después de absorber 4-MBA o PFOA, brindando una vision clara
sobre el rol del nanocomposito como material para deteccion de contaminantes.
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10. RESULTADOS

10.1. AuNPs

En este trabajo de investigacion se utilizé el método Turkevich para la sintesis de AuNPs. Si
bien, se ha documentado que este método produce nanoparticulas con un buen control de
tamafio y unas propiedades de dispersién en medios liquidos sobresalientes, la naturaleza
misma de estas nanoparticulas hace que presenten una alta tendencia a la agregacion
irreversible. Por consiguiente, se prefirid utilizar el agente surfactante Tween-20 (T20) para
conferir una mayor estabilidad a las AuNPs sintetizadas. Esto debido a que se ha comprobado
que T20 actua generando una capa protectora de oligo-(etilenglicol) sobre la superficie de la
particula, impactando con ello en la estabilidad de la dispersion (Godoy 2017;Jauregui 2021).
De esa manera, se buscé asegurar la conservacion de las propiedades de las AuNPs bajo las
condiciones de almacenamiento o al ser expuestas bajo condiciones de reaccion con
mondmeros u otras sustancias quimicas, durante la etapa de sintesis de nanocompositos.

Entre las observaciones a destacar durante la sintesis de las AUNPs se resalta que la dispersion
obtenida presentd una coloracion de tono rojo intenso. Se conoce que los cambios abruptos de
color o tonalidad en esta dispersion son indicativos de una agregacion del producto (Mao et al.,
2020). No obstante, con la incorporacion del T20, las dispersiones de AuNPs sintetizadas
mantuvieron la coloracién inicial, después de su almacenamiento. Esto demuestra que el
sistema nanoestructurado permanecié estable durante el tiempo comprendido entre la sintesis
de AuNPs y la sintesis de los nanocompositos.

Para la caracterizacion de las AuNPs, se usaron dos técnicas complementarias: espectroscopia
UV-vis y la microscopia electrénica de transmisién (TEM). En la Figura 10a se muestra el
espectro UV-Vis de las AuNPs sin funcionalizar y las que fueron estabilizadas con T20. La
sefial observada a aproximadamente 520 nm corresponde al efecto LSPR propio de la plata
nanoparticulada, de acuerdo con lo reportado por Gutiérrez, 2008 y Botasini, 2021. Esta sefial
permite inferir el rango aproximado de tamafio de las particulas y el efecto producido sobre
dicho tamario tras la incorporacion del agente surfactante T20. En ese sentido, las dos muestras
analizadas de AuNPs presentan un patron similar a las particulas de su tipo que presentan un
tamafo en el rango de 10-20 nm. Sin embargo, la adicion del T20 desplaz6 el maximo de
absorcion UV hacia valores mayores de longitud de onda, en dos unidades (de 519.98 nm a
521 nm) y redujo la intensidad de la sefial. Este comportamiento revela que este agente
surfactante modifica el tamafio de la doble capa eléctrica, y por tanto, el radio hidrodinamico
de la particula (Botasini, 2021), lo cual afecta su respuesta LPSR. Resultados similares han
sido reportados para los procesos relacionados con la funcionalizacion de AuNPs (Amendola
y Meneghetti, 2009). De forma complementaria, en la Figura 10b se puede observar una
imagen panoramica TEM de las AuNPs, evidenciando su morfologia esférica y un tamafio
homogéneo en las particulas. No obstante, a partir de los tamafios de estimados en esta
micrografia, se realiz6 un histograma para analizar la distribucion de los tamafios de las AUNPs
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(Fig. 10c), obteniendo un promedio de tamafio de particula de 13 nm y una desviacion de 1.2

nm.
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Figura 10. Resultados de caracterizacion de AuNPs: espectros UV-vis de las AUNPs
sintetizadas con y sin el uso de T20 como agente surfactante (a); Micrografias TEM de las
AuNPs (b); e Histograma de la distribucion de tamafios de AuNPs, estimados desde la

micrografia TEM (c).

Hasta este punto, la caracterizacion de las AuNPs revela que la ruta de sintesis utilizada
conduce a la formacién de nanoparticulas uniformes en su morfologia, con una distribucion
homogénea de tamario.

10.2. Sintesis de hidrogeles y nanocompositos

Para este trabajo, la eleccion de NIPAAm como mondmero principal y N-VP como mondmero
modificador para la sintesis de los hidrogeles, se basé principalmente en al balance
hidrofilico/hidrofébico que se consigue con sus respectivos homopolimeros. Ademas, los dos
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monOmeros poseen una estructura quimica eléctricamente neutra, lo que se debe a que
contienen grupos funcionales no ionizantes. Este factor es importante para no generar
interacciones indeseadas entre el sistema nanoestructurado y los monémeros, que afecten la
estabilidad de la dispersion de AuNPs. En contraste, la adicion de monémeros ionizables como
acido acrilico y &cido metacrilico, conduce a la agregacion inmediata de las AuNPs presentes
en el medio, lo cual se hace evidente con el cambio en la coloracién de la dispersion (pasé de
rojo a violeta o azul). Esto se considera como una limitante para el objetivo de embeber las
AuNPs de forma homogénea en una matriz de hidrogel, y generar con ello, un material
nanocomposito.

En cuanto a las propiedades buscadas en los materiales propuestos en esta investigacion, la
eleccién de PNIPAAmM como componente principal se justifica en el aprovechamiento de la
sensibilidad a la temperatura que se quiere obtener en los nanocompositos. Ya es conocido que
las cadenas de PNIPAAmM confieren un punto critico denominado LCST, que ocasiona que el
hidrogel adopte una conformacion extendida (estado hidratado) al entrar en contacto con el
agua cuando la temperatura del medio se encuentra por debajo de su valor, mientras que pasa
a un estado contraido, cuando ese valor de temperatura es superado (Tang et al., 2017; Ahmad
et al., 2019). El ajuste controlado e intensional de esta transicion permite, a futuro, evaluar los
diferentes modos de interaccion que se pueden dar entre el polimero y las moléculas especificas
que se quieren absorber y detectar usando este tipo de matrices poliméricas.

De forma similar al PNIPAAm, el PVP también presenta un comportamiento dual hidrofilico
e hidrofébico. Aunque este polimero por si solo no presenta un punto critico como la LCST,
presenta la capacidad de modificar significativamente las interacciones intermoleculares del
PNIPAAm, de tal manera que puede también desplazar levemente su termosensibilidad hacia
valores mayores 0 menores de temperatura (Fan et al., 2020). Por lo tanto, con la incorporacién
de N-VP en este trabajo, a una proporcion menor que la de NIPAAm, se busca introducir
impedimentos estéricos en las cadenas del copolimero, de tal manera de que aumente la
capacidad del material para absorber agua y las sustancias presentes en ella, ademas de
desplazar en el orden de 1 a 5 °C el valor de la LCST, sin afectar drasticamente la sensibilidad
térmica dada por las cadenas de PNIPAAmM.

En cuanto a las observaciones de los resultados experimentales, se destaca que la reaccién de
polimerizacion, iniciada por radicales libres, tanto para NIPAAm como para la mezcla de
monomeros NIPAAmM y N-VP, en la presencia del agente entrecruzante, BIS, condujo a la
formacion de polimeros viscoelasticos traslicidos, cumpliendo asi con la apariencia tipica de
los hidrogeles. Ahora bien, durante su sintesis, la gelificacion se alcanz6 después de una hora
de iniciada la reaccion. Sin embargo, esta reaccion fue extendida hasta completar las 16 horas,
con la finalidad de reducir la cantidad de monomero residual.

Con relacién a lo anterior, es importante destacar que, al lograr reducir la cantidad de
monomero residual, y como consecuencia, al aumentar la relacion de conversion de monémero
a polimero, se logra también reducir la toxicidad del material, debido al riesgo que generan
para la salud los compuestos insaturados o con dobles enlaces entre atomos de carbono (Aratjo
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et al., 2002;Urosevi¢ et al., 2020). Por lo tanto, esta clase de materiales también requieren de
lavados exhaustivos en agua, hasta asegurar que las minimas trazas de monomero sin
reaccionar hayan sido eliminadas del producto final. Para nuestro caso, se recurri6 al analisis
por espectroscopia de UV-vis durante los procesos de lavado de los primeros lotes de
hidrogeles sintetizados, con el fin de inspeccionar la presencia de las moléculas sin reaccionar
de los mondémeros NIPAAm y N-VP, o incluso, del agente entrecruzante, BIS. Para esta prueba,
se identificd la presencia de mondmero residual en los medios de lavado, a través de la
aparicion de un pico ancho de absorcién ubicado en el intervalo de 200-300 nm (datos no
mostrados). Como consecuencia, el proceso de lavado de los materiales fue intensificado, hasta
asegurarse de la eliminacion total de estas especies reactivas. Esto fue logrado después del
sexto dia de lavado. De esta manera, se consideré como optimo que el proceso de limpieza de
todos los materiales sintetizados en esta investigacion incluya cambios frecuentes del agua del
medio de lavado, durante 7 dias consecutivos.

Hasta esta seccion se resume que los hidrogeles obtenidos usando exclusivamente el monémero
NIPAAm fueron nombrados como PN, mientras que los que corresponden al copolimero
P(NIPAAmM-co-NVP) se les denomind P(N-V), siguiendo la asignacién de codigos establecida
en la Tabla 2 (ver seccion 9.3.2)

Por otro lado, para la sintesis de los nanocompositos se utilizé la estrategia de polimerizar los
monomeros en la presencia de una dispersion acuosa de AuNPs estabilizada con T20. Esta
dispersion fue preparada tomando volimenes especificos de la dispersion Au® = 1.8 mM,
generando asi tres tipos de concentraciones, a las cuales se les denominé A (alta), M (media) y
B (baja). Los volumenes adicionados se encuentran reportados en la Tabla 2 ( (ver seccion
9.3.2). Entonces, una vez completado el proceso de polimerizacion, los materiales sintetizados
adoptaron el color y la intensidad de tonos dados por la concentracion de AuNPs presente en
el medio. En la Figura 11 se muestra la carta de colores y tonos determinados desde diferentes
lotes de materiales sintetizados, usando la herramienta de inteligencia artificial de la aplicacién
Canva®. Los codigos de muestra usados en la Figura 11 para nombrar a los nanocompositos
corresponden a los asignados en la Tabla 2, en donde la matriz del copolimero P(NIPAAmM-
co-NVP) es representada como P(N-V), a la presencia de oro en el material se la reconoce con
el sufijo -Au, y la concentracion relativa de AuNPs adicionada estd representada con los
subindices A, M y B, dependiendo si la concentracion relativa de nanoparticulas es alta, media
y baja, respectivamente. Como se esperaba, la intensidad del color observada en los materiales
resulté proporcional a la cantidad de nanoparticulas presentes en el medio.
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P(N-V)-Auy, P(N-V)-Aug
#37c81 #f3bec8

Figura 11. Correspondencia entre los colores e intensidad de tonos y la concentracion de
AUNPs usadas en la sintesis de los tres tipos de hanocompositos P(N-V)-Au propuestos en
esta investigacion. El subindice indica la concentracion relativa de AuNPs en el material: B =
baja; M = media y A = alta.

En cuanto a la concentracion relativa de AuNPs en cada nanocomposito, se destaca que a
simple vista se encontr6 que la distribucion o dispersion de las AUNPs en la matriz polimérica
resulté homogénea para los tres casos. También se observd que no se presentaron fugas del
sistema nanoestructurado en los medios liquidos de lavado, lo cual fue verificado también por
medio del andlisis con la técnica de UV-vis. Con esta técnica se registraron los cambios de
absorcion en el intervalo de 200 a 700 nm (datos no mostrados) de las alicuotas tomadas de los
medios de lavado de los nanocompositos. Asi, ante la ausencia del pico de absorcién a la
longitud de onda tipica para dispersiones de AuNPs (520 nm), se considerd que las AuNPs
efectivamente si quedaron embebidas en el interior de las matrices poliméricas de PN y P(N-
V), y que no migran desde el interior de la matriz polimérica cuando el material se encuentra
en estado hidratado o hinchado.

Otros autores también han reportado la sintesis de hidrogeles o de matrices poliméricas en la
presencia de AuNPs, para lograr desarrollar sistemas nanoestructurados embebidos (Gutarra el
at., 201; Jauregui 2022; Becerril et al., 2021). Sin embargo, nuestra propuesta de investigacion
se diferencia de estos trabajos en cuanto al aprovechamiento de la sensibilidad térmica del
material para lograr generar una sefial cuantificable de un contaminante en agua. En ese sentido,
los estudios de hinchamiento proporcionan informacion relevante para determinar el
comportamiento de los materiales al entrar en contacto con el agua.

10.3. Estudios de hinchamiento de hidrogeles y nanocompositos

10.3.1. Hinchamiento a 25 °C

Determinar la influencia del entrecruzamiento de cadenas poliméricas y la inclusion de otros
componentes (mondmeros 0 nanoestructuras) en la matriz polimérica es crucial para
comprender los estudios de hinchamiento de polimeros absorbentes. Estos estudios nos
permiten inferir los cambios estructurales en una red polimérica y su capacidad para absorber
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y retener agua. En nuestros experimentos, se analizaron los hinchamientos de hidrogeles y
nanocompuestos de P(NIPAAm-co-NVP) con diferentes concentraciones de AuNPs a
temperatura ambiente. Con fines comparativos, se incluyo en este estudio una sola muestra del
nanocomposito sintetizado exclusivamente con PNIPAAm, conteniendo una concentracion
media de AuNPs (PN-Auwm). La Figura 12 muestra los resultados de hinchamiento como
funcion del tiempo y en la Tabla 3 se pueden observar los hinchamientos limites obtenidos de
los diferentes materiales. En general, se observa que todos los materiales presentan niveles
significativos de hinchamiento, que van desde 1500 % para el hidrogel PN, hasta por encima
de los 2750 % para el nanocomposito P(N-A)-Aua. En cuanto al hinchamiento limite, se
observa que todos los materiales alcanzan este nivel a las 48 h de estudio. Solamente el material
PN-Aum presentd un descenso en el hinchamiento después de las 50 h de estudio, lo cual se
atribuyo a los desprendimientos de pequefios fragmentos del polimero durante el proceso de
manipulacion necesario para llevar a cabo las mediciones gravimeétricas. Estos
desprendimientos influyeron significativamente sobre la reduccion de los valores promedio del
peso registrado para este material, e indican que el nanocomposito que no contiene NVP en la
matriz polimérica presenta mayor tendencia a la fragmentacion.

3000 H

2000

PN
PN - Au,y,

1000 4 P(N-V)
P(N-V) - Aug

500 P(N-V) - Au,
P(N-V) - Au ,

0 Y [ . T v T ' T . T T T T T ' T
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Figura 12. Estudios de hinchamiento en funcién del tiempo, a 25 °C, de los hidrogeles PN y
P(N-V), y de los nanocompositos PN-AuM y P(N-V)-Au.
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Tabla 3. Hinchamiento limite de los hidrogeles y nanocompositos sintetizados en este

trabajo.

Muestra Hinchamiento limite
PN 1813.7%
PN-Aum 2295.3%
P(N-V) 2609.1%
P(N-V)-Aus 2430.3%
P(N-V)-Aum 2846.5%
P(N-V)-Aua 2793.6%

En la Figura 12 también se observa que los materiales que utilizan PNIPAAmM como dnico
componente de la matriz polimérica (muestra PN), exhibe un menor porcentaje de
hinchamiento en comparacion con su respectivo nanocomposito P(N-Aum). También presenta
un menor hinchamiento al compararlo con el copolimero P(N-V) y las demés muestras de los
nanocompositos P(N-V)-Au. Esto indica que, al incluir al NVP, la parte hidrofilica de esta
molécula (grupo funcional amida) incrementa la afinidad del polimero con las moléculas de
agua, generando un mayor hinchamiento en material, lo cual concuerda con lo reportado por
Fan et al., (2020). En adicion, el impedimento estérico generado por el anillo pirrolidona del
NVP, interfiere generando mayores espacios entre los entrecruzamientos en la red polimérica,
lo que aumenta la capacidad de retencion de agua en este material. En la Figura 12 también se
observa que el aumento en la concentracion de AuNPs condujo a un leve incremento en la
capacidad de hinchamiento de los nanocompositos. En este caso, queda demostrado que el
volumen ocupado por el sistema AuNPs/T20 también influyé sobre la densidad de
entrecruzamiento formada durante el crecimiento del polimero. Por lo tanto, a mayor
concentracion de nanoparticulas en el medio, mayor es el espacio formado en cada segmento
de la red (tamafio de poro), y en consecuencia, mayor es el nivel de hinchamiento que puede
alcanzar el material. Otros autores han reportado que la capacidad de un hidrogel puede verse
influenciada por la inclusién de sistemas nanoestructurados en la matriz polimérica, y que los
factores como tamafio, concentracion y estabilidad de la dispersion de particulas, juegan un rol
importante en las propiedades de hinchamiento del polimero (Gutarra el at., 2017; Nguyen et
al., 2015; Rodriguez 2011). Ademas, es importante considerar que el recubrimiento con T20
sobre la superficie de las nanoparticulas puede actuar también como material absorbente, ya
que el T20 presenta en su estructura grupos hidrofilicos capaces de interaccionar con las
moléculas de agua. Este fenomeno también resulta congruente con el resultado obtenido, ya
que con el aumento en la cantidad de AuNPs/T20 embebidas en la matriz polimérica, se
incrementa también el area de contacto entre el T20 y las moléculas de agua, y como
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consecuencia, se presenta un aumento en el grado de hinchamiento del nanocomposito
(Gonzalez, 2023).

En resumen, se observa en nuestros resultados que la incorporacion de NVP y de AuNPs en
los materiales mejoraron la capacidad de absorcion de agua, comparados con las matrices
poliméricas libres de nanoparticulas (hidrogeles). Este comportamiento fue también reportado
por Gonzalez Castro (2023) para hidrogeles y nanocompositos sintetizados con PNIPAAmM y
poli(acrilamida) (PAAm), bajo las mismas condiciones de reaccion reportadas en esta
investigacion.

10.3.2. Determinacién de la LCST

La Temperatura Critica Inferior de Disolucién (LCST, por sus siglas en inglés) fue estimada
mediante la medicion del grado de hinchamiento de los hidrogeles con relacion al cambio de
temperatura del medio. El objetivo de este andlisis era investigar como la incorporacion de
NVP y AuNPs afecta la sensibilidad térmica, caracteristica tipicamente asociada al PNIPAAm.
En nuestro estudio, se considerd un rango de temperatura entre 5y 50 °C, que abarca los valores
de LCST reportados en investigaciones previas sobre materiales que contienen PNIPAAmM
(Mufioz-Mufioz et al., 2014; Sosnik t al., 2015; Gutarra el at., 2017). Con fines comparativos,
se llevaron a cabo dos estrategias: la primera consistio en variar las temperaturas de manera
ascendente, comenzando desde 5 °C (Figura 13), mientras que la segunda estrategia implicd
variar la temperatura en sentido inverso, desde la temperatura mas alta (50 °C) hasta la mas
baja (5 °C) (Figura 14). Sin embargo, los intervalos de tiempo entre cada medicién difirieron
para cada estrategia. En el caso de la primera estrategia, las temperaturas del entorno se
modificaron cada 30 minutos, mientras que para la segunda estrategia se realizaron cambios
cada 3 horas. De esta manera, se busco determinar si la sensibilidad térmica del material se
manifiesta en intervalos cortos de tiempo o si, por el contrario, requiere de periodos mas
prolongados para que se registren cambios medibles en su hinchamiento como funcién del
cambio de la temperatura del entorno. Esta informacion resultd atil para proyectar el uso o
potencial desempefio de estos materiales como sensores.
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Figura 13. Evaluacion del hinchamiento como funcion de la temperatura, iniciando a5 °Cy
con cambios de temperatura cada 30 min, para los hidrogeles PN y P(N-V), y los
nanocompositos PN-AuM y P(N-V)-Au.

Los resultados de los dos estudios realizados (Fig. 13 y 14) revelan que todos los materiales
experimentan una transicién de volumen con un mayor grado de hinchamiento a temperaturas
bajas (< 20 °C), seguido de una disminucién en el grado de hinchamiento a temperaturas altas
(> 40 °C). Este comportamiento es coherente con los reportados por Garcia et. al., (2003). Otros
autores como Ahmad y colaboradores (Ahmad et al., 2019) han reportado la LCST de
hidrogeles basados en PNIPAAM a 32 °C. Por debajo de esta temperatura se ha reportado que
el polimero presenta una estructura de espiral aleatoria, mientras que por encima adopta una
estructura colapsada (Li et. al., 2009). Para nuestro caso, la determinacion de la LCST para
todas las muestras se estimO a partir de las tendencias de hinchamiento observadas en las
Figuras 13 y 14, utilizando una funcién sigmoidal mediante el software Origin-pro. Los
resultados encontrados se resumen en la Tabla 4. En esta Tabla también se reporta la
sensibilidad térmica (St) de los materiales, la cual se define como el cociente entre el mayor (a
5°C) y menor (a 50 °C) grado de hinchamiento obtenido para cada material.
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Figura 14. Evaluacion del hinchamiento como funcion de la temperatura, iniciando a 50 °C y
con cambios de temperatura cada 3 h, para los hidrogeles PN y P(N-V), y los nanocompositos
PN-AuM y P(N-V)-Au.

Segun los resultados de LCST de la Tabla 4, y de forma similar al analisis realizado para los
estudios de hinchamiento a 25 °C, se observa que esta transicion se ve afectada en mayor grado
con la incorporacion de NVP, y en menor proporcion, con la inclusién de AuNPs en la matriz
polimérica. Por un lado, se conoce que NVP es un monomero hidrofilico que puede introducir
grupos funcionales polares en la estructura de la red polimérica. Esto puede provocar un
aumento en la afinidad del copolimero por el agua y cambiar su comportamiento de
hinchamiento en respuesta a los cambios de temperatura. Por lo tanto, el hecho de que la adicion
de unidades de NVP aumente la hidrofobicidad del polimero, se considera como un resultado
esperado. Ademas, se ha reportado que la incorporacion de unidades hidrofilicas actla
desplazando la LCST hacia temperaturas mas altas. Esto significa que el polimero modificado
puede exhibir un mayor grado de hinchamiento a temperaturas superiores a la LCST en
comparacion con el PNIPAAmM puro (Nam et al., 2002). Evidentemente, eso es lo que se
demuestra con los resultados resumidos en la Tabla 4, pues para los hidrogeles PN, la LCST
estimada fue de 32.1 °C, mientras que para los hidrogeles de copolimero P(N-V), el valor de la
LCST aumento hasta los 35.7 °C. Comportamientos similares del aumento de la LCST de
matrices poliméricas de PNIPAAmM, debidas a la copolimerizacién con NVP, ya ha sido
demostrada por Fan et al., (2020) y Geever et al., (2007).
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Tabla 4. Resultados de la LCST y St determinados desde los estudios de hinchamiento
como funcion de la temperatura, para los hidrogeles y nanocompositos sintetizados en este

trabajo.
Valores estimados desde los Valores estimados desde los
Muestra estudios iniciando a 5 °C y con estudios iniciando a 50 °C y con
cambios de temperatura cada 30 = cambios de temperatura cada 3 h
min
LCST St LCST St
PN 32.1°C 3.6 31.1°C 3.9
PN-Aum 31.8°C 51 30.6°C 5.6
P(N-V) 35.7°C 7.6 35.4°C 6.1
P(N-V)-Aus 36.04 °C 7.3 36.0 °C 6.2
P(N-V)-Aum 36.6 °C 10 36.4 °C 6.0
P(N-V)-Aua 34.01°C 11.3 35.6 °C 53

Para los resultados de St reportados en la Tabla 4, se observa que para las dos estrategias de
andlisis, el valor de esta sensibilidad aumenta significativamente con la inclusién de AuNPs en
la matriz de PNIPAAmM. Sin embargo, esa variacion no resulté significativa con la comparacion
directa entre la serie de nanocompositos cuya matriz polimérica consiste en el copolimero de
P(NIPAAmM-co-NVP), cuando el estudio fue realizado a tiempos largos de medicién (3 horas).
Esto indica que en la matriz del nanocomposito sintetizada exclusivamente con PNIPAAM, los
espacios ocupados por la AuNPs impactaron en mayor grado sobre la densidad de
entrecruzamiento de la red polimérica. Esto implica que las asociaciones hidrofébicas entre las
cadenas de PNIPAAm se ven impedidas en mayor proporcién cuando las AuNPs se encuentran
embebidas en la matriz polimeérica. Por el contrario, para el copolimero, hasta el momento se
reconoce que la inclusion de NVP puede generar por si sola una afectacion sobre la densidad
de entrecruzamiento, lo que indica que el crecimiento de las cadenas poliméricas en la
presencia del sistema nanoestructurado no arroja una distribucion de entrecruzamientos
sustancialmente diferente entre los hidrogeles y los nanocompositos. Sin embargo, a tiempos
cortos de medicidn (30 minutos), esos espacios de la red ocupados por las AuNPs si representan
un impacto en la ralentizacion de la respuesta térmica del material ante el cambio del estimulo
externo, ya que aparentemente obstaculizan la interaccion inmediata entre las cadenas
hidrofilicas del polimero y las moléculas de agua. Lo anterior se contempla como una
posibilidad para explicar el por qué se presentan mayores diferencias entre los valores de
sensibilidad térmica estimados para los nanocompositos P(N-V)-Aum (10.0) y P(N-V)-Aua
(11.3), comparados con los demés materiales sintetizados en esta investigacion (< 7.6).
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Aunque hasta el momento no se cuenta con materiales referentes en la literatura sobre los cuales
realizar una comparacion directa, es importante tener en cuenta que el efecto preciso en los
desplazamientos de la LCST vy las diferencias entre St dependera de varios factores como la
proporcion de unidades de NVP incorporadas, la estructura del polimero resultante y las
interacciones entre las unidades de NVP y PNIPAAm. Seria necesario realizar estudios
experimentales especificos y adicionales para determinar como exactamente la adicion
controlada de unidades de NVP influiria en la LCST del polimero. No obstante, el propésito
de nuestro trabajo se enfocd solamente en utilizar la NVP como un modificador suave de la
conformacion de las cadenas de PNIPAAm, para lograr determinar en un futuro su influencia
sobre los diferentes modos de interaccion especificos que se podrian establecer entre el
polimero y las moléculas del contaminante PFOA. Por lo tanto, ante el resultado observado en
las Figuras 13 y 14, se estaria cumpliendo con este objetivo, ya que se demuestra que con la
inclusion de NVP en el copolimero, se presenta un desplazamiento leve de la LCST en un
intervalo entre 3- 5 °C, y, ademas, que los nanocompositos si presentan una respuesta térmica
diferenciadora a tiempos cortos de medicion, lo cual los hace potencialmente atractivos para
su uso en la construccion de sensores portables.

10.4. FTIR

La caracterizacion FTIR (Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier, por sus
siglas en inglés) es una técnica analitica utilizada para estudiar y analizar aspectos relacionados
con la composicion quimica de materiales organicos. Esta técnica se basa en la interaccion de
las moléculas con la radiacion infrarroja, lo que permite obtener informacion sobre los grupos
funcionales quimicos presentes en una muestra. En consecuencia, este analisis se utiliz6 para
la identificacion de los grupos presentes tanto en los hidrogeles como en los nanocompositos
sintetizados. En la Figura 15 se muestran los espectros FTIR obtenidos de los monémeros
NIPAAmM y NVP. Para estas dos se observa a 1623 cm™ la banda de vibracion caracteristica
para el enlace C=C, y alrededor de los 1700 cm™ la correspondiente al grupo carbonilo (C=0).
Las sefiales presentes en el intervalo de 800-1000 cm™ evidencian los modos de estiramiento
de los enlaces C=C provenientes del grupo vinilo (Geever et al., 2007). Para los dos mondmeros
también resulta comun encontrar la banda de estiramiento C-N en el intervalo 1150-1200 cm"
1y las bandas de tension C-H a 2900-3000 cm™ que corresponden a los grupos alifaticos
presentes en estas dos moléculas. Sin embargo, la sefial intensa tipica de vibracién del enlace
N-H a 3300 cm™, sélo se observa en NIPAAm, debido a su naturaleza de amida secundaria,
mientras que para NVP, por tratarse de una amida terciaria, esta banda se encuentra ausente en
el espectro. De forma similar, un doblete de bandas observado a 1386 y 1366 cm™,
corresponden al grupo isopropilo del NIPAAm, y, por lo tanto, solo fueron observadas en el
espectro FTIR de este mondmero.
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Figura 15. Espectros FTIR de los mondmeros utilizados en la sintesis de los diferentes
hidrogeles y nanocompositos: NIPAAm (N) y N-vinilpirrolidona (V).

Para efectos comparativos, la Figura 16 muestra el espectro de los productos de polimerizacion
de los mondmeros: el hidrogel PN, el nanocomposito PN-Auwm Yy el copolimero P(N-V). Para
estas tres muestras es posible identificar las bandas de vibracion a 1649 cm™ caracteristicas del
grupo carbonilo (C=0) proveniente de las amidas en NIPAAm y NVP. De igual manera, la
sefial a 1541 cm, asignada a la vibracion del enlace C-N vy a la vibracion de flexion N-H a
1541 cm?, también es identificada en estos espectros, tal como lo indica la literatura (Cui et.
al., 2018). En cuanto a la sefial doblete ubicada a 1386 y 1366 cm™2, la cual es caracteristica
del grupo isopropilo de PNIPAAm, también es observado en los tres espectros. No obstante, la
sefial fina e intensa observada a 1621 cm™ para el enlace C=C en el espectro de los mondmeros
(Fig. 15), no se observa en las muestras poliméricas, debido al solapamiento generado por el
ensanchamiento de las bandas carbonilo producido tras el aumento tipico de los modos
vibracionales de los grupos funcionales al generarse las cadenas del polimero. De todas formas,
cabe destacar que con el proceso de polimerizacion se espera que la sefial de C=C sea reducida
significativamente o desaparezca en el espectro.
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Figura 16. Espectros FTIR de las muestras del hidrogel PN, el nanocomposito PN-AuM y el
copolimero P(N-V).

Por otro lado, la presencia de AuNPs en PN generd un aumento en la intensidad de las sefiales
en el espectro FTIR, posiblemente debido al volumen ocupado por el sistema nanoestructurado
en la red polimérica. Esto es respaldado con los resultados de los estudios de hinchamiento
reportados en la seccién 10.3, ya que los hanocompositos, cuyas cadenas fueron crecidas en la
presencia de AuNPs, presentaron menor densidad de entrecruzamiento que los respectivos
hidrogeles. Por lo tanto, se esperaria que cuando los polimeros se encuentran en su estado
deshidratado, alcanzan un grado de contraccién menos intenso entre sus cadenas, generando
asi un mayor espacio entre los grupos funcionales, en consecuencia, una mayor libertad para
los movimientos vibracionales. Dicho de otra manera, una mayor densidad de entrecruzamiento
en las redes poliméricas produce un mayor establecimiento de enlaces intermoleculares entre
las cadenas poliméricas cuando el polimero alcanza su estado contraido, produciendo a su vez
una reduccion de la intensidad de las sefiales en el espectro FTIR. Resultados similares han
sido reportados por Saruchi & Kumar en su trabajo publicado en 2019 en el cual utilizaron
nanoparticulas de plata embebidas en un hidrogel de carboximetilcelulosa para la degradacion
de un colorante.
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Figura 17. Espectros FTIR de los materiales P(N-V) en sus tres diferentes concentraciones
de AuNPs y en ausencia de ellas.

En la Figura 17 se presenta el espectro FTIR comparativo de los nanocompositos cuya matriz
polimérica es el copolimero P(N-V). Es importante sefialar que las bandas identificadas en cada
muestra de nanocomposito corresponden exactamente a las del copolimero P(N-V). Sin
embargo, la influencia de la concentracion de nanoparticulas en cada muestra se determina por
la variacion en la intensidad de las sefiales del espectro. En ese sentido, se observa que a mayor
concentracion de AuNPs resulta un ligero aumento en la intensidad de algunas bandas en el
espectro FTIR, entre las que se destaca la de tension N-H (3300 cmt), C-H (2900-3000 cm™)
y C=0/C-N (1500-1700 cm™). Debido a que las AuNPs por si mismas no emiten sefial en la
region del espectro IR, se asume que su superficie, funcionalizada con T20, estaria
contribuyendo en el aumento de grupos funcionales que presentan sefiales en estos rangos. En
ese aspecto, se conoce que una molécula de T20 aporta grupos alifaticos, hidroxilo y carbonilo,
por lo que su inclusion en la formacidn de los nanocompositos puede impactar en los resultados
de esta espectroscopia.
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10.5. XRD

La técnica XRD es muy Gtil y no destructiva que se utiliza para estudiar la estructura cristalina
de materiales solidos. En el caso de polimeros, como las redes de PNIPAM y de PVP, que son
materiales amorfos, el XRD puede proporcionar pistas relevantes sobre la organizacion
molecular en la muestra y la presencia de estructuras cristalinas ordenadas o regiones semi-
cristalinas (Ahmad et al., 2019; Zdravkovietal et al., 2017). Como se observa en la Figura 18,
al analizar un hidrogel de PNIPAAmM (PN) en su estado seco mediante XRD, se observa un
patron de difraccion tipico de materiales amorfos. A diferencia de los materiales cristalinos que
muestran picos de difraccion bien definidos debido a la repeticion periddica de la estructura
cristalina, los polimeros amorfos exhiben un patrén difuso y amplio, que sugiere la falta de
orden a gran escala. En ese sentido, la muestra PN presenta un pico amplio en el intervalo 26
= 10-45°, con un méaximo a 18.3° y dos hombros con menor intensidad a 27 y 39°. Estos picos
se atribuyen a la presencia de regiones semi-cristalinas en el material, donde pequefios
dominios pueden exhibir un minimo de ordenamiento. Con la incorporacion de NVP para la
conformacién del copolimero P(N-V), se observan las mismas sefiales que para la matriz PN,
diferenciandose solamente en la intensidad de las sefiales, lo cual indica que las unidades
modificadoras de PVP aumentan las regiones semi-cristalinas en el material.

En cuanto al analisis de AuNPs por XRD, trabajos como el de Krishnamurthy y colaboradores
(Krishnamurthy et al., 2014), han reportado la alta cristalinidad en este tipo de muestras, lo
cual se demuestra con la presencia de un pico de alta intensidad a 260 = 38.1°, acompafiado con
otros a 44.3, 64.5 y 77.7°. De forma similar, en otro trabajo de investigacion han reportado
dicho patron XRD a 20 = 38.07, 44.21, 64.41, 79.38 y 81.52°, que corresponden a los planos
(111), (200), (220), (311) y (222) de la estructura fcc, respectivamente (Borhamdin et al.,
2015). Sin embargo, para nuestros resultados, en el difractograma de la Figura 18 no se
observan con claridad las sefiales intensas que tipicamente son asociadas a la presencia de
AuNPs en la muestra. Esto puede atribuirse a la baja concentracion del sistema
nanoestructurado en el material. No obstante, debido a que las AuNPs se encuentran
encapsuladas dentro de la matriz PN o del copolimero P(N-V), se observan cambios en el
patron de difraccion de los nanocompositos en comparacion con los hidrogeles sin las
nanoparticulas. En otras palabras, la presencia de AuNPs en los materiales si influyo en la
organizacion de las cadenas del polimero, ya que su crecimiento, orientacion y ordenamiento
en el espacio, estuvo determinado por los espacios libres que dejo el sistema nanoestructurado
en el medio de reaccion. Esa influencia se observa mas marcada en las muestras de referencia
PN-Auwm y el nanocomposito P(N-V)-Aua, ya que la relacion de intensidad entre el méximo a
18.3°y los ubicados a 27 y 39°, se reduce. Esto es un indicativo de que las AuNPs inducen un
mayor ordenamiento de las zonas semicristalinas de los polimeros.
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Figura 18. Patrones XRD de los hidrogeles PN y P(N-V), y de los nanocompositos P(N-V) a
diferentes concentraciones de AuNPs: baja, media y alta.

10.6. Analisis de los materiales por espectroscopia XPS

La espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS) se utilizé para evaluar la composicién
elemental de los materiales en estado seco o deshidratado. En primera instancia, los espectros
XPS de baja resolucion (Figura 19) permitieron identificar todos los elementos que integran
cada una de las muestras evaluadas. En ellos se observa que tanto para los hidrogeles como
nanocompositos, los elementos principales identificados fueron: Carbono (C1s, ubicado en 245
eV), Nitrégeno (N1s, en 400 eV), y Oxigeno (O1s, en 531 eV). Estas sefiales corresponden al
aporte de la matriz polimérica, dada su naturaleza organica, y también por el aporte de los
elementos C, O y N que los monémeros NIPAAmM y N-VP realizan a la estructura de la red.
Por lo tanto, es esperado que la mayor intensidad en el espectro XPS sea presentada por la sefial
de Cls, ya que este elemento hace parte de las cadenas principales del polimero. La
participacion del iniciador de polimerizacion, el persulfato de amonio (APS), aun cuando se
utiliza en cantidades minimas, también puede aportar azufre (S) a las muestras. En
consecuencia, una pequefia sefial observada a 164 eV, puede atribuirse a la sefial de S2p. Por
otra parte, en este espectro tambien se realizé una sefializacion del area en la cual se espera
observar las sefiales debidas a la contribucion del elemento inorgénico, el Au (entre 90-100
eV), el cual deberia ser aportado por el sistema nanoestructurado. Sin embargo, con la ayuda
de los espectros XPS de alta resolucion, se discutira mas adelante el aporte real y las
caracteristicas de cada una de estas sefiales.
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Figura 19. Espectro XPS de baja resolucion para los hidrogeles y nanocompositos
sintetizados en esta investigacion.

La Figura 20 muestra el espectro XPS de alta resolucion de los hidrogeles y nanocompositos.
La Figura 20(a) muestra la ventana correspondiente a la sefial C1s para todas las muestras, con
los méximos de picos ubicados a 284.5 eV. El aporte en este nivel de energia corresponde
principalmente a los enlaces C-C de las cadenas principales de la red o matriz polimérica (Kuo
et al., 2010). En adicion, el hombro de menor intensidad en la sefial C1s ubicado en el intervalo
de 285 a 288 eV, se atribuye en parte a los enlaces C-N aportados por los dos monémeros
(NIPAAmM y N-VP) y el agente entrecruzante (BIS), los cuales usualmente se ubican a 286 eV.
El otro aporte es realizado por los enlaces C=0 de los grupos carbonilo presentes también en
NIPAAmM, NVP y BIS, los cuales se ubican generalmente a una energia mas alta (288 eV)
(Masaaki Okubo et al., 2008). Aqui es importante resaltar que al comparar el hidrogel
sintetizado exclusivamente con PNIPAAmM (muestra PN) contra su correspondiente
nanocomposito (PN-Auw), se esperaria como resultado una reduccion general en la intensidad
de la sefial Cls, debida al aporte del componente inorganico nanoestructurado (las AuNPs).
Sin embargo, aunque para este caso nuestros resultados arrojan una reduccién en la sefial a
284.5 eV, se confirma un aumento significativo en el hombro de la sefial C1s en el intervalo de
285.5 a 288 eV. Este comportamiento indica que para los nanocompositos, el componente
organico que recubre las nanoparticulas de Au, estaria aportando también sefiales de carbono
con un ambiente quimico diferente al de los enlaces C-C. Considerando esta hipotesis, el T20,
usado como agente surfactante para mejorar la estabilidad del sistema nanoestructurado en las
dispersiones acuosas, se caracteriza por aportar enlaces C-O tanto de los grupos -OH (ubicados
generalmente hacia 286 eV) como de los grupos carbonilo (C=0; ubicados hacia 288 eV). De
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esta manera, se puede considerar este resultado como un indicativo de que el T20 presenta un
notable impacto en el estudio de composicion quimica de las muestras debido tanto al aporte
en composicion quimica debido a su estructura, como al efecto estérico o los espacios que
genera dentro de la red polimérica al ser incluido en el proceso de sintesis del polimero.
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Figura 20. Espectros de XPS de alta resolucion para las sefiales de carbono (a), oxigeno (b),
nitrégeno (c) y la exploracion sobre el intervalo de Au (d) en los materiales sintetizados para

esta investigacion.

En cuanto a la contribucion de la sefial C1s del copolimero P(N-V) y de sus correspondientes
nanocompositos (Fig. 20(a)), se destacan las siguientes observaciones:

La intensidad general del pico C1s de P(N-V) disminuye en comparacién con la matriz
PN, lo cual indica que la inclusion de NVP para formar el copolimero podria influenciar
en la generacion de mayor espacio entre cada punto de entrecruzamiento, formando de
esta manera redes con menor densidad de entrecruzamiento. Una red menos densa
podria generar menor numero de sefiales en el area de anélisis XPS, ya que reduce la
probabilidad de colision del haz del rayo X con los &tomos que componen la muestra.
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e En los nanocompositos del copolimero P(N-V) se presenta una disminucion de la sefial
Cl1s, excepto para la muestra P(N-V)-Aum. Debido que la inclusion de AuNPs se realizd
en el medio de reaccion para lograr el crecimiento de las cadenas poliméricas durante
la sintesis de los nanocompositos, se espera que su concentracion si influya
significativamente sobre la cantidad y volumen de los espacios de entrecruzamiento
formados en cada red polimérica. Por lo tanto, se podria considerar que la concentracion
media de nanoparticulas (Aum) conduce a la formacion de un material con una
distribucion estructural y de componentes mas homogénea que las obtenidas a baja y
alta concentracion. Aunque hasta el momento no se ha encontrado en la literatura un
antecedente similar a este resultado XPS obtenido durante nuestra investigacion, se
considera entonces que la concentracion media de AuNPs representa la condicion
experimental Optima para la sintesis de este tipo de nanocompositos. No obstante, se
deberan realizar estudios y andlisis adicionales que corroboren esta afirmacion.

En la Figura 20(b) se observa la ventana XPS correspondiente a la presencia de nitrdgeno
(N1s) en la muestra. La sefial observada a 398.5 eV corresponde a los enlaces C-N de las
amidas. Este grupo funcional esté presente tanto en los mondmeros, NIPAAm y NVP, como
en el agente entrecruzante, BIS, que fueron utilizados para la sintesis de los materiales. La sefial
monomodal y simétrica observada en esta ventana del espectro evidencia la dificultad para
lograr descomponer con claridad la contribucion de cada uno de estos componentes por
separado, debido a que presentan un ambiente quimico similar. Sin embargo, el orden creciente
de intensidad nos revela que al tomar como referencia al hidrogel sintetizado exclusivamente
con PNIPAAmM (muestra PN), tanto la generacion del copolimero como la inclusion de
nanoparticulas influyen en el aumento de esta sefial a 398.5 eV. Esto indica que entre los
cambios que se generan sobre la estructura base y referente del PNIPAAmM, se encuentra la
posibilidad de que se hayan efectuado reordenamientos de los grupos amida para generar redes
con distribuciones mas homogéneas. Este fendmeno puede influir en el aumento de la cantidad
de atomos por unidad de volumen de la muestra sobre los que el haz de rayos X finalmente
colisiona en el area de analisis seleccionada del material (Kovac¢ 2011). En ese sentido, un leve
desplazamiento de aproximadamente 0.2 eV hacia mayor energia observado en la muestra P(N-
V)-Aua, indica un cambio en el ambiente quimico del enlace C-N, debido probablemente a la
saturacion de asociaciones por enlace de hidrogeno entre los grupos funcionales de la superficie
del sistema nanoestructurado (grupos -OH) y los &tomos de nitrégeno de funcién amida propia
de la red polimérica.

En la Figura 20(c) se presenta la ventana XPS de la sefial O1s en el intervalo de 527-535 eV.
Teniendo en cuenta las observaciones anteriores correspondientes a los resultados de las
ventanas de C1s (Fig. 18(a)) y N1s (Fig. 18(b)), se considera que en este intervalo se presenta
la contribucion de los diferentes enlaces C-O contenidos tanto en la estructura del material
como en el componente nanoestructurado. Cabe resaltar que en este intervalo se observa una
mayor variacion en las energias de enlace entre las muestras. Por ejemplo, en la muestra del
hidrogel PN se observa un pico maximo a 531 eV, mientras que la incorporacion de AuNPs en
dicha matriz (PN-Auwm) produce un desplazamiento del maximo hacia 530.3 eV. Un fendmeno
similar ocurre para la muestra del copolimero P(N-V), ya que al incorporar las AuNPs, se
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presenta un desplazamiento del maximo hacia menores energia. Este comportamiento reafirma
la posibilidad de que los grupos funcionales de la superficie del sistema nanoestructurado
(AuNPs/T20) presentan algun tipo de interaccion con los grupos funcionales carbonilo de la
red polimérica, y por tanto, su inclusién afecta significativamente el ambiente quimico de estas
especies. Tal como se comento anteriormente, las afectaciones sobre la intensidad de cada sefial
en los espectros XPS se pueden atribuir a que en el &rea de analisis elegida para cada material,
las densidades de entrecruzamiento y el ordenamiento o reorientacion de los grupos funcionales
se encuentran en funcién de la presencia o ausencia del sistema nanoestructurado, influyendo
asi sobre la cantidad de atomos que interaccionan con el haz de rayos X del instrumento de
medicion.

En la Figura 20(d) se muestra la ventana de analisis XPS realizada sobre el intervalo de 82 a
98 eV, la cual fue explorada con el propoésito de identificar la presencia de Au en los
nanocompositos sintetizados. Se conoce que la sefial de Au 4f se conforma tipicamente de dos
picos simétricos y definidos, uno ubicado a 84 eV y otro a 88 eV, tal como lo reportan otros
autores (Laurenzana et al., 2022). En contraste, para nuestro caso se encontrd una sola sefial en
cada muestra, con maximos variando entre 88 y 89 eV, y con niveles de intensidad bajos, casi
al nivel de ruido instrumental para algunas muestras. Sin embargo, se conoce que el elemento
zinc (Zn) presenta un pico asimétrico con un maximo a 89 eV que corresponde a Zn 3psz;2 y un
hombro a 91 eV que corresponde a Zn 3p1, tal como lo reportd Ekicibil y colaboradores
(2015). Cabe resaltar que estas caracteristicas son observadas para algunas de nuestras
muestras, por lo que se puede atribuir que el andlisis XPS esta reportando realmente la
presencia de Zn como uno de los componentes de la superficie de los materiales, en lugar del
esperado Au. Es por ello que la presencia de Zn en nuestros materiales se cataloga como una
contaminacion externa de los materiales, ya que ninguna de las sustancias quimicas utilizadas
para esta investigacion contiene Zn. En cuanto a su origen o fuente, se considera que este
elemento pudo haber llegado a las muestras desde el papel lija usado para pulir las superficies
de las pastillas de cada material, proceso que fue realizado antes de introducir las muestras en
el equipo XPS. Debido a que se conoce que los elementos abrasivos del papel lija pueden
contener minerales como 6xidos de aluminio y zinc, se atribuye que la presencia de este Gltimo
pudo estar influenciada por el contacto directo y recurrente de nuestros materiales con esta
herramienta de pulido. Ademas, la identificacion de este elemento explica el por qué la muestra
P(N-V), sintetizada en ausencia de AuNPs, presenta la mayor intensidad, comparada con las
demas muestras, aun cuando la intensidad de esta sefial es muy baja para todo el conjunto de
muestras analizadas.

En cuanto a la presencia de Au en lo materiales sintetizados, la identificacion por medio de la
técnica de anélisis XPS de este elemento no fue posible debido a dos causas potenciales: las
concentraciones de AuNPs en los medios de dispersion usados para el crecimiento de las
cadenas poliméricas aun se encuentran por debajo de los limites de deteccion del instrumento
de analisis; o el recubrimiento formado con T-20 sobre las nanoparticulas de Au actian como
una barrera, dificultando asi la medicion del Au. Cabe resaltar que el limite de penetracion del
analisis XPS es de 10 nm para las superficies de materiales sélidos, por lo que se puede suponer
que ante la barrera que genera la matriz polimérica junto al recubrimiento del sistema
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nanoestructurado con el agente surfactante, se reduzca la posibilidad de interaccionar con el
Au para generar una sefial cuantificable. Esto indica que los resultados obtenidos por
espectroscopia XPS corroboran lo discutido anteriormente para las técnicas FTIR, XRD vy los
resultados de hinchamiento, y consiste en que el compuesto T-20 usado para mejorar la
dispersion de las AuNPs y reducir el fendmeno de agregacion, influye directamente sobre las
propiedades fisicoquimicas de los nanocompositos.

10.7. Analisis térmico de los hidrogeles y nanocompositos

Para evaluar la estabilidad térmica de los hidrogeles de PN y P(N-V) y sus correspondientes
nanocompositos, se realizd la caracterizacion por medio de la técnica de analisis
termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés), a partir de las muestras en estado
deshidratado. Los termogramas de todas las muestras se muestran en la Figura 21. En el
termograma de la Figura 21(a) se observan principalmente tres etapas de transicion térmica.
La primera se relaciona con la pérdida de peso gradual entre un 10 y 20 % cuando el polimero
fue calentado desde 50 a 130 °C, lo cual es atribuido a la eliminacién del agua asociada en cada
material, tal como se ha reportado para algunos polimeros hidrofilicos (Ahmad et al., 2019).
La segunda etapa, comprendida desde los 150 hasta los 300 °C se presenta como una zona en
la que el material alcanza una estabilidad térmica, ya que no pierde peso. Finalmente, en la
tercera, que se comprende desde los 350 hasta los 400 °C, es en donde ocurre la degradacion
térmica del material, ya que se presenta una pérdida abrupta de la mayor parte de su peso. La
Figura 21(b) muestra una ampliacion de la zona del termograma en donde inicia la
descomposicion, con el objetivo de estimar la temperatura en la cual el material ha perdido un
total del 30 % de su peso total. A esta temperatura se le denomina como T3zo. Para complementar
este andlisis, en la Figura 22(a) se presentan las derivadas de TGA, conocidos como
termogramas DTG, mientras que en la Figura 22(b) se presenta una vista ampliada de estas
derivadas a un intervalo de temperatura entre 275 y 430 °C, con el objetivo de facilitar la
diferenciacion entre el trazo de estas tendencias de degradacién y la estimaciéon de la
temperatura de degradacion (Tq). Es importante resaltar que los puntos maximos alcanzados en
cada pico de los DTG representan al punto medio de la temperatura de descomposicion de cada
material. Por ejemplo, la primera transicion atribuida a la pérdida de agua asociada muestra su
méaximo a 100 °C (T1), mientras que la zona de descomposicion presenta maximos entre los
350-358 °C para los hidrogeles y nanocompositos que consisten en la matriz del copolimero
P(N-V), y entre 400 y 415 °C para el hidrogel de PN y su respectivo nanocomposito. Los
valores exactos de las transiciones T3o ¥ Tq, estimados desde las Figuras 19 y 20 se encuentran
resumidos en la Tabla 5.
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nuestra investigacion (a), y su vista ampliada en el intervalo de 275-430 °C (b).
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Tabla 5. Registro de transiciones térmicas y cantidad de residuos generados en las
determinaciones de TGA de las diferentes muestras sintetizadas en este trabajo.

Muestra T30 (°C) Ty (°C) Residuo (%)
PN 388 411 2.5
PN-Aum 382 406 4.9
P(N-V) 342 355 1.4
P(N-V)-Aug 346 364 0.1
P(N-V)-Aum 346 363 46
P(N-V)-Aua 348 364 5

Considerando los resultados estimados desde los termogramas TGA y DTG, se resalta que el
material PN presenta una temperatura de descomposicion mayor, comparada con todas las
muestras analizadas. Luego, al incluir AuNPs sobre esta matriz sintetizada exclusivamente con
PNIPAAmM (muestra PN-Auwm), se presenta una leve disminucion en dicha temperatura. Sin
embargo, un efecto contrario es observado para el copolimero P(N-V), pues, aunque la
incorporacion de N-VP en el material conduce a una reduccion significativa de la temperatura
de descomposicién al compararla con la matriz de PN, cuando se incluyen las AuNPs esa
temperatura aumenta aproximadamente 7 °C. Esto indica que las AuNPs dotan de un efecto de
resistencia térmica a los nanocompositos cuyas matrices estan compuestas del copolimero P(N-
V), mientras que, de forma contraria, para los materiales sintetizados exclusivamente con
PNIPAAmM, actiia como un conductor térmico que ocasiona que el material se descomponga a
una temperatura mas baja. Esta accién conductora también fue reportada por Gonzalez Castro
(2023) en un trabajo reciente para nanocompositos basados en el copolimero de PNIPAAmM y
poliacrilamida (PAM) con AuNPs embebidas en la matriz polimérica, los cuales fueron
sintetizados siguiendo la misma metodologia reportada en esta investigacion. No obstante,
hasta el momento no se ha encontrado en la literatura un trabajo que cuestione el uso de
nanoparticulas para reducir o aumentar la temperatura de descomposicion de copolimeros
basados en NIPAAmM y NVP.

En términos de la cantidad de residuo que queda después de llegar a la transicion de
descomposicion de cada material, se deduce de la Figura 21(a) y de los datos resumidos en la
Tabla 5, que los materiales que conducen a una mayor generacion de residuo corresponden a
los nanocompositos del copolimero P(N-V) que fueron sintetizados en la presencia de
concentraciones de AuNPs media y alta,. En contraste, los demas materiales presentaron un
porcentaje minimo o despreciable de residuo. Este es un factor que nos indica que
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probablemente los grupos amida de las fracciones de N-VP agregados al polimero confieren
una mayor asociacion fisica con los grupos funcionales de la superficie del sistema
nanoestructurado de AuNPs/T-20. Es por ello que al aumentar la concentracion de AuNPs se
genera aparentemente un sistema mas estable termicamente, en el que se forma un producto
carbonéceo al alcanzar la temperatura de descomposicion. Esto se puede relacionar con el
efecto protector que genera el Tween 20 sobre las nanoparticulas, ya que con el aumento en la
concentracion de AuNPs, también aumenta la proporcidn de cadenas alifaticas provenientes de
este agente surfactante (Gonzalez Castro 2023). En ese sentido, este resultado es congruente
con el analisis realizado a los resultados obtenidos mediante las técnicas de XRD y XPS, en
donde se concluye que el T-20 ejerce un efecto protector, pero también de oclusion sobre las
AuUNPs, que no facilita su identificacion o determinacion directa. No obstante, los cambios en
las propiedades térmicas y otras como el color, capacidad de hinchamiento y sensibilidad a los
cambios de temperatura del medio acuoso, nos confieren la certeza de que las AuNPs si se
encuentran embebidas en la matriz polimérica de los nanocompositos. Finalmente, en las
siguientes secciones se discutirdn los resultados del efecto que tendran estos sistemas en la
potencial deteccion de contaminantes.

10.8. Absorcion de 4-MBA 'y PFOA

10.8.1. Absorcion de 4-MBA

Se realizaron experimentos utilizando una seleccién de nuestros materiales para sumergirlos
en disoluciones acuosas de 4-MBA (unos a 10 mM y otros a 0.1 mM), con el objetivo de
absorber este compuesto en el interior de las matrices poliméricas mediante hinchamiento y
difusion. Se resalta que en esta investigacion se aprovecha a la técnica SERS para medir la
respuesta producida, que se espera sea el resultado de la interaccion entre las nanoparticulas de
oro (AuNPs) y las moléculas de 4-MBA, mediada por las cadenas hinchadas del copolimero
P(NA). Por ello, el 4-MBA se utilizo como una molécula de referencia para analizar el
fenomeno SERS, basadndonos en trabajos previos publicados por nuestro grupo de
investigacion, entre ellos los estudios de Jauregui et al. (2021) y Romo et al. (2021).

Para verificar que el 4-MBA fue efectivamente absorbido dentro de los materiales, se
interrumpid el contacto entre los materiales y la disolucion de 4-MBA. Luego, los materiales
se sometieron a un proceso de secado, y se demostrd que en estado deshidratado adquirieron
un aspecto blanco-amarillo en su interior, con una tendencia hacia la acumulacion del producto
en el centro de la pastilla del polimero. Con las muestras que fueron hinchadas en la disolucion
de menor concentracion, se obtuvo visualmente una menor saturacion de color amarillo en la
muestra y mayor transparencia. Esta apariencia fue interpretada como evidencia de la
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acumulacién del 4-MBA solido en la red polimérica. En una seccion posterior se discutira el
desempefio de estos materiales ante la técnica SERS.

10.8.2. Absorcion de PFOA

Para la manipulacion y trabajo directo con PFOA nos enfrentamos a la necesidad de abordar la
toxicidad y los riesgos asociados con altas concentraciones de PFOA, lo que implico una
diferencia del enfoque cualitativo usado para evaluar la absorcion de 4-MBA en nuestros
materiales. Por lo tanto, fue necesario desarrollar un método experimental que garantizara el
uso de concentraciones de este contaminante dentro del rango de ppm.

En este punto es importante resaltar que el objetivo principal de la investigacion es determinar
la afinidad de los materiales propuestos con las moléculas de PFOA y, en consecuencia, estimar
la cantidad de PFOA absorbida. Para lograr esto, se ided un método indirecto de cuantificacion
utilizando el colorante cristal violeta (CV). Este colorante tiene una propiedad interesante:
forma un complejo de coordinacion con el PFOA (Bai S. et al., 2022), lo que resulta en una
reduccion en la absorbancia del CV en el rango del UV-vis. Aprovechando esta caracteristica,
se prepararon disoluciones acuosas de CV para estimar indirectamente si se presenta una
disminucion en la concentracion de PFOA cuando los materiales se colocan a hinchar en el
medio liquido que contiene a este contaminante. Aunque se trata de un método impreciso para
determinar la concentracion real de PFOA en muestras liquidas, fue utilizado para estimar de
forma cualitativa si realmente el PFOA presenta afinidad con el polimero, y, en consecuencia,
tiene la capacidad de difundir hacia el interior de la red polimérica. Con esto se logré evitar el
uso de tecnologias robustas, de alto costo y baja accesibilidad para realizar este tipo de
determinaciones o andlisis.

El proceso propuesto involucro entonces la realizacion de una curva de calibracion inicial con
los resultados de absorcion de CV en funcién de la concentracion de dicho colorante (Figura
23). Esto permitio establecer el rango de trabajo, donde una concentracion especifica de CV se
redujo como consecuencia de la interaccion con PFOA, mostrando una respuesta lineal
mediante la exploracion con la espectroscopia UV-vis. Asi, la referencia encontrada fue de
7x10% M.

Con esta concentracion de referencia de CV, se construy6 una nueva curva de calibracion a
partir de los resultados de absorcion del CV en funcion de su interaccion con diversas
concentraciones de PFOA (Figura 24). La observacion comprobo el comportamiento lineal en
todo el rango evaluado, demostrando la relacién inversamente proporcional entre la
absorbancia del CV y la concentracién de PFOA.

Finalmente, con los ensayos realizados para lograr la absorcion de PFOA en el material P(N-
V)-Aua, se confirmo que la migracion de las moléculas de este contaminante hacia el interior
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de la matriz polimérica del nanocomposito, se llevd a cabo, determinando que la concentracion
de PFOA absorbido por los polimeros fue de aproximadamente 120 ppm. Por lo tanto, este

nanocomposito fue usado para realizar los ensayos preliminares con el anélisis SERS.

En resumen, el uso del colorante cristal violeta como un método indirecto de cuantificacion
ofrece una forma recursiva pero eficiente de evaluar cualitativamente la concentracion de
PFOA absorbida, garantizando al mismo tiempo la seguridad y minimizando los riesgos

asociados con altas concentraciones de este contaminante en nuestros experimentos.

Absorbancia

Figura 23. Figura 21. Curva de calibracion de la absorbancia de CV a diferentes
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Figura 24. Curva de calibracion de la absorbancia de CV a una concentracion fija de 7x10-6
M, en funcion de su interaccion con diferentes concentraciones de PFOA.

10.9. Seiial Raman y potencial efecto SERS.

10.9.1. Respuesta Raman y SERS de los polimeros y nanocompositos al 4-
MBA

Se utilizdé la molécula 4-MBA como muestra de prueba, al ser una molécula analizada
anteriormente por diversos autores, los cuales han identificado y reportado el espectro Raman
y SERS que han obtenido con las principales sefiales atribuidas a la molécula (Jiang et al.,
2013, Capocefalo et al., 2019 y Wang & Li., 2021).

Se llevaron a cabo dos diferentes experimentos tal como se describe en la Seccion 9.6. En el
primero las muestras se colocaron a hinchar en la presencia de una solucion acuosa de 4-MBA
a 10mM. Esto con el proposito de que el 4-MBA quede absorbido en el interior de las redes
poliméricas, incluso despues del proceso de secado. En el segundo experimento, fueron puestas
a 0.1 mM de 4-MBA. Las dos disoluciones fueron preparadas en un medio amortiguador
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(buffer pH = 10) para favorecer la solvatacion. Esto indica que el medio utilizado presentd un
alto contenido de fosfatos.

Para el primer experimento, una de las dos muestras seleccionadas para absorber el 4-MBA a
10 mM fue el copolimero P(N-V), para que al analizar la muestra por la técnica Raman se
lograra identificar el aporte de sefiales desde la matriz (P(N-V)). De forma similar, también se
analiz6 en Raman la muestra P(N-V) sin 4-MBA, con el fin de obtener el espectro de la matriz
polimérica en ausencia de la molécula como referencia. Por lo tanto, al sustraer al espectro de
P(N-V) con 4MBA las senales de la matriz P(N-V), se obtienen las sefiales correspondientes a
la molécula 4-MBA presente en la muestra. La segunda muestra que se sometié al proceso de
hinchamiento fue la P(N-V)-Auwm, con el objetivo de obtener un potencial efecto SERS para el
espectro del 4-MBA, al contener NPs en la matriz polimérica..

En la Figura 25 se muestran los espectros obtenidos de las tres muestras analizadas en el primer
experimento. En estos es posible observar algunas similitudes entre las muestras que contenian
4-MBA, identificando los dos principales picos (de mayor intensidad) correspondientes al
espectro Raman de la molécula 4-MBA.

P(N-V) - Auy, - MBA,
P(N-V) - MBA,,
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Figura 25. Espectros Raman de las muestras analizadas en el primer experimento.
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Para una mejor visualizacion e identificacion de las sefiales presentes en los espectros, se
realizo el procesamiento de los datos, incluyendo restas de espectros, con el fin de obtener solo
las sefales provenientes del 4-MBA. En la Figura 26 se pueden observar los resultados, junto
con el espectro (amarillo) obtenido al medir directamente el polvo de 4-MBA como referencia.

MBA
Resta 1: Matrizyg,,, - Matriz
Resta 2: (Matriz Auy)ypaio - Matriz
E)
2
e
<
=
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=
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=
v I I I I I v I v
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Corrimiento Raman (cm™)

Figura 26. Espectros Raman de 4-MBA en polvo (espectro amarillo) y de las restas
realizadas entre los espectros.

En la Tabla 6 se pueden observar los codigos utilizados para las muestras analizadas en Raman
y las restas realizadas en el tratamiento de los datos obtenidos de los espectros.

Para conocer si alguna de las sefiales presentes en el espectro obtenido pertenece al 4-MBA se
realizé una tabla comparativa (Tabla 7), en la cual se colocaron como referencia las sefiales de
4-MBA obtenidas en un trabajo ya reportado por Capocefalo y colaboradores (2019). En estas
se establecen las bandas caracteristicas de la molécula, las cuales se ubican en el pico Vsa
presente en 1594 cm™ y el pico V12 localizado alrededor de 1098 cm™ los cuales se atribuyen
a los anillos de modo vibracional de respiracion del anillo bencénico de la molécula 4-MBA.
No obstante, al hacer una recopilacion de los reactivos y sustancias utilizadas durante la sintesis
e hinchamiento de los hidrogeles, con el fin de descartar que alguno de estos pudiera interferir
en las sefiales de la molécula 4-MBA, se encontr6 que para llevar a cabo el proceso de absorcion
del 4-MBA fue necesario lograr disolverlo en agua, lo cual requirié el uso de una disolucion
tampon ajustada a pH 10.0. Se conoce que esta sustancia contiene KoPO4/KHPO4, que en otras
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palabras significa que presenta un contenido alto de iones fosfatos (Franchini & Carstensen,
1996). Estos fosfatos presentan una banda en SERS justo en donde se presenta la banda del
pico V12 del espectro tipico del 4-MBA, por lo que no es posible considerar o asignar con
certeza que esa banda se debe a la presencia del 4-MBA. Al considerar lo anterior, en la Tabla
7 solo se usa de referencia el pico Vss, con su rango de aparicion tanto en Raman como en
efecto SERS y los picos obtenidos en nuestros espectros, con el objetivo de discernir si se trata
de las mismas bandas caracteristicas del 4-MBA. Como se observa en la Tabla 7, en los
espectros obtenidos en este trabajo se puede identificar que en las tres muestras analizadas
presentan un pico alrededor de 1600 cm™, sin embargo, de acuerdo con lo reportado por
Capocefalo y colaboradores (2019), se observa un desplazamiento de este pico a menores
valores de corrimiento Raman, al comparar un efecto Raman y un efecto SERS, de
aproximadamente 8 cm™. Al analizar el pico Vs, obtenido de la muestra 4-MBA y el obtenido
en la muestra (Matriz Aum) mea- Matriz, es posible observar un desplazamiento hacia la
izquierda de la muestra con AuNPs, siendo coherente con lo reportado en el articulo de
referencia. Sin embargo, la banda del pico Vsa en la resta de la Matrizmsaio - Matriz, muestra
el pico en 1587.5 cm™, lo cual es confuso, ya que al no tener AuNPs se esperaria que arrojara
este pico alrededor de 1594 cm™. Esto se podria atribuir a que al estar la molécula dentro de la
matriz polimérica su respuesta vibracional se ve modificada.

Tabla 6. Hidrogel y Nanocomposito sometidos a absorcion de solucién con 4-MBA vy el tipo
de espectro esperado al analizarlos mediante el equipo Raman.

Muestra Cddigo
Matriz polimérica P(N-V)
Muestra 1 P(N-V) - MBA1o
Muestra 2 P(N-V) - Aum - MBA1o
4-MBA en polvo MBA
Resta 1 Matrizmgaio - Matriz
Resta 2 (Matriz Aum) mea- Matriz
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Tabla 7. Hidrogel y Nanocomposito sometidos a absorcion de 4-MBA a 10 mM vy las sefiales
esperadas en el espectro Raman.

Tipo de sefial obtenida Vsa

Capocefalo et al., 2019 4- Raman 1594 cm™?
MBA

Capocefalo et al., 2019 4- SERS 1586 cm™?
MBA

MBA Raman 1603 cm™?

Matrizmeaio — Matriz Raman 1588 cm™?

(Matriz Aum) mea- Matriz SERS 1589 cm?

Para el segundo experimento, se disminuyo la concentracion de 4-MBA utilizada en el proceso
de absorcion de la molécula (de 10 mM a 0.1 mM) y se aumento la concentracién de AuNPs
utilizando la muestra P(N-V)-Aua en lugar del sistema de concentracion media utilizado en el
primer experimento. Estas modificaciones se hicieron con el objetivo de prevenir una
saturacion de la molécula dentro de la matriz polimérica y a su vez que se obtuviera un mayor
namero de AuNPs entre las redes, por lo que se promovieron mas puntos de encuentro entre
las nanoparticulas y las moléculas de 4-MBA, buscando observar el efecto SERS del 4-MBA
con mayor claridad. Como se puede observar en la Figura 27, se encuentran las dos muestras
analizadas en Raman junto con el espectro de la matriz. De igual forma, en el tratamiento de
los datos se realiz6 una resta de la Matriz-AuM mea menos la Matriz Auwm, logrando atribuir asi
que la sefial obtenida proviene de la presencia de 4-MBA (Figura 28).

En la Tabla 8 se muestra el pico Vs en cada espectro de las muestras analizadas en el segundo
experimento. Se puede observar que la aparicion del pico en la muestra: (Matriz Aum)meao.1 S€
encuentra en 1595 cm™. Sin embargo, se esperaba que apareciera alrededor de 1586 cm™, ya
que al estar presentes las AuUNPs se esperaria una sefial SERS, pero al analizar con detenimiento
el pico del polvo de 4-MBA, este se encuentra a 1603 cm™, por lo que se estaria frente al
desplazamiento de -8 cm™ a menores valores de corrimiento Raman, que se puede atribuir a la
presencia del efecto SERS. Debe mencionarse que en ambas sefiales (MBA de referencia y
resta) se observa un “offset” con respecto a los valores reportados por Capocefalo et al., (2019),
lo cual puede provenir ya sea de una cierta interaccion con las cadenas poliméricas, o bien, de
algan error de medicién del equipo.
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Figura 27. Espectros Raman de las muestras analizadas en el segundo experimento.
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Figura 28. Espectros Raman de 4-MBA en polvo (espectro amarillo) y de la resta de la sefal
obtenida del nanocomposito P(N-V)-AuA-4-MBAO0.1 menos P(N-V)-AuA (especto rosa).
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Tabla 8. Hidrogel y Nanocomposito sometidos a absorcion de solucion 4-MBA a 0.1 mM y
el tipo de espectro esperado al analizarlos en el equipo Raman.

Muestra Tipo de sefial obtenida Vsa
Capocefalo et al., 2019 Raman 1594 cm*
Capocefalo et al., 2019 SERS 1586 cm™

MBA Raman 1603 cm™
(Matriz Aum)msao1- Matrizaua SERS 1595 cm*

10.9.2. Evaluacion de la respuesta Raman y SERS de los polimeros y
nanocompositos con PFOA.

Los espectros Raman de los hidrogeles P(N-V)Aua se muestran en la Figura 29, junto con el
espectro Raman de PFOA, usado como referencia, el cual se encuentra ubicado en la parte
superior de la grafica. Para la identificacion de los picos caracteristicos del PFOA, se consultd
el trabajo reportado por McDonnell y su equipo (2023), en el cual obtuvieron los espectros
Raman y SERS de PFOA. En ellos se exhibe una serie de picos intensos, entre los principales
se encuentra el modo de estiramiento simétrico CFs alrededor de 730 cm™ (Fig. 29, banda
marcada en amarillo) y el modo de estiramiento CF alrededor de 1350 cm™ (Fig. 29, banda
marcada en azul). En dicho trabajo se concluye que los espectros tanto Raman como SERS
mantenian estos picos principales, cuya diferencia entre ambos analisis indica que en SERS
aparecen mas picos, de los cuales una gran mayoria no pudieron asignar con certeza a algunas
de las especies quimicas presentes. Sin embargo, ellos mencionan que su aparicién podria
atribuirse al efecto SERS, es decir, la mejora de la sefial de los modos de vibracion que de otro
modo no serian observables en las mediciones de espectroscopia Raman normales. Teniendo
como referencia lo reportado en dicho trabajo, se identificaron las sefiales que aparecen en los
intervalos reportados, los cuales se pueden observar en la Fig. 29. En esta Figura, en color
amarillo se puede observar el area donde tipicamente aparece el modo de estiramiento CF3 y
se puede observar que en el espectro del PFOA puro, se encuentra el pico caracteristico de
dicho estiramiento alrededor de 725 cm™. También se observa que en la muestra que se
mantuvo menor tiempo sumergida en el agua contaminada de PFOA, se presenta un pico
alrededor de 742 cm™. Para el caso de la muestra que tuvo mayor tiempo de contacto con el
PFOA, se puede observar que en ese rango se encuentran unidos dos picos, uno en 741 cm?y
el otro en 742 cm™*. Para el modo de estiramiento CF se puede observar que en el espectro del
PFOA aparece alrededor de 1365 cm™, mientras que para las muestras poliméricas con AuNPs,
no se presentan un pico destacable en ese rango. Sin embargo, alrededor de 1392 cm™ las dos
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muestras exhiben un pico (Fig. 29, linea punteada), el cual no aparece en el espectro de la
matriz polimérica con AuNPs sin PFOA (espectro de color naranja en la Fig. 29), siendo
posible deducir que este pico podria ser un ligero desplazamiento del modo de estiramiento CF
presente en el PFOA. Se puede atribuir entonces este corrimiento a la presencia de plasmones,
al contener AuNPs en la matriz polimérica de las muestras.
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Figura 29. Espectros Raman obtenidos de los nanocompositos cargados con la molécula
PFOA y el espectro de el PFOA analizado en estado sélido.
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11.

CONCLUSIONES

Se sintetizaron exitosamente AUNPs por medio del método Turkevich y se logré su
estabilizacion Ilevando a cabo una funcionalizacion con Tween20 (T20).

Se comprobo por medio de microscopia TEM un tamafio aproximado de 13 nm para
las AuNPs, y por espectroscopia de UV-vis que las propiedades plasménicas de las
nanoparticulas se ven afectadas por la adicién de T20 como agente surfactante.

Se logro sintetizar hidrogeles de PNIPAAm y del copolimero PNIPAAmM-co-PVP por
medio de polimerizacién por radicales libres. Los dos materiales presentaron
sensibilidad al cambio de temperatura del medio, con LCST entre 32 y 36 °C. En
comparacion con el hidrogel de puro PNIPAAM, la adicién de NVP al copolimero
aumento la capacidad de hinchamiento del material y la LCST.

Se logro sintetizar nanocompositos mediante la sintesis de los hidrogeles de PNPAAM
y el copolimero PNIPAAmM-co-PVP en la presencia de AuNPs. Se sintetizaron
materiales con tres diferentes concentraciones de AuNPs: baja, media y alta. Todos los
nanocompositos presentaron sensibilidad a la temperatura, con LCST en el intervalo de
34 a 36 °C. Para efectos comparativos, se logré sintetizar un nanocomposito
polimerizando PNIPAAmM en la presencia de AuNPs a una concentracion media. Este
polimero presentd menor capacidad de hinchamiento y una LCST a 31.8 °C, lo cual
comprob6d que NVP y AuNPs mejoran la capacidad de hinchamiento del material, y
desplazan la LCST hacia mayores temperaturas.

Las caracterizaciones por espectroscopia FTIR demostraron la presencia de los grupos
funcionales de los monémeros PNIPAAmM y NVP. Los analisis por XRD demostraron
que las AuNPs afectan la formacion de dominios semicristalinos en la matriz polimérica
debido a los espacios que ocupan en las redes poliméricas. El analisis térmico por medio
de la técnica TGA demostraron que las AuNPs causan un desplazamiento en las
temperaturas de descomposicion de las matrices polimericas libres de nanoparticulas.
La espectroscopia XPS demostro el agente surfactante (T20) influyé en el
encapsulamiento de las nanoparticulas, por lo tanto, las sefiales esperadas para el
elemento oro (Au) no fueran observadas en el espectro, debido a la interferencia en el
analisis superficial de las AuNPs al contener T20. Este resultado fue coherente con
algunas observaciones registradas para cada prueba de caracterizacion.

Los nanocompositos propuestos presentaron la capacidad para absorber 4-MBA y

albergarlo en el interior de la matriz polimérica. El seguimiento de dicha absorcion
pudo realizarse de forma visual.

73



e Para los ensayos de deteccion del 4-MBA absorbido en los nanocompositos, los
resultados obtenidos para la espectroscopia Raman demostraron un desplazamiento de
los picos tipicos de la molécula reportados por otros autores. Sin embargo, el
corrimiento que se presenta en el efecto SERS si coincide con el desplazamiento de las
muestras con presencia de AuNPs. Esto es un indicativo de que las AuNPs embebidas
en una matriz polimérica promueve un incremento de la sensibilidad de deteccion de la
molécula 4-MBA. De los dos experimentos realizados para el analisis de la presencia
de esta molécula, el que mostré6 una mejor respuesta SERS fue el que utilizé una
concentracion mayor de AuNPs en el material y una concentracién menor de 4-MBA
en el medio de absorcion. Esto revel6 que la saturacion del analito en el material causa
interferencia en este tipo de cuantificacion.

e Para lograr deducir si los nanocompositos propuestos tenian la capacidad para absorber
PFOA, se recurrié a un método indirecto para medir la formacion de un complejo entre
el colorante cristal violeta (CV) y las moléculas de PFOA presentes en medio acuoso.
Este método demostré que una fraccion del PFOA si fue absorbida en la matriz
polimérica.

e Para la deteccion SERS de PFOA absorbido en los nanocompositos se encontrd que las
muestras presentaron dos sefiales tipicas para la presencia de PFOA, que se podrian
atribuir al efecto de los plasmones provocados AuNPs en la matriz polimérica,
indicando asi que el material propuesto presenta un alto potencial para identificar PFOA
por medio del método SERS.
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