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RESUMEN

La presencia de contaminantes en el ambiente es cada vez mayor y, por lo tanto, es un tema urgente
y prioritario. Una gran mayoria de estos requieren técnicas robustas y costosas para su deteccion,
como es el caso del acido perfluorooctanoico (PFOA), uno de los compuestos que pertenece a los
contaminantes sintéticos denominados “compuestos perfluoroalquilados” (PFAs). En este trabajo
se realizd la sintesis de un nanocomposito basado en hidrogeles termosensibles con nanoparticulas
plasmonicas de oro (AuNPs, por sus siglas en inglés) embebidas en la matriz polimérica, con la
finalidad de formar un material capaz de detectar la presencia de PFOA en agua mediante la
espectroscopia Raman con superficie mejorada (SERS, por sus siglas en inglés). La sintesis de
AuNPs esféricas se realizo a partir de HAuCly, siguiendo el método de Turkevich. La sintesis de
hidrogeles se realizd “in situ” sobre las AuNPs, usando una dispersion estabilizada de las
nanoparticulas en agua como medio de reaccion. Para el proceso de polimerizacion, los
compuestos no ionizables, N-isopropilacrilamida (NIPAAm) y acrilamida (AAm), fueron usados
como mondémeros, mientras que N, N-metilenbisacrilamida (MBAAmM) fue usado como agente
entrecruzante. La reaccion de polimerizacion fue estimulada por radicales libres. Las AuNPs
fueron analizadas por espectroscopia de UV-vis y los nanocompositos fueron caracterizados por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de fotoelectrones de
rayos X (XPS), y espectroscopia de difraccion de rayos X (XRD). Los estudios de hinchamiento
de los hidrogeles fueron evaluados por el método gravimétrico. La temperatura critica de
disolucién (LCST, por sus siglas en inglés) se estimé desde la respuesta de hinchamiento de cada
material a diferentes temperaturas. Se encontr6 una LCST a 31 °C para los materiales con
PNIPAAmM, mientras que para los materiales de P(NIPAAm-co-AAm) se encontrd a 33°C. El
andlisis SERS fue realizado usando los materiales en estado deshidratado.

Con esta investigacion se pretende iniciar el desarrollo de materiales con la capacidad de establecer
diferentes modos de interaccién con la molécula de PFOA, en dependencia de la temperatura del
medio, para asi generar un sistema portable de respuesta selectiva para el PFOA y cada compuesto
que hace parte de la familia de los PFAs. De esta forma se pretende generar herramientas que
permitan identificar la presencia de estos contaminantes en el ambiente, asi como realizar estudios
de su trazabilidad.

Palabras clave: Nanoparticula de oro; Hidrogel termosensible; poli(N-isopropilacrilamida-co-
acrilamida); PFOA.



ABSTRACT

The presence of contaminants in the environment is becoming increasingly significant and,
therefore, is an urgent and high-priority issue. A large majority of these require robust and
expensive techniques for detection, such as perfluorooctanoic acid (PFOA), one of the compounds
belonging to the synthetic contaminants called "perfluoroalkylated compounds™ (PFAS). In this
work, a nanocomposite based on thermosensitive hydrogels with plasmonic gold nanoparticles
(AuNPs) embedded in the polymeric matrix was synthesized to create a material capable of
detecting the presence of PFOA in water using surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS).
The synthesis of spherical AUNPs was performed using HAuCl4 following the Turkevich method.
The hydrogel synthesis was performed "in situ” on the AuNPs using a stabilized dispersion of the
nanoparticles in water as a reaction medium. For the polymerization process, non-ionizable
compounds, N-isopropylacrylamide (NIPAAm) and acrylamide (AAm), were used as monomers,
while N, N-methylenebisacrylamide (MBAAmM) was used as a cross-linking agent. The
polymerization reaction was stimulated by free radicals. The AuNPs were analyzed by UV-vis
spectroscopy, and the nanocomposites were characterized by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), and X-ray diffraction
spectroscopy (XRD). Swelling studies of the hydrogels were evaluated by the gravimetric method.
The lower critical solution temperature (LCST) was estimated from the swelling response of each
material at different temperatures. A LCST of 31 °C was found for the materials with PNIPAAm,
while for the materials of P(NIPAAm-co-AAm), it was found to be 33 °C. The SERS analysis was
performed using the materials in a dehydrated state.

This research aims to initiate the development of materials with the ability to establish different
modes of interaction with the PFOA molecule, depending on the temperature of the medium, to
generate a portable system of selective response for PFOA and every compound belonging to the
family of PFAs. In this way, tools are expected to be generated that allow for the identification of
the presence of these contaminants in the environment and for studies of their traceability.

Keywords: Gold nanoparticle; thermosensitive hydrogel; poly(N-isopropylacrylamide-co-
acrylamide); PFOA.
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CAPITULO 1

Introduccidén

A través de la historia, la sociedad se ha venido enfrentando a diversos acontecimientos que han dado
lugar a riesgos de diferente indole, que amenazan cada vez mas el bienestar de todos los seres vivos.
Entre ellos, la contaminacion del ambiente con sustancias quimicas toxicas y persistentes, se reconoce
como uno de los principales problemas ocasionados por la actividad humana. La mayoria de estas
sustancias han sido sintetizadas por el hombre, para mejorar su calidad de vida. Sin embargo, con el
paso del tiempo la ciencia ha comprobado que una gran mayoria de estas sustancias han venido
afectando a los individuos que estan expuestos de forma prolongada a las mismas, ya sea por estar
involucrados en su proceso de fabricacion, por la ingesta y absorcion de agua o alimentos que
concentran altas cantidades de dichas sustancias, o el uso habitual de productos que tienen la
capacidad de liberar toxicos en ambientes locales (ATSDR 2021).

En los Gltimos afios, varios sectores cientificos y médicos se han enfocado en evaluar el efecto de la
exposicion a sustancias toxicas, como lo son los compuestos perfluoroalquilados (PFAS). Los PFAS
estdn conformados por una extensa familia de sustancias quimicas antropogénicas y altamente
persistentes, que ya se encuentran diseminadas a nivel mundial y, por consiguiente, despiertan gran
preocupacion por su caracter toxico y la relacion ya comprobada con diversas enfermedades en los
humanos, y los efectos adversos en la vida de los mares, rios y de todos los animales que dependen
de estas fuentes de agua (Domingo et al., 2019). Los PFAS también entran en la clasificacion de
contaminantes organicos persistentes (COP) (ATSDR 2005).

El &cido perfluorooctanoico (PFOA, por sus siglas en inglés), es uno de los integrantes de la familia
PFAS y se considera como uno de sus referentes, por los altos niveles de consumo reportados a nivel
industrial en el mundo. Como el resto de PFAS, esta sustancia ha despertado gran preocupacién por
su estabilidad quimicay su persistencia. Esto significa que el PFOA permanece intacto en el ambiente
durante largos periodos, puesto que es altamente resistente a la degradacion quimica o bacteriana.
Esta resistencia es generada por la alta cantidad de enlaces entre carbono y flior que componen la
molécula. A esta estabilidad quimica se le suma su capacidad para bioacumularse, ya que debido a
que no es eliminado por los organismos que lo consumen, los niveles de estas sustancias pueden
acumularse de un consumidor a otro, afectando incluso a toda una cadena alimenticia (EPA 2005).
La preferencia del uso de PFOA como materia prima en procesos industriales se debe a la capacidad
para actuar como agente surfactante que le proporciona su estructura quimica. Aungue su solubilidad
en agua es limitada, concentraciones al nivel de partes por millon, son consideradas como altamente
toxicas. Esto ha despertado las alarmas de organizaciones ambientales a nivel mundial y, en
consecuencia, que exista una necesidad urgente de identificar la presencia de PFAs en fuentes
hidricas, asi como determinar las concentraciones de estos compuestos y su procedencia (Hallgren et
al., 2015).
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Para determinar la presencia de PFOA en agua, la cromatografia liquida (HPLC, por sus siglas en
inglés) acoplada con espectroscopia de masas en tandem (LC/MS/MS) es la técnica mas utilizada.
Sin embargo, esta presenta limitaciones relacionadas con los costos, debido a su robustez (baja
portabilidad), tiempos prolongados de andlisis, y complejidad en los procesos de preparacion de
muestras. Los equipos HPLC, por lo general, requieren de accesorios especificos para la deteccién
de un determinado analito, como es el caso de las columnas que contienen la fase estacionaria por
donde circula la muestra disuelta en una fase mavil. En este caso, para promover la separacion de
PFOA de los demas componentes de una mezcla, requiere de columnas especificas para este tipo de
compuestos, lo que implica que la adaptacion de la técnica para la deteccion exclusiva de una familia
de sustancias requiere de alta inversién econdémica tanto para la adquisicion de accesorios, como para
los servicios de mantenimiento. A esto se le suma otros costos por servicios de operacién, la compra
de disolventes con grado de pureza HPLC, y la logistica compleja que se requeriria para la toma,
almacenamiento y traslado de muestras desde fuentes de agua distantes a la ubicacién del equipo,
entre otros. En adicion, estas tecnologias son relativamente escasas en América Latina, o su funcion
esta limitada a la atencion de demandas académicas. En cuanto a los equipos de HPLC de propiedad
privada, por lo general estan adaptados exclusivamente para la deteccion de analiticos dentro de una
linea de produccion de cada fabrica, lo que reduce su acceso o disponibilidad para la evaluacion
masiva de contaminantes en agua (EPA 2020).

Todo lo anterior se relaciona con la escasa o nula informacién reportada con relacion a la deteccion
de PFOA u otros PFAS en las fuentes de agua de esta extensa parte del planeta. Contrario a paises
como Estados Unidos, China y otros paises europeos, a nivel de América Latina no existen mapas de
deteccion ni programas enfocados en la accion de identificar la presencia de estos contaminantes en
rios y mares, o de detectar las posibles fuentes de contaminacidn con estas sustancias peligrosas (Hu
et al., 2016; Jin et al., 2009; Dallaire et al., 2009). Para el caso de México, existe una norma basada
en los referentes internacionales, que indica los limites permitidos para PFAS en cuerpos de agua.
Pero, infortunadamente, hasta el momento no hay entes vigilantes que se aseguren de la evaluacion,
seguimiento y cumplimiento de dichas disposiciones (Houde et al., 2011).

Todo esto genera una necesidad de desarrollar metodologias analiticas alternativas que faciliten la
deteccidn de este tipo de sustancias en el ambiente (Savage et al., 2021). Por consiguiente, en este
trabajo se propone el uso de materiales poliméricos termosensibles que junto a la accion sinergia de
sistemas nanoestructurados embebidos, faciliten la deteccion de PFOA. Este material proyecta su
adaptacion hacia el desarrollo de dispositivos portables y econémicos, que contribuyan a determinar
la gravedad de un problema ambiental que ya ha encendido las alarmas a nivel internacional, y
permita identificar las fuentes de contaminacion, asi como promover la generacion de acciones
correctivas inmediatas.
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CAPITULO 2

Marco Teorico y Antecedentes
2.1 Sustancias perfluoroalquiladas (PFAS)

Las sustancias PFAS y polifluoroalquiladas poli(PFAS) representan a una familia muy compleja de
sustancias quimicas antropogénicas en las que todos los hidrégenos en al menos uno
(polifluoroalquilo) o todos los carbonos (perfluoroalquilo) han sido reemplazados por fldor (Wang et
al., 2022; Buck et al., 2011). La Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos
(OCDE) actualiz6 en 2019 una lista completa de mas de 4700 productos quimicos relacionados con
PFAS en el mercado mundial segin los nimeros del servicio de resumen quimico (CAS) (Pontius,
2019). Estas sustancias se componen de una cadena carbonada (parte no polar e hidrofébica) y un
grupo polar. En términos de estructura, los PFAs pueden tener una longitud muy variada, que suele
ser de 4 a 16 atomos de carbono, aunque comunmente se usan de 8 atomos de carbono. En los PFAs
el grupo polar se puede presentar como &cido carboxilico, acido sulfénico o un grupo amina, entre
otros, dando como resultado que el producto obtenido sea catidnico, anionico o no ionico,
dependiendo de la naturaleza de este grupo sustituyente. Al presentar un caracter anfifilico, son
sustancias con elevada estabilidad quimica y térmica, ademas de una actividad superficial elevada.
Se pueden presentar de forma gaseosa, liquida o como acompafiantes de polimeros solidos de alto
peso molecular (Buck et al., 2011; USEPA, 2009).

2.1.1 Clasificacién de sustancias per y polifluoroalquiladas (PFAS)

La cantidad de compuestos PFAS oscila entre 5,600 y 7,800, exhibiendo propiedades fisicas y
quimicas variables, lo que les permite adoptar una variedad de estados fisicos, desde gaseosos,
liquidos hasta solidos y polimeros de elevado peso molecular. En consecuencia, se hace necesario
proceder a su clasificacion, de acuerdo con los criterios que se abordan en el presente analisis (Bansal
et al., 2022).

2.1.1.1 Clasificacion basada en las propiedades fisicas y quimicas

En la Figura 1, se observa el reparto de la familia de PFAS, la cual se pueden dividir en dos
principales: poliméricas y no poliméricas. Las PFAS no poliméricas se dividen en dos grupos
principales: las sustancias perfluoroalquiladas y las polifluoroalquiladas. Las moléculas
perfluoroalquiladas estan completamente fluoradas y tienen una estructura basica de cadena de
carbono con un grupo funcional cargado en un extremo. El grupo funcional suele ser carboxilico o
acido sulfénico, aunque existen otras formas que también se encuentran en el ambiente. Los 4&tomos
de flUor estan unidos a todos los enlaces de carbono a lo largo de la cadena, excepto uno en el Gltimo
carbono, donde se encuentra el grupo funcional. Por otro lado, las sustancias polifluoroalquiladas
tienen al menos un atomo de carbono que no esta unido a un &tomo de flor, mientras que los ultimos
dos 0 més carbonos de la cadena estan totalmente fluorados. Estas sustancias pueden convertirse en
sustancias perfluoroalquiladas de manera bidtica o abidtica (Bansal et al., 2022, Mueller & Yingling,
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2017).
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Perfluoradas Polifluoradas
PFAAs Precursores

FTSAs
FTCAs
FASEs
FASAAs

Figura 1. Reparto de la familia PFAS. Obtenida de Mueller & Yingling, 2017.

PFCAs
PFSAs
FASAs

En términos generales, los PFAAS son sustancias practicamente no degradables y actualmente son la
clase de PFAS que se estudia con mayor frecuencia en el ambiente. La degradacion de los PFAS
puede producir PFAAs, como ocurre en el caso de la descomposicion del CnFan+1 SO2NHCH2CH20H,
que produce CnF2n+1 SO3H (Buck et al., 2011). EI PFOA 'y el &cido perfluorooctano sulfonico (PFOS)
son los PFAS que se han estudiado en mayor medida debido a que tienen multiples fuentes y son
productos de degradacion terminal de muchos compuestos precursores (Brusseau, 2018).

Los PFAS poliméricos son compuestos de gran tamafio que se forman por la unién de maltiples
monomeros idénticos. Estos compuestos se clasifican en tres categorias principales: los
fluoropolimeros, los polimeros fluorados de cadena lateral y los perfluoropoliéteres (PFPE). Los
fluoropolimeros son aquellos en los que la mayoria de los &tomos de hidrogeno se reemplazan por
atomos de fldor en el mondémero. Ejemplos comunes incluyen el politetrafluoroetileno (PTFE) vy el
fluoruro de polivinilideno (PVDF). Los polimeros fluorados de cadena lateral contienen cadenas de
carbono no fluoradas con una cadena lateral de grupo poli/perfluoroalquilico, como los uretanos
fluorados y los acrilatos fluorados. Los perfluoropoliéteres (PFPE) son aquellos compuestos en los
que los atomos de carbono estan unidos al oxigeno ademas del fltor, como el perfluoropoliéter-
benzofenona (PFPE-BP) (Bansal et al., 2022).

Segun Butt et al., (2013), se considera que los PFAS poliméricos presentan un riesgo menor para la
salud humana y el ambiente en comparacién con los PFAS con cadenas mas cortas. Sin embargo, la
produccién de polimeros PFAS contribuye a la liberacion de PFAS no poliméricos en el ambiente
como subproductos, tal como lo reporté Mueller & Yingling, (2017).

2.1.1.2 Clasificacion basada en el nUmero de atomos de carbono en la cadena

Los PFAS (sustancias perfluoroalquiladas y polifluoroalquiladas) pueden clasificarse en dos grupos
principales: los PFAS de cadena larga y los PFAS de cadena corta. Los PFAS de cadena larga estan
compuestos por seis 0 mas atomos de carbono completamente fluorados, y ejemplos de ellos son los
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PFSAs y PFCAs. Por otro lado, los PFAS de cadena corta son aquellos PFSAs que tienen seis 0
menos atomos de carbono y se denominan PFAS de cadena corta. Entre ellos se encuentran el acido
perfluorobutanoico y el &cido perfluorobutano sulfénico. Cabe destacar que los PFAS de cadena corta
son de mayor preocupacion debido a su mayor movilidad en el ambiente y a su mayor potencial de
bioacumulacion en los seres vivos (Bansal et al., 2022).

2.1.2 Historia y Origen de los PFAS

En 1938, el Dr. Roy J. Plunkett descubri6 accidentalmente el politetrafluoroetileno (PTFE), también
conocido como Tefldn, mientras trabajaba con gases relacionados con refrigerantes a partir del TFE.
El y sus colegas descubrieron que una muestra congelada y comprimida de tetrafluoroetileno se habia
polimerizado espontdneamente hasta formar un sélido blanco y ceroso (Panieri et al., 2022). En 1941,
el PTFE fue patentado y registrado como marca registrada de Teflon por la compafiia Kinetic
Chemicals. DuPont introdujo Tefldn en la década de 1940 para el recubrimiento de valvulas y como
sellador en tubos que contenian hexafluoruro de uranio (Fenton S. et al., 2020). Desde la década de
1950, los PFOS y el PFOA se comenzaron a utilizar para fabricar productos resistentes a las manchas
y al agua, asi como revestimientos protectores. En 1961, se aplicé Teflon a los utensilios de cocina
comerciales. A partir de la década de 1960 hasta la década de 1970, se fabrico espuma contra
incendios a base de PFOS, y a partir del 2000 se elimind voluntariamente de las espumas contra
incendios Clase A (3M, 2000; US DOD, 2000).

Las primeras preocupaciones documentadas con respecto a las afecciones a la salud de las PFAS se
mencionaron en un memorando interno de DuPont, de la toxic6loga Dorothy Hood, en 1961. En
1980, se midieron los PFAS 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; Buck et al., 2011). En 1988, Wilbur
Tennant, un ganadero cuya propiedad se ubicaba rio abajo y lindaba con un vertedero utilizado por
la planta DuPont Washington Works en las cercanias de Parkersburg, WV, solicitd el asesoramiento
legal de Rob Bilott. Tennant habia observado un fenémeno inusual que consistia en agua espumosa
y sin color en el arroyo que suministraba agua potable a su ganado. Ademaés, habia notado
comportamientos atipicos y anomalias en su ganado, como dientes negros, lesiones en la piel y
tumores, organos descoloridos, pezufias malformadas y terneros nacidos con defectos congénitos
graves. La mayoria de su ganado murid debido a estas condiciones. Tennant creia que la
contaminacion liberada por DuPont en el rio, que atravesaba por su propiedad, estaba directamente
relacionada con lo que estaba sucediendo a su ganado.

En 1988, un ciudadano privado inicié un caso legal que resulté en una demanda colectiva en nombre
de més de 70,000 ciudadanos en Mid-Ohio Valley. La planta de DuPont habia contaminado las
fuentes de agua potable de la zona con PFOA, lo que condujo a problemas de salud graves, como
aumento del colesterol, cancer de rifion, cancer testicular, colitis ulcerosa, enfermedad tiroidea y
hipertension inducida por el embarazo. En 2001, se demostr6 por primera vez el alcance mundial de
la contaminacion con PFOS en la vida silvestre gracias a un estudio realizado por Giesy y Kannan
(Giesy y Kannan, 2001). Un estudio adicional llevado a cabo por Hansen y otros investigadores en
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2001, descubrié que el PFOS y otros compuestos perfluoroalquilos (PFAS) estaban presentes en
multiples muestras de sangre humana tomadas de empresas de suministros bioldgicos. Este estudio
sugirio que los PFAS fueron responsables de una parte importante del flGor detectado en el suero
humano de personas no expuestas ocupacionalmente a los PFAS. Ya en 1980, se habia descubierto
que la sangre de un grupo de empleados de la industria fluoro quimica contiene PFOA (Ubel et al.,
1980).

En consecuencia, la presencia de varias de estas sustancias de cadena larga (PFOA y PFOS) ha
alcanzado recientemente niveles bajos en partes por billon (ppb) correspondientes a nanogramos por
mililitro (ng/ml) en suero de la mayoria de la poblacion de los Estados Unidos y los paises
industrializados (Yu et al., 2019; Wu et al., 2015). Por lo tanto, se ha demostrado que los PFAS estan
presentes en el organismo de trabajadores, estén o no expuestos en el lugar de trabajo, debido al uso
generalizado de PFAS en los productos de consumo diario y en la industria (ATSDR, 2021). Estudios
en animales de laboratorio y estudios epidemioldgicos de poblacion indican que la exposicion a
algunos PFAS esta asociada con efectos adversos para la salud en humanos (ATSDR, 2021; Worley
etal., 2017).

2.1.3 PFAS en los seres humanos
2.1.3.1 Vias de exposicion

Los seres humanos estdn expuestos a sustancias per y perfluoroalquiladas (PFAS) tanto por
exposicion directa como indirecta. Una de las principales vias de contaminacion a las que estamos
expuestos es la ingestion (exposicion directa), que ocurre a través de la via gastrointestinal, es decir,
mediante la ingesta de alimentos contaminados y el consumo de agua o bebidas contaminadas. Otra
via es la exposicion dérmica (a través de la membrana permeable, siendo esta exposicion indirecta),
que se produce por la absorcion a través de la piel. Las cremas y cosméticos son algunos ejemplos de
este tipo de exposicién. La inhalacion es otra via de exposicion indirecta que ocurre mediante la
inhalacion de aire contaminado como polvo, humo o vapores contaminados. Asimismo, los productos
de limpieza, el pulido de coches, la madera, la piedra y el suelo son otras vias a considerar para estar
expuestos a los PFAS. (Bansal et al., 2022, ATSDR, 2021)

Las sustancias per y polifluoroalquilos presentes en los sedimentos se bioacumulan en los pequerios
organismos acuaticos. Estos compuestos toxicos se vuelven disponibles para los animales silvestres
y los seres humanos que consumen estos organismos acuaticos como alimento (Bansal et al., 2022).

2.1.3.2 Efectos Adversos para la salud

En los ultimos afios, ha habido un notable interés en la persistencia ambiental de los PFAS, su
biomagnificacion en las redes alimentarias y su potencial acumulacion y toxicidad, lo que se ha
reflejado en el considerable nimero de publicaciones sobre el tema. Los PFAS se han asociado con
varios efectos adversos sobre la salud, incluyendo alteracion de la funcion inmune y tiroidea,
enfermedad hepatica, desregulacion de lipidos e insulina, enfermedad renal, resultados adversos en
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la reproduccion, el desarrollo, cancer, entre otros (Domingo et al., 2019). A diferencia de otros
contaminantes ambientales comunes, como los pesticidas organoclorados, los PFAS no se
bioacumulan en el tejido adiposo (Pérez et al., 2013). EI PFOA y el PFOS se unen a las proteinas
séricas, especialmente a la albimina, con gran afinidad (Pereiro y Lafuente, 2012).

Las sustancias quimicas conocidas como PFAS pueden producir una amplia gama de efectos adversos
para la salud, dependiendo de las circunstancias de la exposicion, como la magnitud, duracién y via
de exposicion, y de los factores asociados con las personas expuestas, como la edad, sexo, origen
étnico, estado de salud y predisposicion genética. Para establecer los efectos sobre la salud de mayor
preocupacion, se deben considerar los efectos para los cuales la evidencia es mas fuerte, como la
consistencia del efecto entre estudios, la fuerza de las asociaciones de efectos en estudios
epidemioldgicos y la concordancia de especies, asi como los efectos para los cuales el impacto
potencial es mayor, como la gravedad del efecto, el deterioro funcional, la persistencia y los grupos
de edad especificos que son susceptibles. La Figura 2 se observa que la exposicion a los PFAS esta
relacionada con resultados adversos del embarazo, como un mayor tiempo de gestacion, trastornos
hipertensivos, hipertensién inducida por el embarazo, preeclampsia, diabetes gestacional, exceso de
aumento de peso gestacional y bajo peso al nacer del bebé. Varios estudios también han demostrado
que la exposicion a los PFAS altera varias vias relacionadas con la enfermedad renal, dafio hepatico,
cancer testicular, etc. (Fenton S. et al., 2020)
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Figura 2. Efectos de las sustancias perfluoroalquiladas y polifluoroalquiladas en la salud humana. Adaptado de Fenton
S. etal., (2020).
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Los PFAS tienen la capacidad de acumularse en el cuerpo una vez que son absorbidos en la corriente
sanguinea a traves de diferentes vias, como la digestiva y la respiratoria, debido a su estabilidad
quimica. La distribucion de los PFAS en los tejidos no solo esta relacionada con la especie y el genero,
sino también con las caracteristicas de la estructura quimica, como la carga eléctrica de la "cabeza" y
la longitud de la cadena de perfluoroalquilo, asi como la cantidad de exposicion que recibe el
individuo (Kirk et al., 2018). La carga eléctrica de la "cabeza" de los PFAS determina como se uniran
los compuestos quimicos, lo que afecta la bioacumulacion en distintas partes del cuerpo.
Generalmente, los PFAS tienden a acumularse en los 6rganos con alta vascularizacion, como el
higado, los rifiones y los pulmones (Pérez et al., 2013).

Segun estudios cientificos, se ha determinado que la vida media bioldgica de los PFAS en el suero
humano varia de acuerdo al tipo de compuesto. En este sentido, se ha estimado que la vida media del
PFOA es de 3,8 afios, mientras que para el PFOS es de 5,4 afios. Por otro lado, el sulfonato de
perfluorohexano (PFHXxS) tiene una vida media biol6gica en el suero humano de 8,5 afios. (Li et al.,
2018)

Estos datos han sido obtenidos a partir de diversas investigaciones llevadas a cabo por expertos en la
materia, entre los que se destacan Flores, (2015) y Olsen, (2007). Cabe destacar que la vida media
bioldgica es un indicador importante para evaluar la exposicion y los posibles efectos de los PFAS
en la salud humana, ya que permite conocer cuanto tiempo permanecen estos compuestos en el cuerpo
y, por ende, cuanto tiempo pueden afectar al organismo.

2.1.4 Regulaciones Ambientales

Dado que los PFAs se produjeron hace mas de 50 afios, se han utilizado en muchos productos, pero
no fueron ampliamente reconocidos en muestras ambientales hasta principios del siglo XXI, cuando
se pudieron estudiar los detalles sobre los efectos de los PFAs. Desde esa década, se han estado
fabricando y desarrollando métodos con limites de deteccion méas bajos en el agua que son
proporcionales a los niveles que afectan la salud humana. Inicialmente, la investigacion se enfoco
principalmente en las grandes emisiones de las fuentes de produccion y uso de estos contaminantes,
como lo son los sitios de extincion de incendios con espuma. Sin embargo, desde principios del siglo
XXI, la presencia de PFAs en el ambiente se ha convertido en un area de investigacion muy
interesante y diligente, y se ha informado sobre la presencia de diferentes tipos de PFAs (Boyer et al.,
2021; Kannan et al., 2004). Los PFAs se han estado estudiando recientemente, de esta manera han
sido ampliamente detectados en todo el mundo. Las encuestas realizadas en Estados Unidos en el
2012 de las fuentes de agua potable bajo la Tercera Regla de Monitoreo de Contaminantes No
Regulados (UCMR3) llamaron la atencion sobre 4 PFAs adicionales como lo son el &cido
perfluoroheptanoico (PFHpA), é&cido perfluorononanoico (PFNA), 4&cido sulfénico de
perfluorobutano (PFBS), y &cido sulfonico de perfluorohexano (PFHxS). La muestra UCMR3 detecto
PFAs en el 4% de las fuentes de agua potable en los Estados Unidos. La Agencia de Proteccion
Ambiental de EE. UU., dio a conocer los Avisos de salud de por vida (LHA por sus siglas en inglés)
en el 2016, para los dos tipos de PFAs detectados con mayor frecuencia, PFOA y PFOS. Los niveles
de LHA se establecen en 70 nanogramos/litro (ng/L, es decir, partes por trillon (ppt)) en agua potable
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y son aplicables a PFOS y PFOA solos o en combinacién (USEPA, 2009). Después de UCMR3 y
LHA, se ha prestado mas atencion a las sustancias de polifluoroalquilo, y muchos reguladores
gubernamentales exigen pruebas para una lista ampliada de PFAS de cadena larga y corta, asi como
algunos precursores de PFAS como los fluoroteldémeros, como se muestra en la Figura 3.

Atencion inicial

PFOS PFOA

UCMR3

Atencion temprana

Analitos comunes

s

PFDA, PFHxA,
PFPeA, PFBA

Todas las PFAS

Atencion reciente
Fluorotelémeros, perluoroéteres, perfluoropoliéteres

Todas las otras PFAS Atencion creciente

Figura 3. La concientizacion emergente y énfasis en la presencia de las PFAS en el ambiente. Obtenidade ITRC
2022.

Enel 2017, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) clasificé al PFOA como
probable carcind6geno humano. La division de epidemiologia y genética del cancer (DCEG) ha
lanzado una serie de estudios para identificar canceres especificos asociados con PFAS a niveles de
exposicion comunmente observados en la poblacion general. Estos son estudios pioneros destinados
a evaluar directamente la exposicién a PFOA y otras PFAS en muestras de suero almacenadas, y
evaluar su riesgo en exposiciones comparables a las de la poblacion general (DCEG, 2017).

En la actualidad, la regulacién de PFAS en México es muy pobre y se necesitan documentos que
muestren cémo controlar y eliminar el riesgo que estas sustancias pueden representar para la
poblacién. Se requiere un analisis de riesgos para comprender qué medidas tomar y como aplicarlas.
La falta de evidencia y relacion entre los impactos adversos para la salud pablica y el nivel de PFAS
promueve que la regulacion sobre estas sustancias sea un proceso lento e indefinido. Todavia no se
sabe con certeza los niveles exactos de PFAS que representan un riesgo para la salud humana, debido
a los datos limitados que aln existen sobre las formas en que las personas pueden estar expuestas a
PFAS y durante cuanto tiempo (Arrieta, 2017). A pesar de los casos ya registrados en otras partes del
mundo, algunos autores afirman que los niveles de exposicion y sus consecuencias ain son poco
conocidos, debido precisamente a esa diversidad de opciones de exposicion hacia la sustancia
(Abunada et al., 2020).
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2.1.5 Técnicas de deteccion de PFAS

Detectar los PFAS presenta multiples desafios, ya que no tienen ningun grupo cromdéforo en su
estructura, lo que dificulta la identificacion temprana basada en colorimetria. Ademas, su resistencia
quimica a las reacciones de derivatizacion limita la capacidad de realizar la mayoria de las
evaluaciones analiticas que se realizan con otros contaminantes organicos persistentes (COP).
Ademas, los PFAS se comportan como tensioactivos en el agua y tienen propiedades electrostaticas
sobresalientes, lo que significa que pueden acumularse como micelas laminares en las interfaces entre
el agua y los materiales (Guelfo y Higgins, 2013).

Existen varias técnicas de deteccion que se utilizan para analizar PFAS, siendo las técnicas
cromatogréaficas las méas utilizadas, tales como HPLC-MS, GC-MS y UHPLC. Los métodos
convencionales ofrecen un limite de deteccion (LOD) de 0,0001 pg/L, lo que permite una buena
determinacion cuantitativa de PFOA y PFOS, cuyos limites ambientalmente permisibles (PL) son de
0,4 ng/L y 0,2 ng/L, respectivamente, tal y como lo exige la Agencia de Protecciéon Ambiental de
Estados Unidos (USEPA) (USEPA, 2020).

Otras técnicas que se utilizan incluyen la medicion de tetrafluoruro de carbono (CFs4) que es un
producto de la degradacion de PFAS, midiendo el flior organico absorbible (AOF) mediante
cromatografia idnica de combustion, con un limite de cuantificacion (LOQ) de 2 pg/L (Van Leeuwen
y de Boer, 2007). También se han utilizado analisis de precursores oxidables totales (TOP) realizados
mediante HPLC-MS, obteniendo LOD entre 0,0001 y 0,0005 pg/L. Ademas, se han utilizado analisis
de flbor organico total (TOF) 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 (Garg
et al., 2022; Ozbek y Akman, 2018). Estas técnicas permiten la deteccion selectiva de los PFAS y
brindan informacidn valiosa sobre su presencia y cantidad en muestras ambientales.

2.2 PFOA

El PFOA, representado por la formula quimica CF3(CF2)sCOOH, es una sustancia que pertenece a la
familia de los PFAS, debido a que su cadena de carbono estd completamente fluorada y posee un
grupo funcional de acido carboxilico en uno de sus extremos. Debido a su estabilidad quimica, el
PFOA es una sustancia no degradable y puede ser generado a partir de la degradacion de otras PFAS
mas largas, tanto por procesos bidticos como abidticos (Buck et al., 2011). Especificamente, el PFOA
es un acido perfluoroalquilado (PFAA), que a su vez pertenece a los acidos
perfluoroalquilcarboxilicos (PFCAs), también conocidos como perfluoroalquilcarboxilatos. Estos
compuestos son productos de degradacion terminal de precursores especificos de PFAS, como los
alcoholes fluoroteloméricos (FTOHSs). Es importante destacar que el PFOA y otras PFAS no son
producidas de manera natural, sino que son sintetizadas por el hombre, y han sido utilizadas en una
variedad de productos comerciales e industriales durante mas de seis décadas (Lindstrom et al., 2011).

El PFOA, al tratarse de un compuesto &cido, posee un valor de pKa que se sitta alrededor de 3.8 =
0.1. Este valor influye en su capacidad de disolucion y en su transporte a través de los distintos niveles
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troficos (Goss, 2008). EI PFOA se encuentra principalmente en forma de anion en el ambiente, lo que
le permite migrar con facilidad desde el suelo hacia las aguas subterraneas. Ademas, este compuesto
es altamente soluble en agua (Davis et al., 2007). En presencia de agua, el acido se disocia y se
encuentra en forma disuelta. Dado que la cadena carbonada es altamente apolar, las moléculas no se
distribuyen al azar en la solucién acuosa, sino que la cadena carbonada se sitla en la superficie
mientras que el grupo carboxilo se orienta hacia la disolucion. Este comportamiento explica por qué
el PFOA puede actuar como tensioactivo y permitir la formacion de micelas. (Martin, 2018). El
PFOA se ha fabricado mediante dos métodos principales de fabricacion, la fluoracion electroguimica
(ECF) vy la telomerizacion. ECF produce una mezcla de compuestos que incluyen isomeros
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). Se ha encontrado que el PFOA no se puede eliminar de
manera efectiva del agua potable mediante procesos de tratamiento convencionales como la
coagulacién, la filtracién con arena, la sedimentacion, la ozonizacion o la cloracion. Sin embargo, se
han llevado a cabo investigaciones para determinar la eficacia del carbén activado como método para
la eliminacién del PFOA del agua potable. (Bartell et al., 2010).

2.2.1 Aplicaciones del PFOA

El PFOA es una molécula quimicamente estable debido a su estructura molecular y los enlaces
quimicos presentes entre sus atomos. Esta estabilidad quimica lo hace persistente en el ambiente y
dificil de degradar. Debido a estas caracteristicas, el PFOA ha sido utilizado en una variedad de
aplicaciones, incluyendo revestimientos resistentes al agua, la suciedad y las manchas en ropa, cuero,
tapiceria y alfombras. También se ha utilizado como revestimiento resistente al aceite en papel en
contacto con alimentos, fluidos hidraulicos de aviacion, espumas contra incendios, pinturas,
adhesivos, ceras, abrillantadores y otros productos industriales, como tensioactivos, emulsionantes,
agentes humectantes, aditivos y recubrimientos.

En la produccion de politetrafluoroetileno (PTFE), un polimero fluorado utilizado para crear
recubrimientos antiadherentes en utensilios de cocina y otros productos, el PFOA se utiliza como
emulsionante. Ademas, se utiliza como precursor para la produccion de otros fluoropolimeros y
fluoroelastdmeros (Barzen et al., 2017; Lindstrom et al., 2011; Lau et al., 2007).

2.2.2 Exposicidn y niveles permisivos de PFOA

Se ha prestado considerable atencion a la investigacion para identificar el efecto de la exposicién al
PFOA en la salud humana. El nivel de aviso de salud de PFOA es de 0.07 ug/L para cada uno y la
suma de los dos se basan en la evaluacion de la informacidn sobre los efectos en la salud disponible
en ese momento. Las evaluaciones de los efectos sobre la salud se realizan de acuerdo con las pautas
de la USEPA para la evaluacion de riesgos para la salud humana (USEPA, 2014). Los efectos
adversos observados después de la exposicion a PFOA incluyen efectos en humanos sobre los lipidos
séricos, el peso al nacer y los anticuerpos séericos (USEPA, 2016). Algunos estudios en animales
observaron efectos en el higado, el desarrollo de los recién nacidos y las respuestas a los desafios
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inmunoldgicos. Ambos compuestos se asociaron con tumores en estudios con animales a largo plazo,
asi como también malformaciones (ATSDR, 2021). Se han publicado revisiones detalladas de los
problemas toxicoldgicos y epidemioldgicos asociados con el PFOA (Dong et al., 2017; Post et al.,
2017). Las decisiones clave de evaluacion de riesgos que afectan la regulacion de PFOA se analizan
a continuacion.

Es necesario un andlisis experto para evaluar los riesgos para la salud humana asociados con la
exposicion a un contaminante presente en el agua potable. Para ello, se debe considerar la
aplicabilidad de estudios realizados en animales y humanos a las exposiciones en el agua potable. El
PFOA es eliminado del cuerpo a una velocidad muy lenta, y su vida media ha sido estimada entre 2,3
y 3,94 afios en seres humanos. (Li et al., 2018). Se recurre al monitoreo biologico de los niveles de
PFOA en la sangre para evaluar tanto la exposiciéon como la carga corporal del compuesto.
Posteriormente, estos niveles sanguineos son sometidos a analisis utilizando un modelo
farmacocinético de un solo compartimento para obtener una estimacion de la concentracién del PFOA
presente en el agua potable. (Loccisano et al., 2011).

Los niveles de suero sanguineo dependen en gran medida de la cantidad de PFOA que ingresa al
cuerpo. El agua potable es una fuente importante de exposicién que contribuye al aumento de los
niveles séricos (Zhang et al., 2019). La Figura 4 ilustra el efecto de la exposicién a PFOA en los
niveles de suero sanguineo de varios estudios en diferentes entornos (ATSDR, 2021). Las
exposiciones ocupacionales (p. €j., trabajadores de 3M y trabajadores de Dupont). La concentracion
del contaminante en el agua potable, la edad de la poblacién expuesta (como en el caso de la
comunidad de Pease, NH), el tiempo que ha pasado desde que se interrumpid la exposicién (como en
la comunidad del norte de Alabama) y si se ha implementado algln tipo de tratamiento del agua. La
Figura 4 muestra los niveles de suero sanguineo en sitios previamente contaminados, los cuales
fueron mas elevados en comparacion con los niveles actuales en la poblacion general, tal como se ha
registrado en estudios como el NHANES. (CDC, 2019; Daly et al., 2018; Olsen et al., 2017; Worley
et al., 2017; Steenland et al., 2009; Emmett, et al., 2006; 3M, 2000).
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Figura 4. Niveles en sangre en personas que estuvieron expuestas a PFOA. Adaptada de Pontius, (2019).

Se pueden identificar varias fuentes que pueden exponer a las personas al PFOA, incluyendo
alimentos, envases de alimentos, productos de consumo, polvo doméstico y agua potable. Este
compuesto también puede encontrarse en aguas subterraneas y superficiales contaminadas por
descargas de instalaciones industriales, asi como en aguas que no presentan una fuente puntual
conocida de contaminacion (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 dérmicay por inhalacién
del polvo (Post et al., 2012; Kennedy et al., 1986). Segun investigaciones en animales, la distribucion
del PFOA se concentra mayormente en el higado y en el suero, seguido por el rifién, mientras que se
encuentran concentraciones menores en otros 6rganos. Asimismo, en el suero sanguineo, el PFOA se
une de manera practicamente total a la albimina y otras proteinas (Post et al., 2012). Los estudios
realizados en animales han demostrado una serie de efectos toxicos, algunos de los cuales ocurren
después de la exposicion a dosis bajas durante el desarrollo, sin que se haya identificado un umbral
claro. Algunos de estos efectos incluyen cambios duraderos en la glandula mamaria, alteraciones
histopatoldgicas en el aparato reproductor femenino, efectos neuroconductuales persistentes,
obesidad y cambios metabdlicos en la edad adulta, entre otros (Post et al., 2012).
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2.2.3 Determinacion del PFOA en SERS

Aunque se han publicado asignaciones de bandas Raman para varios PFAS comunes (Amorim da
Costa y Santos, 1983), estos solo se han informado utilizando espectroscopia Raman convencional,
pero no SERS. Ademas, esta publicacion tiene casi 40 afios y no cubre todos los compuestos
perfluorados modernos y comunes, como el PFOA y PFOS. Sin embargo, los enlaces carbono-fltor
Unicos y abundantes generan varias bandas Raman de huella digital distintas que indican la presencia
de un compuesto perfluorado, como la banda CFs (725-782 cm™?), la banda CF, (691 cm™) y la
banda CF aromética (569-589 cm ™), que probablemente seguiran siendo Utiles para futuros estudios
de deteccidon SERS de este grupo (Ong et al., 2020).

En la actualidad, existe una notable escasez de estudios SERS en la literatura que aborden la deteccion
de PFAS a concentraciones ambientalmente relevantes. Fang et al., (2016) emplearon un sustrato
doble compuesto por nanoparticulas de plata sobre una superficie de 6xido de grafeno para detectar
el PFOA con éxito en comparacion con un colorante Raman, a un limite de deteccion de 50 ug/L. No
obstante, para lograr esto, los autores tuvieron que ionizar la muestra de PFOA a un colorante activo
en Raman, en lugar de absorber directamente el PFOA al sustrato SERS. Esta ionizacion produjo una
sefial de colorante mucho mas intensa, que opacd la sefial de PFOA. Por lo tanto, los autores
emplearon la sefial del colorante en lugar de la sefial del PFOA para la cuantificacion, lo que implica
que los resultados son ambiguos, tal como lo indica Ong et al., (2020).

En 2022, Bai et al., publicaron que la limitacion para detectar PFOA por SERS consiste en su fuerte
fluorescencia, por lo que la fluorescencia inducida por el l&ser de excitacion Raman puede ocultar las
seflales Raman. Las longitudes de onda de excitacion Raman maés largas, por ejemplo, 633 nm,
pueden suprimir la fluorescencia; sin embargo, esto también puede reducir la intensidad de Raman
debido a la menor energia de los fotones cuando se utilizan nanoparticulas de plata comunes. Por
consiguiente, se aplican matrices de superestructura plasmonica de plata con LSPR sintonizado para
la longitud de onda mas larga mediante reduccion de campo cercano con laser para el analisis de
amplio rango de PFOA con un limite de deteccion determinado tan bajo como 10 °M (Bai S. et al.,
2022).

En 2016, Zhang y su equipo de investigacion desarrollaron un método altamente sensible de
dispersion de luz de resonancia (RLS) para la deteccion del PFOA utilizando la interaccion con
violeta de cristal (CV). Se descubrio que el PFOA puede formar complejos con CV en un medio
acido, lo que resulta en una mejora notable en la intensidad de RLS del sistema. Las intensidades de
RLS mejoradas estan en proporcion a la concentracion de PFOA en el rango de 0.1-25.0 umol/L (R2
= 0.9998), con un limite de deteccion de 11.0 nmol/L (S/N = 3). Ademas, se investigaron las
condiciones Optimas de reaccion y las interferencias de sustancias extrafias en el mismo estudio.
También se examind el mecanismo de reaccion entre CV y PFOA utilizando espectroscopia de
absorcion y microscopio electronico de barrido (SEM). Este método se utilizd con éxito para la
deteccion de PFOA en muestras de agua del grifo y del rio Jialing con RSD < 4.04% (Zhang et al.,
2016).

28


https://drive.google.com/file/d/1N5OHzDBPnFaO_eymn4s9SxjsrDONj_X3/view?usp=sharing

En el futuro, existe la posibilidad de detectar PFOA mediante SERS sin necesidad de utilizar un tinte.
Es viable utilizar sensores Opticos basados en nanoparticulas para detectar ciertos contaminantes
anionicos, como muchos PFAS, que presentan potencial para su uso en la deteccion ambiental (Ong
et al., 2020). Sin embargo, un desafio significativo en la deteccién individual de aniones es la
interferencia de otros aniones coexistentes, lo que puede generar falsos positivos, debido a que los
espectrometros Raman portatiles ain no tienen la misma capacidad de selectividad y sensibilidad que
los instrumentos de laboratorio. Para superar esta limitacion, se pueden implementar soluciones como
la modificacion de nanoparticulas de oro para permitir la union selectiva de un analito objetivo a la
superficie de la nanoparticula mediante quimica de tiol, o el uso de aptdmeros unidos a tiol conjugados
a nanoparticulas de oro (Menaa et al., 2010). Ademas, se pueden reducir los resultados de deteccién
de falsos positivos mediante una combinacién de técnicas estadisticas que permitan una medicién
mas precisa de los analitos importantes (Chuong et al., 2017).

2.3 Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas (NPs) son particulas cuyas dimensiones se encuentran en un tamafio menor de
100 nm. Tienen propiedades fisicoquimicas, electronicas y cataliticas muy diferentes a las de su
equivalente en bulto (Zhang et al., 2022). A medida que el tamafio de las particulas se acerca a la
nanoescala, la proporcion de atomos presentes en su superficie aumenta drasticamente, lo que genera
energias superficiales elevadas y limitaciones espaciales de sus electrones (Sovizi y Aliannezhadi,
2022). Cuando la radiacion electromagnética (luz) choca con nanoparticulas metalicas (oro y plata),
surge un fendmeno con gran potencial para aplicaciones en optoelectronica y deteccion bioquimica:
el plasmén de superficie local de resonancia (LSPR). La excitacién del modo LSPR tiene dos
consecuencias principales: la absorcion selectiva y la dispersion de la radiacion electromagnética
resonante, asi como a generacién de campos electromagnéticos intensos en la superficie de las
nanoparticulas (Zhang et al., 2022). La excitacion del LSPR corresponde a la oscilacion coherente y
colectiva de los electrones de las nanoparticulas debido a la perturbacion provocada por el foton
incidente de la longitud de onda correcta (Figura 5) (Yehetal., 2012).
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Figura 5. Resonancia del Plasmén de superficie localizado. Adaptada de Hong et al., 2012.
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2.3.1 Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro (AuNP), debido a sus propiedades fisicas y quimicas, han demostrado ser
relevantes para el avance de la investigacion basada en nanotecnologia y son muy versatiles en
diversos campos de aplicacion. Por lo tanto, la resonancia de plasmones de superficie localizada de
AUNP permite un mayor desarrollo terandstico de las nanoparticulas de diferentes maneras, como
sondas indicadoras en el ensayo de flujo lateral (LFA), nanoestructuras para dispersion Raman
mejorada en superficie y nano sondas para la terapia fototérmica del cancer, entre otras (Zhang et al.,
2022).

La sintesis de AuNP se basa en la reduccién de iones de Au (I11) por moléculas pequefias, entre las
cuales se encuentran los acidos citricos, ascorbico y tartarico. De esta forma, los productos
monodispersos gue se obtienen con esta combinacion, ofrecen grupos funcionales especificos en la
superficie. Esto permite al sistema unirse o conjugarse facilmente con otras moléculas funcionales a
través del enlace oro-tiol (Au-S). Debido a estas ventajas, las AUNP ahora se utilizan con frecuencia
como materiales de referencia 0 marcados para su seguimiento y deteccion, asi como transportadores
biocompatibles para sistemas de administracion de farmacos dirigidos (Naz et al., 2019). Como era
de esperar, en las ultimas dos décadas, ha habido una creciente demanda de las nanoparticulas de oro
para fines industriales y comerciales (Yeh et al., 2012).

2.3.2 Métodos de sintesis de AUNP

Existen diferentes técnicas para la sintesis de nanoparticulas de oro, y por esta razén, ha sido posible
la generacion de una amplia gama de distintos tamafios, formas y funcionalidades. La sintesis que ha
sido mas utilizada a lo largo de estos afios es conocida como “método de Turkevich”, la cual involucra
la reduccion de iones oro que estan presentes en una disolucién acuosa con citrato de sodio. Este
método consta de dos partes fundamentales, siendo la primera parte, la reduccién de un precursor de
oro utilizando agentes reductores adecuados, como citrato sodico o borohidruro, obteniéndose de ello
se obtiene oro elemental. De esta forma tenemos la segunda parte que es la estabilizacion de las
nanoparticulas obtenidas, por medio de agentes estabilizantes, como lo es el citrato sddico,
previniendo la agregacion de las nanoparticulas y de esta forma evitando la formaciéon de un
precipitado metalico (Agunloye et al., 2017).

Debido a la naturaleza hidrofdbica, las nanoparticulas metalicas tienden a agregarse en complejos
mayores mediante fuerzas de Van der Waals. Es por ello que el agente estabilizante actua aportando
cargas negativas que inducen fuerzas de repulsion entre las particulas (Yeh et al., 2012). Se pueden
distinguir tres fases en la estructura tipica de la AuNP sintetizada por reduccion quimica (Figura 6):
una agrupacion cristalina interior de atomos de oro empaquetados (&tomos centrales), capas exteriores
de atomos expuestos en la superficie (atomos superficiales) y moléculas o ligandos de tipo organico
0 tensioactivos ligados a la superficie mas externa de la nanoparticula. Las distintas propiedades
caracteristicas de los distintos tipos de AuNPs residen, ademas del tamafio, en la variedad molecular
superficial. (Canal, 2016).
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Capa organica protectora superficial
Capa de atomos superficial
Capa central de atomos de Au

empaquetados en estructura FCC (cubica
centrada en las caras)

Figura 6: Modelo estructural de la nanoparticula de oro. Adaptada de Canal, 2016.

La preparacion de AuNPs de alta calidad requiere de un control adecuado del tamafio y la forma de
la nanoparticula, asi como de una estabilizacion efectiva y un control de la funcionalizacion
superficial.

2.3.3 Método Turkevich

El método de Turkevich consiste en calentar hasta llegar a ebullicién una disolucién acuosa de
HAuCIl4y afiadir una solucién de citrato de sodio mediante una agitacion vigorosa. Tras unos minutos,
se obtiene una suspension coloidal de oro de color rojiza con un tamafio aproximado de 20 nm. En
este método, los iones de oro (I11) son reducidos por los iones citrato para producir oro elemental y,
ademas, los iones citrato actian también como un agente estabilizante que permite cubrir la superficie
de las nanoparticulas de oro producidas y evitar asi su posible agregacion (Yeh et al., 2012).

La relacion citrato/Au®* permite controlar el tamafio de las nanoparticulas de oro sintetizadas. Por
ello, como resultado de las propiedades estabilizadoras del citrato, al aumentar la concentracion
relativa del agente reductor de citrato, se reduce el tamafio de las nanoparticulas de oro sintetizadas.
Por otro lado, la baja concentracion de citrato conduce a un recubrimiento incompleto de AuNP y
desencadena un proceso de agregacion para formar nanoparticulas mas grandes (Turkevich et al.,
1951).

Aunque el tamafio es importante en la sintesis de AuNP, este no es el Unico factor a considerar al
usarlos en aplicaciones préacticas. Las condiciones del proceso deben ser controladas para obtener
nanoparticulas y deben cumplir con ciertas propiedades. Es decir, todas las particulas deben ser de
tamafo similar para obtener una muestra monodispersa, idéntica en forma o morfologia, idéntica en
estructura cristalina y libre de fendmenos de aglomeracion (Yeh et al., 2012).
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2 .4 Espectroscopia Raman mejorada de superficie

2.4.1 Historia

La espectroscopia Raman mejorada de superficie (SERS) fue inicialmente descubierta por
Fleischmann et al 1974, quien contempl6 una intensa dispersion Raman de piridina adsorbida en plata
que fue endurecida electroquimicamente. El estimulo de este trabajo fue desarrollar una sonda
espectroscopica quimicamente especifica que pudiera utilizarse para estudiar procesos
electroquimicos en el lugar. El enfoque de Fleischmann fue hacer rugoso el electrodo para aumentar
su area superficial y de esta manera el nimero de moléculas adsorbidas disponibles para el estudio.
Jeanmaire, Van Duyne, Albrecht y Creighton identificaron de forma independiente que las grandes
intensidades observadas no podian explicarse simplemente por el aumento en el ndmero de
dispersores presentes, y propusieron que se producia un aumento de la intensidad dispersada en el
estado adsorbido (Campion y Kambhampati, 1998). Esto predijo un debate sobre el mecanismo de
SERS que funcion6 eficazmente durante casi una década y sobre el cual aun se estan realizando
investigaciones. Jeanmaire y VVan Duyne propusieron tentativamente un mecanismo de mejora del
campo eléctrico, mientras que Albrecht y Creighton supusieron que la dispersion de resonancia
Raman de los estados electronicos moleculares, ampliada por su interaccién con la superficie del
metal, podria ser la responsable. De esta manera el uso de SERS ha crecido considerablemente desde
la década de 1977, con contribuciones de quimicos, fisicos e ingenieros de todo el mundo. En la
Figura 7 y 8 se observa la creciente popularidad de la técnica Raman de superficie mejorada, en
donde se muestran los datos de citas en Web of Science para el término “Raman mejorado en
superficie”, desde 1979 hasta 2017 (Jiang et al., 2018; Sharma et al., 2012)
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Figura 7. Creciente popularidad de la técnica Raman de superficie mejorada. Obtenida de Sharma et al., (2012).
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Figura 8. Creciente popularidad de la técnica Raman de superficie mejorada de 2007 a 2017. Obtenida de Jiang et al.,
(2018).

2.4.2 Fundamento de la técnica

Tras décadas de debate, ahora se acepta, de forma general, que el principal contribuyente a la mayoria
de los procesos SERS es el mecanismo de mejora electromagnética. La mejora resulta de la
amplificacion de la luz por la excitacién de LSPR. Esta concentracién de luz ocurre preferentemente
en los huecos, grietas o caracteristicas afiladas de los materiales plasmoénicos, que son
tradicionalmente metales nobles y acufiados (p. ej., plata, oro y cobre) con caracteristicas a
nanoescala. (Li et al., 2017; Campion y Kambhampati, 1998) Estructuras reproducibles y robustas
que mejoran fuertemente el campo electromagnético son las mas deseables para SERS. Dependiendo
de la estructura del material plasménico de soporte, la mejora electromagnética para SERS se calcula
tedricamente para alcanzar factores de ~ 10°— 10*. En la mayoria de las circunstancias, el factor de
mejora se puede aproximar bien por la magnitud del campo electromagnético localizado elevado a la
cuarta potencia (Li et al., 2017).

Otro mecanismo que participa en la amplificacion de la sefial es la amplificacion quimica, que implica
principalmente mecanismos de transferencia de carga en los que la longitud de onda de excitacién
resuena con los estados de transferencia de carga electrdnica de las moléculas metalicas (Jensen et
al., 2008). Tedricamente, los factores de mejora quimica de hasta 10% se calcularon utilizando la teoria
funcional de la densidad dependiente del tiempo para la piridina sustituida en la posicion para y meta
del anillo aromatico, que interactia con un grupo de plata. Los autores encontraron que las
magnitudes de la mejora, a través de las transiciones de transferencia de carga son altamente
especificas de moléculas.

El factor de mejora SERS total es el producto de mecanismos de mejora electromagnéticos y
quimicos. Ademas, los efectos de resonancia Raman juegan tradicionalmente un papel importante en
los experimentos SERS, ya que las moléculas de tinte con secciones transversales de resonancia
Raman muy grandes se utilizan a menudo en SERS. El desarrollo de sustratos SERS con alto factor
de ganancia sigue siendo un area activa de investigacion en esta area (Jensen et al., 2008). El éxito
de SERS depende en gran medida de la interaccién entre las moléculas adsorbidas y la superficie de
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las nanoestructuras plasmonicas. Los sustratos mas utilizados en SERS son: oro (Au), plata (Ag) o
cobre (Cu) (Yang et al., 2020; Sharma et al., 2012).

2.5 Polimeros

Los polimeros son moléculas grandes, cominmente denominadas macromoléculas, que estan
formadas por moléculas méas pequefias, unidades repetitivas unidas entre si por ciertos enlaces
covalentes. Estos eslabones pueden disponerse linealmente como los eslabones de una cadena,
ramificandose donde hay una cadena central con cadenas laterales, o enlazados para formar una red
tridimensional; La unidad repetitiva del polimero es el monémero, y la longitud de la cadena esta
determinada por el numero de unidades repetitivas en la misma, llamado grado de polimerizacion
(DP). La masa molecular de un polimero es el producto de la masa molecular de la unidad repetitiva
y el DP. Laelevada masa molar del polimero confiere al material excelentes propiedades finales como
resistencia, estabilidad dimensional y otras propiedades mecéanicas (Krevelen et al., 2009). Los
materiales poliméricos se pueden dividir en dos grandes grupos en funcion de su composicién
monomeérica:

e Homopolimeros: todas las unidades repetitivas son iguales.
e Copolimeros: cuando se pueden encontrar dos 0 mas unidades repetitivas diferentes en la cadena
del polimero.

La polimerizacion simultanea de dos o mas mondmeros diferentes o el acoplamiento de una cadena
de polimero a otra cadena en un sitio de reaccion particular permite alterar las propiedades finales de
estos materiales. Como resultado de estos procesos de sintesis se obtienen copolimeros cuya principal
ventaja es la obtenciéon de materiales con mejores propiedades finales debido a la comparticion de
cada componente (De Sousa et al., 2015). A su vez, los copolimeros se pueden clasificar segin el
orden y disposicion de los mondémeros en la cadena. Segun este criterio, se pueden encontrar
diferentes tipos de copolimeros, que se describen a continuacion (Figura 9) (Krevelen et al., 2009).

) —B—A—B—A—B—A—B—A—B—
2) —B—B—B—A—B—A—B—A—A—
3) =—B—B—B—B—A—A—A—A—A—
4) —A—AI\—A—A—A—AI\—A—A—A—

-B8—6 B——t—

Figura 9. Representacién de las unidades repetitivas en un copolimero: 1) alternado, 2) al azar, 3) en bloque y 4)
ramificado.
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e Copolimeros alternados: los monémeros estan organizados de manera secuencial respetando un
orden.

e Copolimeros al azar: los mondémeros no presentan ningun orden.

e Copolimeros en bloque: los monémeros de igual naturaleza quimica se encuentran agrupados en
bloques, formando entonces dominios constituidos s6lo por uno de los mondémeros que forman el
copolimero.

e Copolimeros ramificados: presentan una cadena principal de uno de los monémeros a la cual se
enlazan covalentemente cadenas laterales de monomeros de distinta naturaleza a la de la cadena
principal (Corefo et al., 2010).

Como se destaca en la Figura 10, los polimeros lineales pueden reconocerse como polimeros en los
que los mondmeros estan unidos en una longitud continua para formar cadenas poliméricas (Figura
10a). Por otro lado, un polimero ramificado seria un polimero con una cadena secundaria unida a la
cadena primaria (Figura 10b), mientras que un polimero reticulado seria un polimero con dos 0 mas
cadenas unidas a la cadena secundaria (Figura 10c). La reticulacion se puede lograr mediante
reacciones quimicas o mediante el uso de fotones o radiacion de alta energia (Corefio et al., 2010).

O oS

@ (®) (©

Figura 10. Representacion esquematica de los diferentes ordenamientos en las cadenas de polimeros a) lineales; b)
ramificados y c) reticulados. Obtenida de Corefio et al., 2010.

Cuando los polimeros contienen grupos hidrofilicos, es decir, grupos quimicos que interactdan con
el agua, el polimero se caracteriza por una alta solubilidad o un aumento de tamafio debido a la
absorcion de una gran cantidad de dicho solvente. La capacidad de absorber agua dependera de si la
estructura del polimero es lineal, ramificada o entrecruzada.

2.5.1 poli(N-isopropilacrilamida)
El mondmero N-isopropilacrilamida (NIPAAm) ha sido de particular interés en las ultimas décadas,
ya que debido a su caracter vinilico es posible obtener por distintos métodos el polimero de cadena

principal saturada, denominado poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAM) (Saraydin y Isitkver, 2022).
La Figura 11 muestra las estructuras de NIPAAm y PNIPAAm.

35



n
C=0 c=0
| |
NH tilH
I
CH CH
H,C”  “CH, H,C”  “CH,
NIPAAm PNIPAAm

Figura 11. Representacion esquematica del monémero (NIPAAm) y del polimero (PNIPAAM).

Los polimeros sensibles al estimulo tienen propiedades reversibles y cambios repetitivos en las
propiedades quimicas y fisicas de respuesta a estimulos externos, como la luz, temperatura 'y pH. En
particular, los polimeros termosensibles (sensibles a la temperatura) que utilizan la temperatura como
fuente de estimulo exhiben una reaccion sol-gel reversible. Esto quiere decir que tienen una transicion
de fase de volumen en un punto especifico con respecto a la temperatura. (Doberenz et al., 2020; Peli
et al., 2004). Esta temperatura se denomina temperatura de solucién critica inferior (LCST) como se
muestra en la Figura 12. Los polimeros termosensibles son utilizados en una variedad de
aplicaciones, incluidos sensores, membranas y sistemas de administracion de farmacos. PNIPAAmM
se caracteriza por ser uno de los polimeros reversibles mas estudiados (Doberenz et al., 2020; Jang

et al., 2020).

> LCST

< LCST

PNIPAAMm  Agua

Hidratado
(Hidrofilico)

A
HN/EO =
A

Poly(N-isopropilacrilamida)

"u,.u__"."____A_,..--""'.‘—"
Deshidratado
(Hidrofébico)

/L~ Estructura principal del PNIPAAmM

Grupos amida

Grupos isopropilo

Figura 12. Representacion grafica del comportamiento termosensible de PNIPAAmM y de variacién volumétrica
alrededor de la LCST. Adaptada de Doberenz et al., 2020.
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En los ultimos afios ha habido un aumento en las investigaciones sobre las aplicaciones biomédicas
del hidrogel PNIPAAm, especialmente desde finales de los afios noventa. Esto se puede observar en
la Figura 13A, donde las barras azules representan los estudios publicados sobre PNIPAAmM vy las
barras verdes indican los estudios de aplicaciones biomédicas del hidrogel (un total de 3,190 desde
1986 de los 8,900 publicados en total). La Figura 13B muestra las &reas mas exploradas en los
estudios con fines biomeédicos de PNIPAAm: administracion de farmacos: 49%, ingenieria de tejidos:
29%, células madre: 9%, dispositivos microfluidicos: 7%, biosensores: 5% y bioimagen: 1%
(Lanzalaco et al., 2017).

;s b d.

A m Ar los de Investig publi sobre PNIPAAmM en aplicaciones B
) biomédicas )
blicados sobre PNIPAAm en varios campos Administracién de farmacos
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m  Células madre

29%

Nidmero de
publicaciones

5%
7%
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Figura 13. (A) Evolucidn de los articulos de investigacion publicados sobre PNIPAAm y su aplicacion en medicina y
otros campos por afio; (B) Porcentaje de articulos de investigacion publicados sobre PNIPAAmM en el ambito biomédico,
clasificados segun sus aplicaciones. Adaptada de Lanzalaco et al., (2017).

2.5.2 Poliacrilamida

La acrilamida (AAm) es un mondmero sélido cristalino blanco e inodoro, que es capaz de disolverse
a temperatura ambiente y presion estandar, siendo estas condiciones de igual manera utilizadas para
su proceso de polimerizacion (Dihua, 2010). Tiene un punto de fusion de 84.5°C. Es soluble en
muchos solventes polares como acetona, acetonitrilo y agua. Como se muestra en la Figura 14a.,
AAm contiene dos grupos funcionales principales: un doble enlace vinilico carbono-carbono y un
grupo amida.

Usualmente AAm se forma cuando el acrilonitrilo se hidrata con &cido sulfurico a una temperatura
de 90 a 100 °C o superior. Recientemente se ha producido por hidratacion catalitica del acrilonitrilo
utilizando cobre como catalizador. La capacidad de produccion total en el mundo es de mas de
300,000 toneladas por afio. AAm es polimerizado por iniciadores de radicales libres que incluyen
compuestos azo, catalizadores redox, luz y radiacion. Este mondmero es Unico entre los monémeros
vinilicos y acrilicos porque puede polimerizarse con un peso molecular muy alto. Esta caracteristica
Unica de la polimerizacion de AAm se debe en parte a la facil purificacion del monomero y la tasa de
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propagacion. La poliacrilamida PAAm se puede obtener como solucion, emulsion o precipitado. La
unidad basica de PAAm se muestra en la Figura 14b. (Rodriguez, 2006).

H, NH,

Figura 14. Unidad fundamental de la acrilamida (AAm). (a). Unidad fundamental de poliacrilamida (PAAm). (b).

Las notables diferencias entre la estructura de un monémero y su correspondiente polimero, hace que
las propiedades quimicas y bioldgicas sean muy diferentes entre estas dos especies quimicas. Como
todos los mondmeros acrilicos y vinilicos, AAm es una especie quimicamente reactiva debido a su
doble enlace rico en electrones. Sin embargo, presenta una inercia quimica considerable en
condiciones normales porque los dobles enlaces se eliminan durante el proceso de polimerizacion
para formar PAAm (Rodriguez, 2006). A diferencia de las acrilamidas, las poliacrilamidas no tienden
a agregar un esqueleto nucledfilo porque solo tienen un enlace C-C. El grupo amida de la PAAmM
puede sufrir hidrolisis, deshidratacion y otras reacciones. PAAm suele tener un peso molecular
inusualmente alto. Es facilmente soluble en agua y aumenta mucho su viscosidad (Benejam, 2022).
El gel de PAAm es una red polimérica entrecruzada de muy alto peso molecular que puede absorber
disolventes, principalmente agua, pero es insoluble en ella. Las interacciones responsables de la
absorcion de disolventes incluyen, entre otras, interacciones moleculares capilares, osméticas y
polimero-disolvente. La estructura interna de un gel depende de las cantidades relativas de sus
componentes; mondmeros y entrecruzantes. Cuando se preparan hidrogeles a base de PAAmM, es
necesario determinar de antemano la cantidad de solvente presente en la polimerizacion o, en su
defecto, la concentracion inicial total de monomeros; ya que no puede ser producido en masa. La
concentracion de mondmero inicial total se puede alterar para cambiar la estructura del hidrogel vy,
por lo tanto, variar las propiedades del mismo (Benejam, 2022).

En temperaturas por debajo de la LCST el hidrogel presenta una distribucion aleatoria de monémeros
en la red, pero cuando la temperatura aumenta, la agregacién de PNIPAAM en los puntos centrales
desplaza a las unidades hidrofilicas de AAm hacia la superficie. El principal efecto de esto es la
disminucion de la rigidez cuando la temperatura aumenta por encima de la LCST (al contrario del
hidrogel formado Unicamente por PNIPAAm). Benejam, y su equipo de investigacion realizaron una
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simulacion en donde se usaron diferentes temperaturas (T1, T2y T3; T3> T2 > T1) siendo la primera
por debajo de la LCST de la NIPAAm vy los otros dos superiores. La Figura 15 muestra
conformaciones de red tipicas de nanopilares de PNIPAAmM y P(NIPAAmM-co-AAm) en cada una de
las temperaturas consideradas. Mientras que la estructura pura de PNIPAAmM colapsaen T2 > LCST,
el colapso del nanopilar de copolimero requiere una temperatura mas alta, T3 > T2. La presencia del
mondmero AAm aumento la temperatura de colapso del nanopilar (LCST), con respecto a la de una

red PNIPAAm pura (Benejam, 2022).
l | l

T,>LCST T>T,

y NIPAmM-AAmM

T,<LCST T,>LCST T,

Figura 15. Simulacion de nanopilares NIPAAmM y NIPAAm-co-AAm en cada una de las temperaturas consideradas.
Obtenida de Sanz et al., (2017).

En la misma simulacion, se midieron los angulos de contacto en temperaturas por debajo y encima
de la LCST permitiendo confirmar el desplazamiento de las unidades de acrilamida hacia la superficie
causando un incremento en la hidrofilicidad.

2.6 Mecanismo de Reaccion en cadena estimulado por radicales libres

La polimerizacién por radicales libres es una técnica muy versatil para sintetizar polimeros, que se
logra mediante la adicién de bloques de construccion de radicales libres. Este proceso puede ocurrir
mediante diferentes mecanismos y con la ayuda de varias moléculas iniciadoras. Después de la
iniciacion, los radicales libres reaccionan con las unidades de mondmero, aumentando la longitud de
la cadena del polimero. Debido a la naturaleza no especifica de los radicales libres, esta técnica es
muy util para sintetizar una gran variedad de compuestos poliméricos. La polimerizacion por
radicales libres consta de tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion. La iniciacion crea el
centro activo del radical libre, la propagacion implica la adicion de moléculas de mondmero, el

39


https://drive.google.com/file/d/1JoGEFL4IJnpHEUhpGAhOWAuhn29SbaLT/view?usp=sharing

monomero radical formado en la etapa de la iniciacién, y la cadena del polimero va creciendo.
Finalmente, la terminacion se produce cuando el crecimiento de la cadena del polimero llega a su fin.
Los dos mecanismos mas comunes de terminacion son la combinacion de dos cadenas crecientes para
formar una molécula de polimero Unica (Lopez Carrasquero, 2004).

El mecanismo de esta reaccion es el siguiente:

Iniciacion: La etapa de iniciacion consiste en dos reacciones secuenciales. La primera es la
generacion de radicales libres, los cuales pueden ser formados mediante diferentes tipos de
reacciones. Como ejemplo se puede presentar la generacion de radicales mediante una disociacion
homolitica de un compuesto (iniciador), que da como resultado dos fragmentos en el que cada uno
tiene un electrén no apareado. En la ecuacion (1) se muestra como el iniciador (I) se descompone en
dos radicales (R*) con una constante de descomposicion kd (Valencia, 2014).

154 op
.1)

Propagacion: La segunda etapa es la propagacion, la cual consiste en la adicion sucesiva de
monomeros. Cada adicion transforma al radical en otro radical, pero con un tamafio mayor por una
unidad (radical polimérico) (Valencia, 2014). Las reacciones de propagacion se muestran a
continuacion en la ecuacion (1).

Me+ M —2 5 M,e
Mye+ M —2 M,e
Mo+ M —225 M,e

Me+ M —ts M

L ]
n+l
(2.2)

donde kpi es la constante de velocidad de reaccién del radical de tamafio i.

Terminacién: La tercera etapa de la reaccién por radicales libres es la terminacidn del crecimiento
de las cadenas.
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Existen varias formas de terminacion del crecimiento de cadena (transferencia al mondmero, a
iniciador, etc.) pero la forma mas comun de terminacion es cuando se encuentran dos radicales
poliméricos (Valencia, 2014). Esta reaccion bimolecular de terminacion puede seguir dos caminos:

a) Terminacion por combinacién, la cual da como resultado la formacién de un polimero (muerto)
con un tamafio igual a la suma de las unidades monoméricas de que constaba cada radical. Este
mecanismo es representado en la ecuacion (2).

b)

M?!. + Mﬂi'. kr M

H+m

(2.3)

c) Terminacion por desproporcion que da como resultado dos moléculas de polimero (muerto),
una saturada y otra insaturada. Esto se presenta en las ecuaciones (3).

Me+ Mo s M + M

i

(2.4)

El persulfato de amonio es cominmente usado como iniciador de polimerizacion, ya que a través de
su descomposicion pueden formar radicales libres (Lanzalaco et al., 2017). Para el caso de los
iniciadores radicalarios, la tetrametiletilendiamina (TEMED) suele usarse como catalizador, para
aumentar la velocidad de la reaccion.

Evidentemente, la combinacién de NIPAAm con AAm, y la adicién de un iniciador radicalario a la
mezcla, tipicamente conduce a la formacion de un copolimero, cumpliendo con las etapas de
iniciacion, propagacion y terminacion ya descritas. Sin embargo, para producir polimeros
entrecruzados que se hinchan absorbiendo el agua del medio circundante, ademaés de los compuestos
iniciadores, se deben incorporar otras especies que resultan también imprescindibles, como son los
agentes entrecruzantes. Un posible agente entrecruzante para formar hidrogeles es la N, N'-
Metilenbisacrilamida (MBAAmM). Debido a los dos dobles enlaces en cada extremo de la molécula,
esta especie actla uniendo las cadenas principales del polimero, generando asi una red tridimensional.

2.7 Hidrogeles

Se les denomina hidrogeles a las redes poliméricas tridimensionales, compuestas de polimeros
hidrofilicos, con cierta capacidad de absorber grandes cantidades de agua o fluidos biolégicos, con la
caracteristica de que estos no se disuelven bajo condiciones fisioldgicas (Benejam, 2022) (Figura
16). Estos polimeros tienen unas caracteristicas bien definidas, como ser hidrofilos, blandos,
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elasticos, insolubles en agua y sobre todo se hinchan en presencia de ella, de esta manera aumenta
significativamente su volumen manteniendo su forma hasta alcanzar el equilibrio fisico quimico
(Singhetal., 2017; Benejam, 2022). Asimismo, tienen una gran resistencia mecanica segun el método
por el cual se obtengan. Su conformacion tridimensional ocurre en soluciones acuosas concentradas
cuando el polimero inicial es capaz de gelificar con la consecuente formacion de redes espaciales no
covalentes (Dunne, 2016). El caracter hidréfilo se debe a la presencia de grupos funcionales hidrofilos
como son: -OH, -COOH, -CONH-, -CONH, -SOzH, entre otros (Escobar et al., 2000). En un
ambiente acuoso estos grupos hidrofilos se hidratan sin que se disuelva el hidrogel, debido al
entrecruzamiento entre cadenas de polimero (Martinez, 2016).

Monémero Hidrogel 0’0"0"
0Q ’
Tt Seglelys
Q9 00’0 e ud‘z
Polimero "D Q- ©-
-9 | 9 L oo
Entrecruzante QQ & °~ bo

Figura 16. llustracién esquemaética de las cadenas de un polimero y la formacién de redes tridimensionales por la
accion de un agente entrecruzante para formar un hidrogel. Obtenida de Estrada, (2019).

El método de reaccion quimica es un tipo de sintesis en donde se presenta una reaccion de
copolimerizacion y entrecruzamiento entre uno 0 mas monémeros y un monémero multifuncional, el
cual estd presente en muy pequefias cantidades. A este ultimo se denomina agente entrecruzante y
presenta una masa molecular pequefia. Este compuesto se puede unir a cadenas de peso molecular
grande a través de sus grupos multifuncionales (Benejam, 2022).

En la sintesis de un hidrogel, ademéas de un mondmero, se precisa de un sistema iniciador, que sera
el responsable de la formacion de los radicales libres monomeéricos que van a permitir el crecimiento
de las cadenas macromoleculares, y un agente entrecruzante, generalmente la MBAAm (Figura 17),
ya que una caracteristica de cualquier hidrogel es su estructura entrecruzada, la cual se consigue con
la ayuda de dicho agente. La eleccion del agente entrecruzante y de otros monomeros modificadores
de propiedades depende del tipo de mondmero base elegido vy, resulta fundamental para optimizar las
propiedades del hidrogel a sintetizar. El grado de entrecruzamiento determina la solubilidad, el grado
de hinchamiento, el tamafio de poro del material, el area total superficial y la resistencia mecanica
del polimero.
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Figura 17. Estructura quimica de MBAAm. Obtenida de Sigma Aldrich.

Wichterlie y Lim informaron sobre los primeros hidrogeles sintéticos con control de propiedades
como el grado de hinchamiento y la contraccion en varios 6rdenes de magnitud. Este descubrimiento
inicial sento las bases para los sistemas de respuesta a estimulos. La red de polimeros entrecruzados
fue altamente sensible a estimulos como la composicién del solvente, los solutos, el pH, la
temperatura, el campo eléctrico y la luz (Wichterle y Lim, 1960).

Actualmente se han estado desarrollando hidrogeles a base de NIPAAmM/AAm, basados en la
sensibilidad a la temperatura, para conferirles diferentes propiedades de hinchamiento. Debido a la
agregacion de AAm, dicha combinacion exhibi6 una LCST de 35 °C (Isikver y Saraydin, 2021).

En otro trabajo se reportd la sintesis de P(NIPAAm-co-AAm) mediante copolimerizacion en
disolucion acuosa estimulada por radicales libres, usando la pareja de iniciadores persulfato de
amonio (APS)/N’, N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) como sistema redox, y en la presencia del
MBAAmM como agente entrecruzante. Los productos de dicha investigacion presentaron caracter
termosensible (Seddiki, 2013). También se ha reportado el efecto de las variaciones en la composicion
de la matriz polimérica sobre las propiedades de adsorcién de agua de P(NIPAAmM-co-AAm). En ese
sentido, han encontrado que el contenido de agua del copolimero aumenta al aumentar la proporcion
del mondémero mas hidrofilico (el AAm), lo que se debe a un aumento del denominado contenido de
agua libre. En el caso del PNIPAAm, son principalmente interacciones hidrofobicas de asociacion
las que dominan la interaccién entre la matriz polimérica y las laminillas del relleno. Por el contrario,
las interacciones hidrofilicas resultan dominantes en los segmentos PAAm (Janovak, 2009).

Willner report6 la inmovilizacion de nanoparticulas de oro en PAAm (Pardo et al., 2001). EI método
que utilizo fue el de hinchar el gel deshidratado en presencia de una solucion acuosa de Au-NP, lo
que resulté en una distribucion uniforme de las Au-NPs en la matriz del gel. En consecuencia, varios
enfoques para realizar estas dispersiones estructuralmente Unicas han sido informados por
investigadores para aplicaciones potenciales en biomedicina, Optica, etc. Se obtuvieron nano
dispersiones estructuralmente similares de Au en hidrogeles PAAm mediante la reduccion in situ de
cloruro de oro (I11) en la red de hidrogel (\Wang et al., 2004).

El grupo de Langer desarroll6 un enfoque que consiste en cargar precursores de nanoparticulas en un

gel, en lugar de nanoparticulas preformadas (Wang et al., 2004). En un procedimiento tipico, el
entrecruzamiento de NIPAAm y comondmeros que contienen grupos tiol formaron una red de
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hidrogel que contenia iones de Au (I11) incrustados. La matriz de hidrogel funcionalizado con tiol
permitio la modulacion de la formacién de Au-NP cuando se agregd un agente reductor como el
borohidruro de sodio (Thoniyot et al., 2015). EI hidrogel resultante contenia nanoparticulas no
agregadas en toda la matriz. Saravanan et al., 2007 informaron sobre un procedimiento mejorado de
formacion de nanoparticulas dentro de un gel sin el uso de monémeros que contienen tiol o fenol.

2.7.1 Mecanismo de hinchamiento y secado

Xerogel es el nombre que reciben los hidrogeles en su estado deshidratado. En otras palabras, el
xerogel estaria compuesto de material solido, que cuenta con poca agua enlazada y aire presente en
sus poros (Escobar et al., 2002). Comparado con su estado hidratado, se considera que la parte solida
del hidrogel le provee resistencia mecanica, mientras que la parte liquida y gaseosa de este, debilitan
las propiedades al reducir la interaccion intermolecular de las cadenas de polimeros, que son la Gnica
fuente de resistencia mecanica. Cuando el hidrogel se encuentra en su estado seco y entra en contacto
con agua, ésta se une a la superficie polimérica del hidrogel, hidratando los grupos polares, y
formando asi la capa de agua enlazada (Singh et al., 2017). Una vez que los grupos polares se hidratan,
la red comienza a hincharse, permitiendo que otras moléculas de disolvente penetre dentro de la red
del hidrogel.

Las cadenas de polimeros cambian su conformacion, y dan un aumento a la movilidad del agua dentro
del gel, sin embargo, los grupos hidrofobicos empiezan a agregarse entre ellos. Una vez realizado
este proceso, donde se encuentran grupos polares no hidratados, la red absorbe méas cantidad de agua
en funcidn a la presién osmética buscando diluir las cadenas poliméricas (Li et al., 2022). A este
proceso de hinchamiento se le oponen enlaces covalentes y entrecruzamientos fisicos, dando lugar de
esta manera a la fuerza elastica del gel. El agua intersticial pone tanto al agua como al hidrogel en
contacto con el entorno exterior porque une el agua libre, la cual mantiene las caracteristicas del agua
en bulto. En consecuencia, en el punto donde la elasticidad y las fuerzas osmoticas estan equilibradas,
no hay hinchamiento adicional (Singh et al., 2017). Sin embargo, el aumento del nimero de grupos
ionicos en el esqueleto del polimero aumenta la capacidad de hinchamiento del hidrogel, debido al
aumento simultdneo del nimero de contra-iones dentro del mismo, lo que produce una presion
osmotica adicional que hincha el gel. Li y colaboradores (2022) reportaron que los grupos
funcionales, los iones, la cantidad y el tipo de agente entrecruzante determinan de forma critica el
hinchamiento de un hidrogel.

2.7.2 El rol del agua en un hidrogel

Es bien sabido que un gel puede absorber y retener grandes cantidades de agua, incluso casi el 99%.
El comportamiento global y el rendimiento de los hidrogeles estan determinados, en gran medida,
por la cantidad, la estructura y las propiedades del agua, asi como por las caracteristicas que asume
cuando esta en contacto e interaccionando con la red polimérica sélida (Singh et al., 2017). El agua
se puede considerar como una estructura en la que la amplia conectividad se establece mediante los
enlaces de hidrogeno, y en presencia de una red polimérica, presenta una perturbacion importante de
la misma sobre los enlaces de hidrégeno que se establecen cerca de la superficie. Asi, la movilidad
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de las moléculas adsorbidas directamente sobre la superficie hidrofilica es reducida, mientras que las
moléculas de agua completamente hidratadas a una distancia mayor de la superficie presentan
coeficientes de difusion similares a los del agua libre (Escobar et al., 2002). Del mismo modo, la
orientacion de las moléculas de agua sobre superficies o0 segmentos hidrofébicos se ven afectadas por
los grupos de enlaces de hidrégeno, evitando la direccion de las moléculas hacia el material no polar.
No solo las cadenas poliméricas que forman el esqueleto del hidrogel sino también los brazos que
enlazan dichas cadenas, determinan las caracteristicas de la red del hidrogel. Estos brazos formados
por los agentes entrecruzantes pueden mostrar un caracter hidrofilico/hidrofébico. Por lo tanto, la
densidad y naturaleza de entrecruzantes debe ser también considerada para obtener la representacion
completa del hidrogel. El grado de hinchamiento del hidrogel se vera reducido al aumentar la cantidad
de entrecruzamientos. En otras palabras, la red polimérica sera distinta dependiendo de la cantidad
de entrecruzantes, aunque se utilice el mismo tipo de polimero y agente (Singh et al., 2017). Las
propiedades de los hidrogeles dependen tanto de la cantidad de agua unida e intersticial como de la
naturaleza de las interacciones entre ellos y con la red polimérica. A medida que se hincha el hidrogel,
la fraccion de agua libre aumenta significativamente, pero no afecta sus propiedades.

2.8 Antecedentes Recientes sobre la deteccién de PFAS

Existen varios métodos basados en instrumentos para la determinacion sensible y selectiva de PFAS
en diversas matrices, pero estos son costosos, requieren un uso intensivo de laboratorio y personal
altamente capacitado. Por esta razén, existe una gran necesidad de métodos rapidos, econémicos y
portatiles para la deteccidén de PFAS en el campo. Esto permitira que los laboratorios ambientales y
diversas agencias realicen inspecciones mas frecuentes para garantizar de esta manera el
cumplimiento de las regulaciones. Ademas, el pablico se beneficiara de una forma répida de detectar
agua potable contaminada con PFAS en sus hogares (Menger et al., 2021).

Dicho esto, existen varios trabajos documentados en los Gltimos 8 afios en los que se realizan
diferentes dispositivos nanoestructurados enfocados en lograr la deteccion de PFAS “in situ”. En uno
de estos estudios utilizan los polimeros impresos molecularmente (MIP) los cuales han sido muy
prometedores con respecto a la deteccion de PFAS. Tienen los beneficios de una buena sensibilidad
y selectividad ademas de ser estables en un rango de valores de pH, temperatura y presion. Se pueden
reutilizar sin pérdida de actividad. También son relativamente sencillos y econdmicos de sintetizar
con propiedades de superficie y morfologia ajustables (Menger et al., 2021). Fang y colaboradores
desarrollaron un MIP en el cual depositaron polipirrol (Py) electroliticamente en una superficie de
electrodo econémica formada en la mina de un lapiz, de tal manera que permitiera la deteccién
potenciométrica de PFOA (Fang et al., 2016). Este tipo de deteccion logré un limite de deteccion (por
sus siglas en inglés, LOD) de 441 ppb para PFOA. En otro estudio utilizaron la electrodeposicion de
Py como matriz polimérica para un MIP en nanolaminas de nitruro de carbono (C3Na) ultrafinas como
superficie del electrodo. En este usaron la electroquimioluminiscencia como metodo de deteccion,
debido a los beneficios de bajo costo, instrumentacion simple, bajo ruido de fondo y buena estabilidad
contra el fotoblanqueo. Durante la fotdlisis del correactante peroxidisulfato (S,0s%), oxidantes de
radicales sulfatos (SO4~) provocaron la oxidacion del PFOA y una reduccion de la sefial logica
acoplada al emisor (por sus siglas en inglés, ECL) (Chen et al., 2015). Los autores informan un limite
de deteccion de 10 ppt, que es uno de los mas bajos presentados en esta revision y comparable a los
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métodos tradicionales de LC/MS (Shoemaker et al., 2018). Aqui es importante resaltar que la
estrategia MIP implica realizar un moldeo de las especies a detectar, en este caso del PFOA. Una vez
realizado el molde, el PFOA debera eliminarse del sistema, para dejar el espacio que sera utilizado
por la nueva molécula de PFOA a detectar. En consecuencia, la reproduccion masiva de esta estrategia
produciria como desecho PFOA, lo que podria llegar a aumentar el problema de contaminacion con
esta sustancia. Es por ello que se busca con este trabajo de tesis, explorar una ruta que, en contraste,
promueva la reduccion del consumo y fabricacion de estas sustancias, y no su uso como materia
prima.

Por otro lado, al buscar méas opciones de métodos econdmicos y portéatiles para la deteccion de PFOA,
Law y su equipo de investigacion (Law et al., 2022) realizaron un sistema Optico que integra
interferdmetros de alimina anddica nanoporosa funcionalizada con perfluorosilano (NAA) con
espectroscopia de interferencia reflectométrica (RIFS) para lograr la deteccion en tiempo real, sin
etiquetas de monocapas autoensambladas (SAM) de PFOA como un modelo de PFAS. En este
demuestran que es posible realizar la deteccidn y cuantificacion de la formacion de PFOA-SAM. Este
pardmetro Optico critico ha permitido evaluar la idoneidad de las superficies de perfluorosilano para
acomodar y unir moléculas de PFOA en solucion en tiempo real e “in situ”. En una investigacion
diferente reportaron una herramienta de monitoreo basada en una aplicacion para teléfonos
inteligentes para la deteccion de tensioactivos anionicos. En la que se reportd la detecciéon de
PFOA/PFOS enriquecidos en agua del grifo/agua subterranea en un rango de 10 a 1000 ppb, con un
limite de deteccion (LOD) de 10 ppb, y posiblemente un LOD mas bajo de 0.5 ppb, lo que sugiere
que esta aplicacion puede funcionar como una herramienta de preseleccion en el laboratorio comdn
e incluso para pruebas in situ (Fang et al., 2018).
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CAPITULO 3

Descripcion del problema y justificacion

Investigaciones recientes confirman que toda la familia de PFAS son altamente persistentes en el
ambiente. Se sabe que estos compuestos persisten en el medio mucho maés tiempo que cualquier otra
sustancia artificial. Como consecuencia de esto, mientras mas se sigan liberando PFAS al ambiente,
los seres humanos y otras especies estaran cada vez mas expuestos a estas sustancias. Es decir, si
todas las emisiones de PFAS se detuvieran el dia de mafiana, aun seguiria estando presente en el
ambiente y en los seres humanos durante generaciones futuras. Su liberacion y movilidad en el agua
y el aire provoca una alta contaminacion de aguas subterraneas y el agua potable, lo que es dificil y
costoso de evitar. Estos compuestos se acumulan en los cuerpos de los seres vivos y causan efectos
adversos para la salud (Ding et al., 2020; Suja et al., 2009). Algunos de estos compuestos son toXicos
para la reproduccién y pueden dafiar el desarrollo de los fetos. De igual manera se ha demostrado que
varios PFAS causan cancer. También se tienen indicios de que algunos de ellos interfieren con el
sistema endocrino (hormonal) humano (Domingo et al., 2019).

Los PFAS se liberan al ambiente desde fuentes directas e indirectas, por ejemplo, desde instalaciones
profesionales e industriales que los utilizan como materia prima; y también durante el uso de
productos de consumo como cosmeéticos, textiles, tintes, recubrimientos, utensilio de cocina, etc., 0
de materiales que permanecen en contacto con alimentos. En consecuencia, los seres humanos pueden
estar expuestos a estas sustancias todos los dias en el hogar, en su lugar de trabajo y a través del
ambiente por medio de actividades cotidianas como el consumo alimentos y bebidas (Shabanian et
al., 2020; Houde et al., 2011).

Un problema actual con estas sustancias es que los PFAS son muy utilizados debido a las propiedades
que aportan, y en muchas ocasiones, los fabricantes, proveedores e incluso los clientes que consumen
productos que los contienen, no estan enterados de la presencia de estos, o desconocen los dafios o
consecuencias que estos puedan causar. Afortunadamente, hoy en dia algunas empresas ya estan
mostrando preocupacion por determinar si sus productos contienen PFAS, y si estos pueden liberar
este contenido hacia al medio (Bonefeld et al., 2011). En este aspecto, se reconoce que entre las
instituciones que podrian llegar a presentar mayor interés, estarian aquellas industrias que buscan que
sus productos sean resistentes a la temperatura o que presenten propiedades hidrofobicas, ya que
puede ser que hayan utilizado este tipo de compuesto para otorgarle a sus materiales estas
caracteristicas, como por ejemplo las industrias de alimentos, paneles solares, textiles, entre otras.
Afortunadamente, hoy en dia se estan investigando este tipo de contaminantes, lo que abre una brecha
muy amplia a la oportunidad de solucionar diferentes problemas relacionados con los PFAS. No
obstante, existe un inconveniente adicional, ya que las técnicas para la deteccion de estos
contaminantes son muy robustas y costosas. Por esta razon, se pretende desarrollar un material capaz
de facilitar la deteccion de estos compuestos de una manera mas factible y econémica, para que pueda
ser incluido en sistemas de deteccion portables. Esto facilita que en México y América Latina se
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realicen los estudios de trazabilidad de PFAs, iniciando con el PFOA. Esto debido a que, en contraste
con Estados Unidos, una gran parte de paises europeos y asiaticos, en esta region no se cuenta con un
estudio sistematico frente a un problema considerado ya de alta gravedad. Y, desde otra perspectiva,
se prevé que no habria solucidn eficiente de descontaminacion de recursos hidricos, si antes no se
identifican y determinan cuales son las fuentes que agregan ese contaminante, para que se promuevan
acciones legales que eviten la fabricacion o comercializacion de los productos identificados como
liberadores de PFAs.

Por todo lo anterior, con este proyecto se pretende sintetizar copolimeros P(NIPAAmM-co-AAm)
entrecruzados con MBAAmM para formar hidrogeles termosensibles en la presencia de nanoparticulas
plasmdnicas, generando asi un sistema capaz de generar una respuesta SERS al entrar en contacto
con la molécula de PFOA. Con los resultados obtenidos en esta investigacion se espera que el
copolimero demuestre la capacidad para absorber buenas cantidades de agua, un porcentaje de
hinchamiento elevado y de igual modo la retencion de PFAS dentro de la matriz. Asi, el material
compuesto que se propone en esta investigacion se proyecta como un sistema que puede ser integrado
a futuro en el desarrollo de dispositivos portables que resulten sensibles a la presencia, en primera
instancia, de PFOA. Cabe resaltar que se busca mediante esta estrategia, desarrollar materiales que
en un futuro tengan respuesta especifica a cada especie de la familia de PFAs. Esto se contempla
considerando los diferentes mddulos de interaccion que puede tener la matriz polimérica
termosensible contra las moléculas del analito.
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CAPITULO 4
Hipotesis

La polimerizacién radicalaria de una mezcla de N-isopropilacrilamida (NIPAAm) y Acrilamida
(AAm) en la presencia del agente entrecruzante N, N’-metilenbisacrilamida (MBAAm) y de
nanoparticulas plasmonicas de oro, generard un material nanocompuesto que se comportara como un
hidrogel con respuesta termosensible capaz de absorber moléculas de &cido perfluorooctanoico
(PFOA) disueltas en agua para promover su deteccién por la técnica SERS.
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CAPITULO5

Objetivos

5.1 Objetivo General

Sintetizar un nanocomposito a partir de nanoparticulas de oro embebidas en hidrogeles termosensibles
constituidas por el copolimero P(NIPAAmM-co-AAm), para evaluar su funcionamiento en la deteccion
de acido perfluorooctanoico (PFOA) en agua.

5.2 Obijetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de oro (NpAu) siguiendo el método de Turkevich, usando &cido
tetracloroaurico (HAUCI,) y citrato de sodio como precursores, y Tween 20 como agente estabilizante.
e Sintetizar hidrogeles por polimerizacion radicalaria usando como mondémeros NIPAAmMy AAm, y
como agente entrecruzante N, N"-metilenbisacrilamida (MBAAmM).

e Sintetizar nanocompositos a partir de la sintesis de hidrogeles en la presencia de una dispersién de
NpAu en medio acuoso.

e Realizar los estudios de hinchamiento en agua de los hidrogeles y los nanocompositos sintetizados,
usando para ello el método gravimétrico.

e Estimar la LCST de los hidrogeles y nanocompositos, a partir de los estudios de hinchamiento en
agua a diferentes temperaturas.

e Caracterizar los hidrogeles y nanocompositos por medio de espectroscopia infrarroja por
transformada de fourier (FTIR), espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS), y espectroscopia
de difraccion de rayos X (XRD).

e Evaluar el comportamiento térmico de los materiales por medio de la técnica de andlisis
termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC).

e Evaluar la capacidad de los materiales para absorber acido mercaptobenzoico (MBA) para
determinar la respuesta SERS.

e Absorber acido perfluorooctanoico (PFOA) en el interior de la matriz polimérica de los materiales
propuestos.

e Evaluar larespuesta SERS de los nanocompositos conteniendo la molécula de PFOA en su interior.
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CAPITULO 6

Metodologia

6.1 Materiales de sintesis

Para esta investigacion se utilizo: acido tetracloroaurico (HAuUCls-3H20; 99.9%), citrato de sodio
(NasCsHsOy), surfactante Tween 20 (CsgH114026; 1.1 g/mL), hexano (CeHia; 95%; grado reactivo),
tolueno (CsHs; 99.5%; grado reactivo), persulfato de amonio (APS; 98%), N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED; 99%), N,N’-metilen-bisacrilamida (MBAAm; 99%), acido
perfluorooctanoico (PFOA; 95%), 4-mercaptobenzoico (4MBA; 99%), N-isopropilacrilamida
(NIPAAmM; 97%), acrilamida (AAm; 99%) y bromuro de potasio (KBr; 99%). Todos los materiales
anteriores se obtuvieron por Sigma Aldrich, México. Como atmosfera inerte se utilizo gas argon de ultra
alta pureza de la marca INFRA. Se us6 agua Milli Q (18,2 MQ-cm) proporcionada por el Departamento
de Bionanotecnologia del Centro de Nanociencias y Nanotecnologia (CNyN).

Para el desarrollo de este proyecto se utilizé un horno de secado al vacio, un bafio térmico en frio y calor
(LINBERG BLUE M), una lampara de calor (150W), una herramienta rotativa (DREMEL), un equipo
de filtracion de membrana al vacio y las técnicas caracterizacion mencionadas en el apartado 6.9.

6.2 Sintesis de las nanoparticulas de oro

La sintesis se realizo6 siguiendo el método de Turkevich, a partir de la reduccion de HAuCl4 con citrato
de sodio. Para la realizacion de la sintesis se prepar6 una solucién madre de HAuUCIls con una
concentracion de 10 mM. Posteriormente se extrajo 2.5 mL de dicha solucion madre y se mezcld con
47.5 mL de agua desionizada en un matraz Erlenmeyer, para obtener una solucion 0.5 mM de HAuCl..
Seguido de esto se sometid la mezcla a calentamiento hasta superar los 90 °C durante 5 minutos, tiempo
en el cual se alcanzo la temperatura de ebullicion. En este punto se agregaron 2.5 mL citrato de sodio
(1.6 mM). La mezcla se mantuvo bajo agitacion constante hasta tornarse color rojo (el tiempo de reaccion
fue de aproximadamente 1 minuto). Una vez realizado este paso se retir0 la mezcla de la placa calefactora
y se dej6 enfriar a temperatura ambiente.

Las AuNPs sintetizadas se sometieron a un proceso de lavado que consistié en aplicar centrifugacion a
10000 rpm durante 20 minutos, reemplazando el medio liquido por agua desionizada. A la dispersion
obtenida se le agregé el volumen de agua necesario hasta alcanzar una concentracion de Au® de 0.8 mM
en la dispersion de nanoparticulas, la cual fue calculada aplicando el método reportado por Scarabelli et
al., (2015). Esta dispersion fue etiquetada y almacenada para su uso posterior.
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6.2.1 Estabilizacion de AUNPs con Tween 20

Este proceso se realizé siguiendo el método reportado por Aslan et al., (2002). Para este proceso se
utilizaron 50 mL de AuNPs y se adicionaron en 50 mL de agua desionizada conteniendo 90 pL de Tween
20. La mezcla se dejo bajo agitacion moderada durante 30 minutos con el objetivo de fisisorber la
molécula Tween 20 sobre las AuNPs. Luego, la mezcla de AuNPs/Tween 20 se centrifugo por 20 minutos
a una velocidad de 10000 rpm, con el objetivo de separar el sobrenadante de la fraccion sélida y
reemplazarlo por agua desionizada.

6.2.2 Concentracion de las nanoparticulas de oro

Para la obtencion de las diferentes concentracion de AuNP se distribuyo la dispersién de AUNPs/T20 en
tubos eppendorf de 2mL. El contenido se centrifugd a 1000 rpm por 20 minutos. A cada tubo eppendorf
se le retird el sobrenadante equivalente a 1.8 mL, quedando un restante de 0.2 mL de la dispersion de
AUNPs/T20 precipitada. El contenido de todos los tubos fue mezclado para generar una dispersion de
AUNPs con [Au’] de 1.8 mM, segtn los calculos realizados usando el método reportado Scarabelli et al.,
(2015). Esta dispersion fue etiquetada como “A” (concentracion alta). Para la preparacion de una
dispersion denominada “M” (concentracién media), se mezclo la dispersion de 1.8 mM de Au® con agua
desionizada en una proporcion 1:1. Para la preparacion de una dispersion denominada “B”
(concentracion baja), la mezcla fue en una proporcion 1:9, respectivamente. Cada una de estas
dispersiones fue etiquetada y almacenada para su posterior uso.

6.3 Purificacién de NIPAAmM

La purificacion de NIPAAm se realizo por el método de recristalizacion, siguiendo el método realizado
por Mufioz, (2012). De esta manera, se preparé una mezcla de hexano/tolueno 50:50 para disolver el
NIPAAmM en estado impuro. Para disolver 25 gr de NIPAAm se utilizé6 175 mL de la solucion
hexano/tolueno bajo calentamiento a aproximadamente 30°C, para favorecer la disolucion del
monomero. Posteriormente, se filtro a vacio la disolucion conteniendo el NIPAAm, para eliminar
impurezas insolubles. Luego, el contenido fue sometido a 0 °C durante 24 horas para promover la
cristalizacion del mondmero. Con el fin de separar el NIPAAm solido de la mezcla de disolventes, se
realiz6 nuevamente la filtracion a vacio para retirar impurezas solubilizadas en el medio. Finalmente, el
NIPAAm recuperado fue secado a baja presion con la ayuda de una estufa de vacio, por 36 horas. El
NIPAAm purificado fue almacenado en un recipiente que evitara el contacto permanente con la luz.

6.4 Sintesis de hidrogeles de (NIPAAM/AAmM) con nanoparticulas metélicas embebidas
(nanocompositos)

Para la sintesis de hidrogeles se combinaron cantidades especificas de los monémeros NIPAAmM y
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AAm para generar el copolimero: P(NIPAAmM-co-AAm). Se us6 como agente entrecruzante MBAAmM
al 1%, con respecto a la cantidad en gramos de la suma de los dos monémeros (NIPAAmM y AAm).
Para algunos se us6 un volumen determinado de las dispersiones de AuNP (concentracion alta, media
y baja), para generar tres tipos de nanocompositos. Las proporciones de cada componente para lograr
la sintesis de los hidrogeles propuestos se resumen en la Tabla 1. Para todos los casos, las reacciones
de polimerizacion fueron llevadas a cabo en tubos de ensayo de 15 mL. Cada material se sintetizé por
triplicado. Con fines comparativos, se sintetizaron también hidrogeles utilizando sélo el monémero
NIPAAmM y se sintetizaron nanocompositos de PNIPAAmM en una dispersion de AuNPs con [Au’]
media. Las proporciones usadas para estos materiales también se enlistan en la Tabla 1.

Tabla 1. Proporciones de NIPAAM/AAmM y volumen de la dispersion de AuNPs usadas para la
sintesis de los hidrogeles (Volumen total = 15 mL). El codigo de muestra es de la forma PX-Auy
donde P significa que el mondmero fue polimerizado. X puede ser: N, que corresponde al monémero
NIPAAmM; o P(N-A), que indica al copolimero de P(NIPAAm-co-AAm). Au denota que el polimero
contiene nanoparticulas de oro, mientras que el subindice y corresponde a las concentraciones de las
dispersiones de nanoparticulas: alta (A), media (M) y baja (B).

Volumen (mL) de dispersion

Caodigo [NIPAAM] (M) [AAm] (M)  de AuNPs con [Au®] = 1.8 mM
PN 0.7 0 0
PN-Aum 0.7 0 1.5
P(N-A) 0.7 0.1 0
P(N-A)-Aug 0.7 0.1 0.3
P(N-A)-Aum 0.7 0.1 15
P(N-A)-Aua 0.7 0.1 3.0

Las mezclas fueron burbujeadas con argén durante 10 minutos para reducir la cantidad de oxigeno
disuelto en el medio. La polimerizacion fue estimulada por radicales libres, usando como iniciador el
APS (105 uL de una disolucién 10%) y TEMED (15 uL) como acelerador. Una vez adicionados el
APS y el TEMED a cada tubo de reaccion, la mezcla fue desgasificada por 5 segundos, y luego el tubo
fue sellado bajo presion usando sellos de caucho. Cada tubo fue colocado en bafio maria a 30 °C, durante
16 horas. Finalizado ese tiempo, los polimeros formados fueron extraidos cuidadosamente desde los
tubos, y fueron lavados en agua durante 6 dias, reemplazando constantemente el medio de liquido (cada
3 horas durante las primeras 12 horas y cada 8 horas durante los 5 dias restantes). Estos hidrogeles se
colocaron en una lampara de calor durante 2 dias para acelerar el proceso de secado. Una vez que los
polimeros alcanzaron un peso constante, fueron secados a presién reducida usando una estufa de vacio
por 24 horas a 40°C. Después de este proceso los geles secos fueron lijados con una ayuda de lijas
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convencionales.
6.5 Estudios de hinchamiento de los hidrogeles

Los estudios de hinchamiento se realizaron a 25 °C, en agua desionizada. Para el mantenimiento de
la temperatura se empled un bafio térmico con agua ajustada a 25 °C. Los xerogeles a analizar fueron
introducidos en recipientes de vidrio con aproximadamente 25 mL de agua. Luego, se registré el peso
de los xerogeles en intervalos de tiempo de cada 30 minutos, durante las primeras 2 horas.
Posteriormente, se tomaron medidas en intervalos de 1 hora durante las siguientes 4 horas, y luego se
tomaron medidas a las 18 horas. Durante el segundo dia, los hidrogeles se pesaron cada 2 horas.
También se tomaron medidas de peso a las 18 horas (3er dia). Para detectar cualquier variacion
significativa, se realizaron mediciones de peso cada 4 horas durante el tercer dia. Los porcentajes de
hinchamiento fueron evaluados por medio de la siguiente ecuacion:

Hinchamiento(%) = (%) x 100 (6.1)

0

donde Ws es el peso de la pastilla hinchada y Wy es el peso de la pastilla en su estado seco.

6.6 Determinacion de LCST por hinchamiento de los hidrogeles

Para este proceso se colocaron las muestras previamente hinchadas hasta su valor limite en agua
desionizada, en un bafio térmico estabilizado a 5°C. Cada muestra se mantuvo en este medio durante
30 minutos con incrementos de 5°C cada vez. Después de dicho tiempo se midi6 el peso del hidrogel
hinchado. Todo este procedimiento fue aplicado en igual forma para las siguientes temperaturas: 5,
10, 15, 20, 25, 30°C. Alcanzada esta temperatura, los incrementos fueron de 2°C cada 30 minutos
hasta alcanzar los 40°C (temperaturas cercanas a la LCST del PNIPAAmM). Asi, después se varid el
valor de la temperatura en el bafio térmico con incrementos de 5°C hasta alcanzar los 50°C. Al
procesar los resultados, se tomd como valor LCST el valor promedio del rango de temperatura en el
que el grado de hinchamiento del material analizado cambia significativamente. El valor reportado
fue calculado con la funcién sigmoidal estimada con el software Originpro®. En otro estudio se realizd
la determinacion de LCST por hinchamientos de los materiales siguiendo el mismo protocolo, pero
en el orden inverso de temperaturas: de 50°C a 5°C (Se utilizaron los mismos hidrogeles para los dos
estudios).

6.7 Proceso de absorcion de 4-MBA en los materiales

Para las pruebas de absorcion de 4-MBA cada pastilla de hidrogel o nanocomposito fue sumergida
en 20 mL de una disolucién tampdn ajustada a pH 10.0, conteniendo 4-MBA a 10 mM, a una
temperatura de 5 °C, durante un periodo de 72 horas. Después, cada pastilla fue extraida del medio y
secada a una temperatura de 40 °C en un horno de vacio, durante un periodo de 3 dias. Para esta
prueba se eligieron las siguientes muestras: hidrogel P(N-A) y nanocomposito P(N-A)-Aum.
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Este procedimiento fue repetido para las muestras P(N-A) y P(N-A)-Aua, utilizando una
concentracion de 0.1 mM de 4-MBA.

6.8 Proceso de absorcion de PFOA

Para llevar a cabo la determinacion de los cambios de concentracion de PFOA en el material, se
recurrié a un método indirecto de medicion UV-Vis, usando el colorante cristal violeta (CV) como
intermediario. Para ello primero se preparé una disolucion madre de CV a una concentracion de 1x10°
3 M. A partir de esta se prepararon diluciones para realizar una curva de calibracion de CV en el rango
de concentraciones de 1.5 x 10° M a 3.0 X 10 M, con el fin de evaluar la linealidad y determinar el
rango de trabajo. Para ello se registré el valor de cada absorbancia a 590 nm.

En segundo lugar, se prepar6 una disolucion madre de PFOA en agua con una concentracion de 200
ppm. De esta disolucion se tomaron los volimenes necesarios para preparar 5 mL de disolucion
conteniendo CV a 7 x 10° M y PFOA a las siguientes concentraciones: 5, 20, 40, 60, 80 y 100 ppm.
Las variaciones en la absorbancia a 590 nm fueron registradas después de 24 horas de preparadas las
mezclas, para construir la curva de calibracion debida al complejo formado entre CV y PFOA.

Para cargar PFOA en los polimeros, cada pastilla seca de la muestra P(N-A)-Aua se sumergié en 25
ml de una disolucion de PFOA a 200 ppm. El tiempo de absorcion fue fijado a 22 horas. Después de
transcurrido el tiempo, las muestras fueron extraidas del medio liquido y fueron secadas en una estufa
a 40 °C y presion reducida. De cada medio de carga se tom6 1 ml de la disolucién y se adicioné por
separado a 4 mL de cristal violeta con una concentracion de 7 x 10 M. Después de 24 horas, se midio
la absorbancia y se estimo la concentracién de PFOA a partir de la curva de calibracion del complejo
CV-PFOA.

6.9 Caracterizaciones

6.9.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de fourier

Para el analisis FTIR se utiliz6 un espectrometro dptico bruker GMBH tensor 27. Los xerogeles y
nanocompositos fueron molidos en un mortero, previo al analisis. Los mondmeros fueron evaluados
en su estado natural. Para la medicion se prepararon pastillas con aproximadamente 50 mg de KBry
1 mg de las muestras, prensadas bajo una presion de alrededor de 500 tonMPa. Se registraron los
espectros FTIR para todas las muestras en el area de nimeros de onda de 4000~ta 500 cm™ con una
resolucion de 4 cm™ y un barrido de 100 escaneos.

6.9.2 Difraccion de rayos X

La cristalinidad de los geles se analizd mediante difraccion de rayos X (XRD) en polvo. Las muestras
secas se analizaron en forma de pastilla, en el instrumento Bruker®, modelo: D2 advance, en el rango
de 260 de 10°-80° con un paso de 0,05°.
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6.9.3 Analisis termogravimétrico

El anélisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés) y el diferencial de TGA (DTG), se llevd
a cabo utilizando un analizador térmico modelo SDT Q600. En el cual se pudo determinar la
temperatura de transicion vitrea (Tg), utilizando la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC, por sus siglas en inglés). Los andlisis térmicos se realizaron empleando muestras de
aproximadamente 5 mg en una bandeja de platino calentando hasta 600 °C bajo una tasa de flujo de
gas nitrégeno de 100 mL/min, con una tasa de calentamiento de 10 °C/min.

6.9.4 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X

Los analisis de XPS se realizaron en forma de pastilla, utilizando un espectrémetro SPECS® equipado
con un analizador de energia hemisférico PHOIBOS® 150 WAL con una resolucion angular inferior
a 0,5. El aparato XPS también cuenta con un monocromador de rayos-X 500 uFOCUS (linea de
excitacion de Al). Antes del analisis, las muestras fueron desgasificadas en alto vacio durante 24 horas
para lograr eliminar el agua asociada a los materiales.

6.9.5 Espectroscopia Raman

Para llevar a cabo los analisis, se utilizd espectroscopia Raman mediante el método SERS, en un
equipo de alta precision XploRA de HORIBA-Jobin Yvon equipado con un microscopio Olympus
BX41. El laser empleado tuvo una longitud de onda de 638 nm, mientras que el tiempo de integracion
se establecio en 5 segundos. El equipo contaba con un nimero de rejillas de 1200 y el rango de
deteccion utilizado fue de 700 cm™ a 1800 cm™. Las muestras analizadas fueron evaluadas en su
estado deshidratado (xerogel) y se procedié a lijarlas para obtener un espesor delgado que permitiera
su analisis.
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CAPITULO 7

Resultados y Discusion

7.1 Sintesis y funcionalizacion de AuUNPs

Se utilizaron dos técnicas complementarias para la caracterizacion de las AuNPs obtenidas: la
espectrometria UV-Vis y la microscopia electrénica de transmision (TEM). Estas técnicas permiten
obtener informacion detallada acerca del comportamiento oOptico y la morfologia de las
nanoparticulas, respectivamente. La espectrometria UV-Vis se utiliza para determinar la presencia de
bandas de absorcion caracteristicas de las particulas metalicas y resulta Gtil para obtener informacion
sobre el tamafio, la formay la distribucion de tamafio de las particulas. Por su parte, la microscopia
electrdnica de transmision (TEM) proporciona imagenes detalladas de la morfologia y tamafio de las
particulas, lo que permite detectar aglomerados y verificar la homogeneidad de las muestras. En
resumen, la combinacion de estas dos técnicas permite una caracterizacion completa y precisa de las
AUNPs obtenidas en esta investigacion.

7.1.1 Caracterizaciéon TEM de AuNPs

La Figura 18 muestra las imagenes TEM de las AuNPs sintetizadas siguiendo el procedimiento
descrito en la seccion 6.2. En los incisos a) y b) se observan las AuNPs con morfologia esférica. Se
recuerda que estas nanoparticulas fueron obtenidas con la ayuda del citrato de sodio, el cual tiene la
capacidad para actuar como reductor, estabilizador y ayudante en la prevencién de la aglomeracién
de las particulas, tal y como se menciona en Ortega N., (2018) y Yeh et al., (2012). Por otro lado,
los incisos ¢) y d) presentan los resultados de la medicién de la dispersion del diametro de las AuNPs,
determinados a partir de los resultados TEM a diferentes magnificaciones. Para obtener el diametro
promedio de las AuNPs se trazd una linea desde un extremo de cada nanoparticula hasta el otro
extremo. Por ejemplo, el histograma del inciso c) arrojo que el diametro promedio de las AuNPs
observadas en la Figura 18a, es de 12.5 nm (con una desviacion estandar de 1.07 nm). En el inciso
d), se determind un didmetro promedio de 13 nm (con una desviacién estandar de 0.97 nm) para las
AuUNPs que fueron observadas en la micrografia de la Figura 18b. En conjunto, estos resultados
muestran la uniformidad y homogeneidad en la morfologia y tamafio de las AuNPs obtenidas.

57



(g)
~—

204
d) Promedio =13 nm

Promedio = 12.5 nm 181 SD=0.97 nm

SD =1.07 nm

n

Frecuencia

2

Frecuencia
)

N w

05 110 1L5 120 125 13.0 135 140 145 150 155
Diametro (nm) Diametro (nm)

84
64
4
2
0
1

Figura 18. Micrografias TEM de AuNPs a diferentes magnificaciones: acercamiento con barra de referencia de tamafio
de 20 nm (@), y panoramica con barra de referencia de tamafio de 50 nm (b); e histogramas de distribucion de tamafio de
AUNPs (c y d) determinados desde (a y b), respectivamente.

7.1.2 Caracterizacién por UV-Vis de AuNPs

En este trabajo de investigacion, para evitar la agregacion de AuNPs se utilizo surfactante Tween 20,
tal como lo recomienda la metodologia reportada por Aslan et al., (2002). Se conoce que este
surfactante actla confiriendo una mayor estabilidad a las AuNPs, evitando una agregacion
irreversible. Este proceso se describe como una capa protectora de oligo-(etilenglicol) en la superficie
de las nanoparticulas, lo que incluso facilita una posterior cobertura o funcionalizacién con una
monocapa de otro compuesto. El proceso de sintesis y de estabilizacion se ilustra en la Figura 19.

Figura 19. llustracién del proceso de sintesis de AuNPs intermediada por &cido citrico y de la estabilizacion de la
particula con el surfactante Tween 20 (Adaptada de Yeh et al., 2012).
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En la Figura 20a-b se muestran las observaciones de la dispersion coloidal de AuNPs [Au®]~0.1
mM) y el cambio que experimenta tras centrifugar dicha dispersion a 10000 rpm durante 20 min,
respectivamente. Esta observacion confirma que el color rojo de la dispersion corresponde a la
presencia de AuNPs en el medio. La variacién en la intensidad del color rojo y el aumento en la
transparencia de la dispersion se consideran indicativos de un cambio de concentracion, mientras que
un cambio drastico del color se considera como un indicativo de agregacion u afectacion de la
estabilidad de la dispersion (Zhang et al., 2022).

En la Figura 20c se muestra el espectro UV obtenido de las AuNPs antes y después del tratamiento
con Tween 20. Aqui se observa que las AuNPs sin tratamiento exhiben una absorcion maxima a 520
nm, que corresponde con la resonancia del plasmén superficial caracteristico de las nanoparticulas de
oro en dispersiones coloidales (Figura 20c), tal como lo reporta Ortega N., (2018). Sin embargo,
segun lo reportado por Yeh et al., (2012), el tratamiento con agentes surfactantes puede generar una
variacion en el tamafio bajo un rango aproximado de 10 a 20 nm. Esta variacion seria entonces
congruente con el desplazamiento, hacia mayores longitudes de onda, del pico de absorcion
observado en la Fig. 20c para la muestra tratada con Tween 20. Esto infiere que el tratamiento con
Tween 20 condujo a la formacion de una capa fisica de fisisorcion sobre la superficie de las AUNPs,
lo cual produce un aumento en el radio hidrodindmico, como se ha reportado también por
Priyadarshini et al., (2022). El corrimiento observado en nuestros resultados fue de 3 nm (523 nm).
Con esto se comprueba que la inclusion de Tween 20 si puede llegar a generar un efecto de
encapsulamiento sobre las AUNPs.
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Figura 20. Dispersidn coloidal de las AuNPs (a), precipitacion de las AuNPs por centrifugacion (b), y espectro UV -
Visible de las AuNPs con y sin tratamiento con Tween 20 (c).
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7.2 Sintesis de hidrogeles y nanocompositos

La eleccion de NIPAAmM y AAm como mondmeros para la sintesis de los hidrogeles propuestos en
este trabajo se debid principalmente a sus propiedades hidrofilicas y a sus estructuras quimicas
eléctricamente neutras. Esta ultima propiedad es una consecuencia de la presencia de grupos
funcionales no ionizables. En contraste, los monémeros con carga positiva o negativa suelen competir
con sus contrapartes idnicas presentes en el sistema nanoparticulado, conduciendo asi a una
agregacion del coloide y, en consecuencia, a la afectacion de la estabilidad de la dispersion. Es por
ello que la accién de mezclar nuestra dispersién de nanoparticulas con disoluciones acuosas de
monomeros ionizables, tales como acido acrilico, acrilato de sodio, o acido metacrilico, condujeron
a cambios de color en la dispersion (de rojo a violeta) o incluso a la formacion de precipitado
(resultados no mostrados). Sin embargo, al mezclar la dispersion de AuNPs con disoluciones acuosas
de NIPAAmM y de AAm, se observo una conservacion de la estabilidad de la dispersion, lo que pudo
aprovecharse para formar redes poliméricas a su alrededor.

La eleccién de PNIPAAmM como el constituyente de mayor proporcion en los materiales propuestos
también se baso en el aprovechamiento de la propiedad dual de este polimero para actuar como
material hidrofilico e hidrofobico, dependiendo de la temperatura del medio circundante
(termosensibilidad). EI punto critico conocido como LCST, es una transicion que esta relacionada
con el cambio en la estructura del polimero de una conformacién hidratada y expandida a una
conformacién deshidratada y compacta. El ajuste de esta transicion permite entonces evaluar
diferentes modos de interaccion entre una molécula especifica y las cadenas del polimero,
modificando con ello las capacidades de absorcion del material y su selectividad.

Teniendo en cuenta lo anterior, se conoce que cuando se incorpora un monémero mas hidrofilico en
la cadena de PNIPAAmM, la tendencia natural seria que la LCST disminuyera, ya que la hidrofilicidad
aumentaria la afinidad del polimero por el agua (Mufoz, 2012). Por el contrario, la adicion de un
polimero hidrofébico a las cadenas de PNIPAAmM contribuiria a aumentar el valor de la LCST, ya que
aumentaria la afinidad de asociacién entre las cadenas del polimero. De esta manera, se resalta que la
eleccion de AAm en este trabajo de investigacion, tuvo el proposito de aumentar la hidrofilicidad del
polimero para lograr una mayor capacidad de absorcion de agua y de las sustancias presentes en ella,
sin afectar drasticamente la sensibilidad térmica proveniente de las cadenas de PNIPAAm.

Entre las observaciones destacadas sobre la reaccion de polimerizacion, se encontrd que a pesar de
que los hidrogeles de PNIPAAmM y de P(NIPAAmM-co-AAm) gelifican en aproximadamente una hora,
en este trabajo se decidio utilizar tiempos mas largos de reaccion (16 horas). Lo anterior con el fin de
reducir la proporcién de mondmero residual que puede quedar en el interior del polimero, lo cual
puede conferir toxicidad al material (Maheshwari et al., 2014).

Para reducir la presencia de mondémero residual también se suelen realizar lavados exhaustivos del
material en agua. En nuestro caso, durante los primeros procesos de lavado se realizé un analisis por
medio de espectroscopia UV-vis, con el fin de evaluar la presencia de los monémeros NIPAAmM y
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AAm, o incluso, del agente entrecruzante, MBAAmM, en el medio de lavado. Efectivamente, los
resultados arrojaron la presencia de monomero residual, identificada por la formacién de un pico
ancho de absorcidon en un rango de 200-300 nm (datos no mostrados). Sin embargo, se logrd
comprobar con esta misma técnica que estas especies reactivas fueron totalmente eliminadas de los
polimeros al sexto dia de lavado. De esta manera, se optimizé el proceso de limpieza de los materiales,
realizando cambios frecuentes del agua del medio de lavado durante 6 dias.

En congruencia con otros reportes relacionados con la sintesis de hidrogeles o de polimeros con
AUNPs embebidas (Rueda et al., 2018, Gonzalez et al., 2018, Jauregui, 2021), los hidrogeles de
PNIPAAmM y P(NIPAAmM-co-AAm) sintetizados en la ausencia de AuNPs resultaron transparentes,
mientras que aquellos que fueron sintetizados en la presencia de AuNPs se tornaron de color rojo.
Como se esperaba, los tonos del color se hicieron menos intensos en la medida que la concentracion
de AuNPs disminuyé en el medio, lo cual fue en el orden: A, My B. En la Tabla 2 se enlistan los
hidrogeles y nanocompositos preparados a partir de NIPAAm y AAm. En esta los cddigos asignados
a las muestras sintetizadas son los mismos a los especificados en la Tabla 1, reportada en la seccion
6.4. En resumen, las muestras etiquetadas como PN corresponden a los hidrogeles sintetizados usando
solamente NIPAAmM como mondmero, mientras que la muestra PN-Aum hace referencia al mismo
hidrogel sintetizado en la presencia de una concentracion media de AuNP. Las muestras etiquetadas
como P(N-A) corresponden a los hidrogeles en los que se incluyé AAm como mondmero modificador
de las cadenas de PNIPAAmM, mientras que las muestras P(N-A)-Aus, P(N-A)-Aum y P(N-A)-Aua
corresponden al mismo polimero, pero sintetizado en la presencia de las dispersiones de AuNP a
concentraciones consideradas como baja, media y alta, respectivamente. En la Tabla 2 se ilustra la
transparencia o el color resultante de cada material sintetizado en este trabajo. La tonalidad de los

hidrogeles se determind mediante el analisis del registro fotografico de los polimeros a través del

software Canva®.

Tabla 2. Resumen cualitativo de la composicion de los hidrogeles y nanocompositos sintetizados
en este trabajo, asi como la asignacion del color resultante de cada material. Los codigos son como
los asignados en la Tabla 1. El circulo indica la presencia de ese componente en el material.

Codigo asignado a NIPAAM AAm AuNPs Color del hidrogel
la muestra resultante
PN ) Incoloro
PN-AU
P(N-A) 7 ‘ Incoloro
P(N-A)-AuB
P(N-A)-Au,,
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7.3 Resultados FTIR

Es importante destacar que la espectroscopia FTIR es una técnica analitica ampliamente utilizada en
la caracterizacion de monomeros y polimeros, ya que permite la identificacion de los grupos
funcionales presentes en las moléculas y su correlacion con las propiedades y caracteristicas de los
materiales.

El analisis FTIR presentado en la Figura 21a y 21b muestra los espectros de los monémeros
NIPAAmM y AAm utilizados en el proyecto. En ellos se pueden identificar grupos funcionales
caracteristicos de estos componentes principales. En particular, los espectros del monémero NIPAAmM
(Fig. 21a) presentan bandas caracteristicas de los grupos funcionales amida, como las de tension y
deformacion de N-H en 3288 y 1534 cm, respectivamente, y la banda del grupo carbonilo (-C=0)
en 1637 cm™, que coinciden con lo reportado por Li et al., (2009) y Seddiki, (2013). Ademas, se
observan bandas correspondientes al grupo vinilo (C=C) del NIPAAm en 1656 cm™ y las bandas de
tension y deformacion del enlace -C-H a 3074-2969, 1409 y 986-961 cm™(Santhamoorthy et al.,
2022). También se puede detectar la presencia del grupo isopropilo del NIPAAm con una banda doble
caracteristica a 1386 y 1366 cm™, que es comdn en todas las muestras que contienen este monémero,
tal como lo han reportado Mufoz, (2012) y Avadanei et al. (2012). Por otro lado, el espectro FTIR
de la acrilamida (AAm) (Fig. 21b) también muestra bandas correspondientes al grupo amida, como
el N-H en 3300 y 1650 cm™ y el C=0 en 1652 cm™. Sin embargo, no se observaron las bandas
caracteristicas del grupo isopropilo en AAm, ya que este grupo funcional no esta presente en la
estructura quimica de este mondmero. Ademas, se pueden encontrar en el espectro otras bandas
caracteristicas de AAm, que comparadas con las de NIPAAm, se encuentran desplazadas levemente
hacia nimeros de onda inferiores, tales como el C=C en 1599 cm™ y el -CHa- en 2937 y 2850 cm™.
La diferencia entre estas sefiales resulta indispensable para identificar a cada componente del
copolimero P(N-A).

La Figura 21c muestra el espectro del hidrogel constituido exclusivamente con PNIPAAmM (muestra
PN). Las bandas mas intensas en el espectro FTIR de PN corresponden al estiramiento asimétrico
(Vas) Y simétrico (vs) del grupo amida, que aparecen en la region de 1650-1630 cm™ y 1550-1520 cm
! respectivamente (Ziaee et al., 2016; Wei et al., 2018). Por lo general, la banda vas se solapa con la
banda del grupo carbonilo (C=0), pero generalmente es mas ancha y menos intensa que la banda vs.
En adicidn, las bandas de tension observadas entre 3500-3275 cm™ pueden atribuirse a la contribucion
del enlace N-H del grupo amida del PNIPAAmM, estabilizado por enlace de hidrogeno. Los grupos -
OH que causan esa estabilizacion son aportados por las moléculas de agua asociadas a la red
polimérica, conllevando al ensanchamiento de la banda y a su desplazamiento a mayor nimero de
onda. Aqui es importante destacar que las moléculas de agua pueden quedar asociadas en el interior
del xerogel ain después del proceso de secado, o pueden ser capturadas desde la humedad del
ambiente. Por otro lado, la banda tipica del grupo vinilo en el monémero a 1656 cm™ desaparece en
el PNIPAAmM, lo que se considera como un indicativo de que el proceso de polimerizacion si se llevd
a cabo, y de que no queddé mondmero residual en el material. Finalmente, las dos bandas
caracteristicas del grupo isopropilo del NIPAAm siguen apareciendo en el polimero a 1387 y 1367
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cml. Esta sefial es entonces distintiva a la hora de identificar cambios conformacionales en las
cadenas que contienen mas unidades de PNIPAAm en los polimeros (Huang et al., 2016).

En la Figura 21d se observan las bandas de transmitancia para los hidrogeles conformados por el
copolimero P(NIPAAm-co-AAm), es decir, las muestras P(N-A). Como se esperaba, las sefiales
registradas para esta muestra coinciden con la muestra PN, especialmente en la region de 2967-2856
cm?, que es donde se identifican los grupos metilenos (-CH). Otra coincidencia resulta visible a
1647 cm™, que es la banda atribuida al estiramiento asimétrico del grupo amida y su solapamiento
con la banda del grupo carbonilo (C=0). Sin embargo, las diferencias mas sobresalientes con el
espectro de PN (Fig. 21c) se encuentran en las intensidades de la banda vs que corresponde al grupo
amida, y a las dos sefiales asignadas al grupo isopropilo de PNIPAAmM, entre 1386-1360 cm™. En la
muestra P(N-A), la banda vs a 1544 cm™ presenta menor intensidad, probablemente debido a que la
inclusion de mas grupos amidas primarias desde PAAm, pueden promover una mayor interaccion por
enlaces de hidrégeno entre las cadenas de la red polimérica, limitando asi los modos de deformacion
del grupo amida aportados por los segmentos de PNIPAAm. Por otro, el doblete del grupo isopropilo
del PNIPAAmM esperado sobre 1386-1360 cm™, se vio afectado por el solapamiento de una banda mas
intensa, la es atribuida a la vibracidn de estiramientos de los enlaces C-C y C-N de las fracciones de
AAmM incluidas en el copolimero. Finalmente, la forma de la banda entre 3600-3200 cm™, que
corresponde a la vibracion del enlace N-H del grupo amida, difiere entre la muestra PN y P(N-A).
Por ejemplo, en PN la banda presenta dos hombros a 3500 cm™y 3300 cm™, mientras que en P(N-
A) se presenta como una sola banda ancha e intensa a los 3470 cm™. Lo anterior indica que esta banda
cambia su forma debido a que el polimero aumenta su capacidad para absorber agua.

Para confirmar lo anterior, en la Figura 21h se presenta el espectro del nanocomposito que se
compone de AuNPs embebidas en el hidrogel sintetizado exclusivamente con PNIPAAm, es decir, la
muestra PN-Aum. En esta, la banda caracteristica de la vibracion del enlace N-H presenta un patron
similar a la de PN (banda con dos hombros). Ademas, presenta coincidencia exacta con las demas
regiones del espectro FTIR de esa muestra (Fig. 21c), excepto para la region de 800 a 500 cm™, la
cual resulta entonces atribuida a la presencia de AuNPs en la muestra. Lo anterior indica que la
presencia de AAm en la muestra afecta principalmente las vibraciones N-H en el polimero, debido al
aumento de hidrofilicidad en el material. Por lo tanto, es posible deducir hasta aqui que los polimeros
que contienen PAAm presentan una marcada tendencia a formar una sola banda ancha e intensa entre
3500-3200 cm*, mientras que los materiales que solo contienen PNIPAAmM tienen a formar una banda
con dos hombros en la misma regién del espectro. Ademas, la incorporacion de AAm afect6 el doblete
caracteristico del grupo isopropilo. En las Figuras 21e-g, esa tendencia se hace notoria también en
los nanocompositos, cuya matriz se compone del copolimero P(N-A).

Los espectros FTIR de los nanocompositos presentan variaciones minimas entre si (ver Fig. 21e-g).
Aunque las nanoparticulas metélicas del Au no generan una sefial en el rango evaluado, los
compuestos organicos que se utilizan para estabilizar estos sistemas si lo hacen. Por ejemplo, en el
estudio reportado por Gurunathan et al., (2014) para la sintesis de AUNPs usando extractos naturales,
los espectros FTIR obtenidos arrojaron sefiales que corresponden a la estructura organica que recubre
al sistema nanoestructurado. Otros autores como Ravichandran et al., (2018), han reportado que los
conjugados moleculares con Tween 20 tienden a aumentar la sefial registrada entre 1000-1100 cm™?,
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que corresponden a los enlaces éter C-O-C de los segmentos de polietilenglicol (PEG). En nuestros
resultados se observa que esta sefial presenta un leve aumento conforme se aumenta la concentracion
de AuNPs en el copolimero de baja (Fig. 21e) a alta (Fig- 21g). Cabe resaltar que el aumento en la
concentracion del sistema nanoestructurado supone también un aumento en el compuesto usado como
estabilizador: Tween 20. En adicion, las moléculas de Tween 20 tienen la capacidad de aumentar las
sefiales correspondientes a los grupos hidroxilo (-OH) y metilenos (-CH>-) en los espectros FTIR,
cuando se conjugan con otras moléculas o materiales (Ortiz y Tecante, 2018). En nuestros resultados,
efectivamente si se observa que con el aumento en la concentracion de AuNPs se presenta un leve
incremento en la intensidad de las bandas a 3500-3200 cm™y 1650 cm™, y un cambio mas notorio a
650 cm™ (ver Fig. 21e-g). Esto puede considerarse como una evidencia adicional de que los
nanocompositos presentan un efecto de sinergia entre sus componentes.

Tanto los hidrogeles como los nanocompositos involucran la participacion del agente entrecruzante
MBAAmM y otras especies quimicas como iniciador (APS) y acelerador de reaccion (TEMED), los
cuales se encuentran a bajas concentraciones, comparados con la de los mondémeros NIPAAm y
AAm. Por su lado, una vez formado el polimero, los grupos funcionales aportados por el MBAAM
resultan muy similares a los de PAAm: amidas secundarias. Por lo tanto, aiin cuando su concentracién
es baja, se espera que el MBAAmM contribuya con el engrosamiento de las bandas de tension y
vibracidn de los enlaces N-H y C=0 en los espectros FTIR. Para el APS se esperaria una contribucion
sobre los 3140 cm™ atribuida a los enlaces N-H del amonio, y sobre la region de 1500 a 1000 cm™
debido a las vibraciones de los grupos O-S=0O. Para el acelerador, TEMED, se esperarian
contribuciones sobre los grupos metilenos (-CH>) y enlaces C-N de la funcion amina. Sin embargo,
tanto para APS como TEMED, la concentracion utilizada en la sintesis de los materiales se considera
como despreciable y, en consecuencia, con bajo impacto sobre las sefiales observadas por medio de
la espectroscopia FTIR.
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Figura 21: Espectros FTIR de los monémeros: NIPAAm (a) y AAm (b); de los hidrogeles: PN (c) y P(N-A) (d); y de
los nanocompositos: P(N-A)-Aug (e), P(N-A)-Auwm (), P(N-A)-Aua (g) Y PN-Aum.(h).

7.4 Difraccion de rayos X

En la Figura 22 se muestran los patrones XRD de los hidrogeles y de los nanocompositos
P(NIPAAmM-co-AAmM) con diferentes concentraciones de AuNPs. Para efectos comparativos, también
se muestra en esta figura el difractograma del nanocomposito cuya matriz polimérica se compone
solamente de PNIPAAm. De manera general, se observa que estos difractogramas presentan una
tendencia o patron similar entre todas las muestras analizadas, con un pico amplio en la regiéon 20 =
10-45°, registrando un maximo a 20° y dos hombros de menor intensidad a 30 y 40°. Cabe resaltar
que este tipo de sefales indican una baja cristalinidad en todas las muestras analizadas. Resultados
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como estos son tipicos para muestras de naturaleza polimérica, y como tal, han sido reportados para
hidrogeles que contienen PNIPAAmM (Rana et al., 2022; Li et al., 2018; Sosnik et al., 2015).

Por otro lado, varios autores han coincidido en que las AuNPs, aln sintetizadas por diferentes
métodos, se caracterizan por exhibir un pico principal a 26 = 38.67°, el cual es atribuido al plano
(111) de la estructura cristalina del Au (Shi et al., 2015, Bogireddy y Agarwal 2019). En otro estudio,
Zou y colaboradores realizaron la sintesis de AuNPs en un hidrogel a base del copolimero de
NIPAAmM, metacriloxipropiltrimetoxisilano y acido acrilico. En el analisis XRD de ese trabajo
lograron identificar en los nanocompositos tanto el pico principal del plano (111) como otros picos
de menor intensidad para los planos (200) y (220), ubicados a 20 = 38.67°, 45.35° y 65.23°,
respectivamente (Zuo et al., 2017).

Para este trabajo de investigacion, aunque en la Figura 22 se observa que uno de los hombros
registrado en el patron XRD se ubica aproximadamente a 26 = 38.67°, se infiere que esta sefial no
corresponde a la fase cristalina del Au, ya que esté presente en todas las muestras, incluyendo las de
los hidrogeles que fueron sintetizados en la ausencia de AuNPs: PNy P(N-A). Lo anterior se respalda
al tener en cuenta que las sefiales correspondientes a los planos (200) y (220) tampoco son observadas
sobre el rango de 40-70°, para ninguna de las muestras analizadas en nuestro estudio. Sin embargo,
se destaca que la presencia de AuNPs si afecto la intensidad de la sefial, comparada con la de sus
respectivos hidrogeles. En efecto, esta reduccion se hace mas notoria cuando la concentracion de
AuUNPs aumenta en el copolimero (muestra P(N-A)-Aua), lo cual implica que con la incorporacién
del sistema nanoestructurado se ocuparon algunos de los espacios entre las redes poliméricas y, en
consecuencia, esto impacto6 en la forma como el polimero se contrae en su estado seco, formando asi
menos dominios semicristalinos.

En resumen, aunque las sefiales correspondientes al sistema nanoestructurado no fueron observadas
en los estudios XRD, la forma en que resultaron afectadas las sefiales predominantes del copolimero
o el hidrogel, indican claramente que la presencia de AuNPs si influye en el arreglo estructural de la
matriz polimérica. En ese sentido, la funcionalizacion de AuNPs con Tween 20 pudo haber influido
significativamente tanto en la oclusion de las sefiales provenientes del componente inorganico, como
en el arreglo estructural de las cadenas del polimero.
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Figura 22. Patrones XRD de los nanocompositos de los hidrogeles de PNIPAAmM (PN), de P(PNIPAAmM-co-AAmM)
(P(N-A)), y de los nanocompositos sintetizados con el copolimero P(N-A) a diferentes concentraciones de AuNPs: baja,
media y alta.

7.5 Estudios de hinchamiento

7.5.1 Hinchamiento a 25°C

Los estudios de hinchamiento de polimeros absorbentes resultan indispensables para determinar la
influencia que ejerce el entrecruzamiento de las cadenas del polimero o la inclusion de otros
componentes (mondmeros 0 nanoestructuras) en la matriz polimérica, sobre la capacidad para
absorber y retener agua. Esto permite deducir indirectamente los cambios estructurales de una red
polimérica. Para nuestros resultados, la Figura 23 exhibe los resultados obtenidos en los estudios de
hinchamiento llevados a cabo a temperatura ambiente en hidrogeles y nanocompuestos de
P(NIPAAmM-co-AAm) con diferentes concentraciones de AuNPs. Se observa que la muestra que
emplea PNIPAAm como componente Unico de la matriz polimérica (muestra PN), presenta un
porcentaje de hinchamiento menor al de las deméas muestras. Esto se debe principalmente a que en
PNIPAAmM, el grupo isopropilo unido directamente a la funcion amida, hace que presente un caracter
hidrofilico menor al del grupo funcional amida primaria del PAAm. En la Figura 23 se observa que
la muestra PN aumenta su porcentaje de hinchamiento, siguiendo una tendencia logaritmica, y
alcanzando niveles relativamente constantes cercanos a 1700%, despues de las 45 horas de estudio.

Por otra parte, en la Figura 23 también se detalla que la muestra del hidrogel basado en el copolimero
P(NIPAAmM-co-AAm) (muestras P(N-A), presenta una mayor afinidad por el agua, comparado con la
muestra PN. En otras palabras, el material se hincha alcanzando porcentajes de hinchamiento
alrededor de 1850 % durante las primeras 10 horas, y alcanza un maximo aproximado de 2500 % a
las 45 horas. Esa mayor capacidad de la muestra P(N-A) para absorber agua se debe a que las unidades
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de AAm introducidas en polimero le confieren mayor hidrofilicidad. Se conoce que el AAm genera
polimeros hidrofilicos, debido al grupo funcional amida primario en su estructura (Rodriguez, 2006).
No obstante, se destaca que todas las muestras basadas en el copolimero P(N-A) presentaron una
tendencia de aumento escalonado del hinchamiento entre las 24 y 28 horas del estudio, lo cual
contrasta con el aumento logaritmico presentado por los materiales con matriz de PN. Esto indica que
la inclusion de AAm produce cambios en la conformacion de las cadenas que afectan las interacciones
intramoleculares entre las cadenas del polimero.

Por otro lado, en la evaluacion del porcentaje de hinchamiento de hidrogeles que contienen diferentes
concentraciones de AuNPs, se observa que la inclusion de estas nanoestructuras puede influir de
varias maneras en la capacidad de un hidrogel para absorber agua, ya sea mejorando o reduciendo la
difusion de moléculas de agua hacia el interior de la matriz polimérica. Estos factores dependen del
tamafo, concentracion, distribucion e interaccion dentro de la matriz polimérica (Gutarra et al., 2017;
Nguyen et al., 2015). Por ejemplo, para la muestra PN-Aum, queda demostrado que la inclusion de
AUNPs en la matriz polimérica aumenté su capacidad de absorcion, comparada con el hidrogel PN,
el cual fue sintetizado en la ausencia del sistema nanoestructurado. En la Figura 23 se observa como
la muestra PN-Auwm alcanzo un porcentaje de hinchamiento méximo de 2500% a las 45 horas. Sin
embargo, se resalta que esta muestra presenta un leve decaimiento en su nivel de hinchamiento a
partir de las 50 horas de medicion, debido a las fragmentaciones tipicas que se generan en el material
durante los procesos de manipulacion necesarios para lograr el secado del agua superficial y el
registro del peso en la balanza. A pesar de esto, la tendencia general del hinchamiento de esta muestra
indica que las AuNPs influyeron en la generacion de redes poliméricas con mayor espacio entre cada
entrecruzamiento (mayor tamario de poro). Este espacio le permite a la estructura extenderse en mayor
grado en su estado hidratado.

En cuanto a los nanocompositos cuya matriz polimérica es P(N-A), se observo que la alteracién en
su hinchamiento esta influenciada por la concentracion de AuNPs. Por ejemplo, en la muestra P(N-
A)-Ausg se detecto un incremento significativo en la absorcion de agua, alcanzando un punto maximo
de hinchamiento cercano al 2900 % a las 25 horas, disminuyendo posteriormente hasta 2750 % a las
75 horas. Esa reduccion del nivel de hinchamiento se debi6 a una pérdida de masa por la manipulacion
del material. Por otra parte, las muestras P(N-A)-Aum presentaron una tendencia de hinchamiento
muy similar a la muestra P(N-A), con un aumento subito en su hinchamiento durante las primeras 10
horas, llegando a un incremento escalonado entre las 24 y 28 horas de analisis, y alcanzando niveles
constantes alrededor del 2500 % después de las 30 horas. Finalmente, para la muestra P(N-A)-Aua
se observO una tendencia similar a la descrita anteriormente para el nanocomposito con una
concentracion media de AuNPs. La capacidad de hinchamiento de esta muestra alcanzé los 2750%
después de las 30 horas de analisis. En resumen, las AuNPs pueden mejorar la capacidad de absorcion
de agua del hidrogel si se distribuyen uniformemente y se mantienen alejadas entre si, ya que pueden
aumentar la movilidad de las cadenas del polimero y permitir una mayor penetracion de agua en el
hidrogel. Se recuerda en esta seccion que la estrategia de sintesis de los materiales involucro la sintesis
de las matrices poliméricas en el mismo medio en que se encontraban dispersas las AuNPs, por lo
tanto, el espacio ocupado por el sistema nanoestructurado influyé sobre el crecimiento de las cadenas
poliméricas y el espacio generado entre cada entrecruzamiento.
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Figura 23: Estudios de hinchamiento como funcion del tiempo, a 25 °C, de los hidrogeles y nanocompositos
sintetizados.

7.5.2 Determinacién de LCST

La evaluacién de la LCST se realizdé midiendo el grado de hinchamiento de los materiales en funcion
del cambio en la temperatura del medio. Este andlisis tiene como objetivo evaluar la influencia de la
incorporacion de AAm y AuNPs sobre la sensibilidad térmica que es tipicamente aportada por
PNIPAAmM. Para nuestro caso, el rango analizado fue entre 5 y 50 °C, el cual abarca los valores de
LCST reportados en otros estudios para materiales que contienen PNIPAAmM (Mufioz et al., 2014;
Qin et al., 2021). Para fines comparativos, este analisis se realizd en este rango, usando dos
estrategias: la primera una fue variando las temperaturas de forma creciente, ajustando inicialmente
el medio a 5 °C (Figura 24); y la otra fue variando la temperatura en sentido inverso, es decir, desde
la temperatura mas alta (50 °C) hacia la mas baja (5 °C) (Figura 25). Sin embargo, los tiempos entre
cada medicion fueron diferentes para cada estrategia. Para la primera, las temperaturas del medio se
variaron cada 30 min., mientras que para la segunda se hizo cada 3 horas. Con esto se buscé
determinar si la sensibilidad térmica del material se observa a tiempos cortos, o si por el contrario,
requiere de espacios de tiempo mas prolongados para lograr registrar cambios medibles en su
hinchamiento en funcion de la temperatura del medio. Esta informacion resulta util para la proyeccién
del uso de estos materiales como sensores.
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Como se puede observar en los resultados de estos dos estudios (Fig. 24 y 25), todos los materiales
presentan una transicion de volumen con mayores niveles de hinchamiento hacia los limites de
temperaturas bajas (< 20 °C), y con una reduccion en los grados de hinchamientos a temperaturas
altas (> 40 °C). El valor de la LCST para todas las muestras fue estimado desde las tendencias de
hinchamiento de las Figuras 24 y 25, por medio de la funcién sigmoidal, con la ayuda del software
Origin-pro. Los resultados de LCST para los dos estudios realizados se encuentran resumidos en la
Tabla 3.

En la Figura 24 se observa que la tendencia de hinchamiento para todos los materiales resulta similar,
cuando son expuestos a tiempos cortos de medicion, aunque como diferencia se presenta una
pendiente de caida (zona exponencial comprendida entre 25 y 40 °C) ligeramente mayor para los
hidrogeles sintetizados en ausencia de AuNPs. Lo anterior se atribuye a que en estos polimeros, el
estado contraido (o de menor hinchamiento) se logra con mayor facilidad cuando su estructura
tridimensional interna se encuentra con espacios vacios. Entre las observaciones, es importante
resaltar también que los hidrogeles presentaron una tendencia a mantener constante su hinchamiento
por encima de su LCST (arriba de los 40 °C), mientras que los nanocompositos presentaron una
tendencia a seguir bajando el porcentaje de hinchamiento. En adicion, los valores de LCST estimados,
variaron en el rango entre 31 y 33 °C (ver Tabla 3), lo que se encuentra dentro de los rangos
reportados para PNIPAAm. Aungue lo esperado es que la incorporacion de un AAm al copolimero
conduzca a desplazar la LCST del PNIPAAmM hacia menor temperatura, la evaluacion a tiempos
cortos nos indica que el aumento en la hidrofilicidad del polimero, dado por la inclusion de AAm,
resulta siendo el factor mas influyente para alterar ligeramente la fase exponencial de la curva
sigmoidea. Un resultado similar al corrimiento de la LCST a valores de temperatura ligeramente
mayores fue reportado por Wu et al., 2018, al adicionar otros componentes hidrofilicos al PNIPAAm.
Sin embargo, para nuestro caso se puede concluir que la inclusion de AAm en los materiales no afecto
drasticamente la sensibilidad a la temperatura debida a la presencia de PNIPAAmM. Aqui es importante
destacar que los estudios de hinchamiento como funcién de la temperatura para lograr estimar el valor
de LCST, por lo general, se realizan exponiendo los materiales absorbentes durante tiempos largos,
hasta alcanzar el equilibrio de hinchamiento (maximo porcentaje de hinchamiento) en cada
temperatura. En nuestro caso, la medicion cada 30 minutos revelé que los materiales siguen
presentando una sensibilidad térmica aun cuando se encuentran en condiciones o0 ambientes
dinamicos. Este es un factor importante para el desarrollo de dispositivos que requieren actuar como
sensores con tiempos de respuesta rapida.

Por otro lado, de la Figura 24 también se deduce que el nivel de sensibilidad a la temperatura (St),
definido como la diferencia entre el maximo y el minimo nivel alcanzado de hinchamiento en el rango
de temperaturas evaluado, resulta menor para el hidrogel cuya matriz polimérica contiene Unicamente
PNIPAAmM (muestra PN; St = 3.6), comparada con los materiales basados en la matriz del copolimero
P(N-A). Los valores de St también se encuentran resumidos en la Tabla 3, para todas las muestras
analizadas. En ella se observa que una concentracion baja de AuNPs en los nanocompositos influye
aumentando la capacidad de absorcién de agua en los materiales, lo cual resulta congruente con los
resultados de hinchamiento discutidos en la seccion 7.5.1.
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Figura 24. Evaluacion del hinchamiento de los materiales propuestos en esta investigacion, como funcion de la
temperatura, siguiendo la estrategia 1 (cambios de temperatura: cada 30 min; temperatura de inicio: 5°C).

A partir del estudio de la relacion de hinchamiento en funcién del cambio de la temperatura de 50 a
5 °C (estrategia 2), se observa nuevamente que todos los hidrogeles presentan un hinchamiento
moderado a altas temperaturas, es decir, por encima de los 35 °C. Por debajo de dicha temperatura se
presentd un aumento en el porcentaje de hinchamiento (Figura 25). Este comportamiento es similar
al que se muestra en la Figura 24. Los valores de LCST y St estimados de la Figura 25 se encuentran
reportados en la Tabla 3. Sin embargo, para este estudio, los cambios de temperatura en el medio se
realizaron cada 3 h. Bajo estas condiciones, al igual que en la estrategia 1, se observo que los
materiales PN y PN-Aum presentaron una respuesta térmica méas definida y congruente con las
reportadas por otros autores (Corezzi et al., 2018), especialmente para el rango de temperatura medido
de 50 a 35 °C. En contraste, en el rango de 30 a 5 °C se observa un aumento logaritmico en el
hinchamiento de los materiales, alejandose de la tendencia sigmoidal esperada en este estudio. Estos
resultados, para las dos estrategias usadas, se atribuye a que en el rango 30-35°C las fuerzas
hidrofobicas entre los grupos isopropilo de PNIPAAmM en la red polimérica se vuelven dominantes.
En este punto, la proporcién de hinchamiento de los hidrogeles disminuye debido al debilitamiento
de los enlaces de hidrdgeno entre las cadenas de polimeros y el agua. Por lo tanto, las fuerzas de
hidratacién hidrofilicas disminuyen a temperaturas mas altas y las fuerzas hidrofébicas influyen en
las redes de polimeros para formar una estructura globular. Como resultado, las moléculas de agua
absorbidas se descargan de los polimeros debido a la contraccion y agregacion de las cadenas de
polimeros. En consecuencia, se observa una gran disminucion en la relacion de hinchamiento de
equilibrio por encima de la LCST, y esto conduce a una tendencia homogénea en las propiedades de
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hinchamiento del material cuando se encuentra expuesto a temperaturas superiores a este punto critico
(Rana et al, 2022). Por otro lado, para el rango comprendido entre 5y 30 °C, al aumentar el tiempo
de contacto entre el polimero y las moléculas de agua, se ve favorecida la interaccion entre las dos
especies, produciendo asi un mayor nivel de hinchamiento. Cabe resaltar que los tiempos limites de
hinchamiento estimados en la seccion 7.5.1., resultaron superiores a las 30 h para todas las muestras
sintetizadas en esta investigacion. Por lo tanto, los cambios de temperatura cada 30 min (estrategia 1)
0 cada 3 horas (estrategia 2), alin se encuentran lejanos de las condiciones de equilibrio. No obstante,
el que los materiales presenten un mayor hinchamiento entre mayor sea el lapso de tiempo entre cada
medicion, se considera congruente con los comportamientos tipicos de estos hidrogeles.
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Figura 25. Evaluacion del hinchamiento de los materiales propuestos en esta investigacion, como funcion de la
temperatura, siguiendo la estrategia 2 (cambios de temperatura: cada 3 h; temperatura de inicio: 50 °C).
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Tabla 3. Resultados de LCST y valores de St estimados desde los estudios de hinchamiento vs.
temperatura, para los hidrogeles y nanocompositos sintetizados en este trabajo.

Muestra LCST St LCST St
PN 31°C 3.6 27°C 3.9
PN-Aum ST 5.1 27°C 5.6
P(N-A) 33°C 7.6 33°C 15.9
P(N-A)-Aus 33°C 9.6 33°C 13.7
P(N-A)-Aum 33°C 8 33°C 12.4
P(N-A)-Aua 33°C 7.4 33°C 9.9

Con el comportamiento observado para las muestras PN y PN-Auwm se deduce que la inclusion de
AuNps en la matriz de PNIPAAm, influyé aumentando su capacidad de hinchamiento (St de PN =
3.9; St de PN-Aum = 5.6), sin alterar el valor de su LCST (27 °C). Sin embargo, la inclusién de AAm
si represent6 un aumento considerable en el comportamiento hidrofilico del copolimero P(N-A) (St
= 15.9) para este estudio. La mayor capacidad de hinchamiento experimentada por la muestra P(N-
A) a tiempos moderados de exposicion, resulta congruente con las tendencias de hinchamiento
evaluadas en la seccion 7.5.1. En adicién, el aumento en el comportamiento hidrofilico del material
tras la incorporacion de algunas unidades de AAm para formar el copolimero, hizo que se suavizara
la pendiente de caida sobre el rango de evaluacion de la LCST, desplazando asi su valor estimado
hacia mayores temperaturas (ver Figura 25y Tabla 3). El desplazamiento de la LCST hacia mayor
temperatura como consecuencia de incluir AAm en la matriz polimérica, fueron observadas bajo las
dos estrategias de medicion. En ese aspecto, es importante considerar que la evaluacion de la LCST
bajo una estrategia que contemple cambiar la temperatura del medio cada 40 horas, estableceria una
condicion de equilibrio que podria conducir a resultados diferentes, en el sentido de lograr desplazar
la LCST hacia valores inferiores al de PNIPAAm puro. Sin embargo, las estrategias de medicion
propuestas en esta investigacion se encuentran enfocadas en evaluar las respuestas que presenta el
material a tiempos cortos y adaptables a una aplicacion como sensores para trabajos de campo.

Tanto en la Figura 25 como en la Tabla 3 se observa que todos los nanocompositos basados en el
copolimero P(N-A), presentan una tendencia de hinchamiento similar a la de su matriz sintetizada en
ausencia del sistema nanoestructurado. Las nanoparticulas no afectaron la LCST de los materiales,
pero si influyeron sobre sus capacidades de hinchamiento. Se observa que conforme aumenta la
concentracion de AuNPs en la matriz polimérica, el material reduce su absorcion de agua, debido a
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la oclusion de los espacios disponibles en la red polimérica para albergar las moléculas de agua en su
interior.

7.6 Andlisis térmico de hidrogeles y nanocompositos

El analisis TGA (Figura 26a) revelo tres etapas principales en las muestras analizadas en su estado
seco o deshidratado. La primera, que tuvo lugar desde los 50 hasta por debajo de los 150 °C, indica
en una pérdida inicial de masa del material de entre el 5%y el 7% en peso. Por lo general, esta pérdida
es asignada a la eliminacion de agua asociada en el material (Contreras et al, 2015), generando una
primera transicion térmica alrededor de los 100 °C para todas las muestras analizadas, tal como se
muestra en la Figura 26.c. La segunda etapa, que abarcé un rango de temperatura aproximado entre
200 °C y 300 °C, marca una zona de estabilidad térmica del material, en la que se presenta una
resistencia de las muestras a perder peso conforme se aumenta la temperatura. La tercera etapa, que
va desde los 350 °C y los 450 °C, se asocia con la degradacidn térmica del material. Para este caso,
esa degradacion implica la afectacion de las fracciones organicas del material, y esta fuertemente
influenciada por las unidades de PNIPAAmM, que es el componente mayoritario de los hidrogeles y
nanocompositos. Un estudio reportado por Rana y colaboradores para microgeles de PNIPAAmM,
presentaron esta etapa de degradacion sobre el mismo rango de temperatura (Rana et al., 2022). En
nuestro caso, durante esta tercera etapa las muestras experimentaron una pérdida de masa de
aproximadamente del 92%. En la Tabla 4 se resumen los valores de la transicion térmica (T2), los
cuales corresponden al maximo estimado desde la Figura 26c¢. En esta Tabla también se encuentran
reportados los valores del porcentaje de residuo estimados desde la Figura 26.a. En estos se observa
que la presencia de AuNPs y el aumento de su concentracién en la matriz polimérica conducen a un
porcentaje de residuo menor, comparados con los encontrados para los hidrogeles. Aunque en un
nanocomposito se espera que el componente inorganico sea quien aporte en mayor proporcion sobre
el residuo que se genera tras la descomposicion térmica del componente organico, en los resultados
de los estudios de hinchamiento discutidos en la seccion 7.5 se encontré que el sistema
nanoestructurado influy6 sobre las caracteristicas del entrecruzamiento de las cadenas poliméricas,
afectando asi los niveles de hinchamiento en los materiales. En consecuencia, la cantidad de residuos
en los materiales que fueron sintetizados en ausencia de AuNPs resultdé mayor que en sus
correspondientes nanocompositos, lo cual indica que las cadenas poliméricas con mayor
entrecruzamiento presentaron una tendencia a carbonizarse a temperaturas superiores a 400 °C. Esto
quiere decir que las redes poliméricas con AuNPs en su interior, aparentemente no pueden
compactarse en su estado seco, al nivel que si lo hacen los hidrogeles PN y P(N-A). Ese mayor grado
de entrecruzamiento y compactacion es lo que conduce a la formacion de estructuras estables, después
de ser expuestos a altas temperaturas. La produccién de residuos solidos después de la
descomposicion térmica de hidrogeles, evaluada por TGA, ha sido reportada por Zhang et al., 2018;
Garcia et al., 2010.

La Figura 26b muestra una vista ampliada del area de analisis de 300 a 450 °C. A partir de esta se
estimo el valor de la temperatura (T3), la cual representa la temperatura a la cual se genera una pérdida
del 25 % de peso en cada material. Asi, con todas estas variables se infiere que la incorporacion de
fracciones de PAAm al material condujo a una reduccion en la temperatura de degradacion T2y Ts
de los materiales. Este comportamiento es tipico cuando se incluyen monémeros hidrofilicos en una
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matriz polimérica. Por ejemplo, en los estudios reportados por Zhang y colaboradores encontraron
que el PNIPAAmM se degrado a una temperatura mayor que un copolimero de NIPAAm/acido acrilico,
siendo el acido acrilico un mondmero altamente hidrofilico por contener la funcion acido carboxilico
en su estructura (Zhang et al., 2018). Por otro lado, la comparacion directa entre el copolimero P(N-
A) y sus respectivos nanocompositos, indican que la incorporacion de AuNPs aumenta levemente la
temperatura Ta. 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 se aumentan la
proporcidn de cadenas alifaticas provenientes de este agente surfactante.
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Figura 26: Termogramas TGA de los diferentes nanocompositos (a), vista ampliada de los termogramas TGA a 300-
450 °C (b), y derivada del TGA (DTG).
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Tabla 4. Resultados de transiciones térmicas y generacion de residuos en determinaciones TGA de
los materiales propuestos en esta investigacion.

Codigo asignado a la T2 (°C) T3 (°C) Residuo (%)

muestra

PN 403 383 25

PN-Aum 412 381 0.5

P(N-A) 408 364 5.0

P(N-A)-Aug 405 367 3.0

P(N-A)-Aum 413 368 3.7

P(N-A)-Aua 406 371 2.3

La determinacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg) se realiz6 mediante la técnica de
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). Esta técnica mide los cambios de calor en una muestra
en funcién de la temperatura o el tiempo, cuando se somete a un programa controlado de
calentamiento o enfriamiento. La técnica se basa en la comparacion del flujo de calor que atraviesa
la muestra con el que atraviesa una muestra de referencia en las mismas condiciones térmicas. DSC
es una técnica muy Util para el estudio de los polimeros, ya que permite detectar transiciones térmicas
como la transicion vitrea, la fusion, la cristalizacion y la descomposicion (Mahmoud y Tan, 2018 ;
Schindler et al., 2017). En general, la Tg representa un cambio reversible en la estructura molecular
del polimero que ocurre cuando se calienta o se enfria la muestra. En un termograma DSC, la Tg se
puede detectar como un cambio en la capacidad calorifica especifica (Cp) del polimero. Cuando un
polimero se calienta, su Cp aumenta en la transicién vitrea debido a un aumento en la movilidad de
las cadenas moleculares. Por otro lado, cuando el polimero se enfria a través de la transicion vitrea,
su Cp disminuye debido a una disminucién en la movilidad de las cadenas moleculares. La Tg se
determina en un termograma DSC mediante la identificacion del punto de inflexién en la curva de
Cp vs temperatura. Este punto se conoce como la temperatura de transicion vitrea (Tg). La Tg es una
propiedad importante de los polimeros, ya que esta relacionada con la rigidez del material y su
capacidad para deformarse plasticamente. Por lo tanto, la determinacion precisa de la Tg es esencial
para el disefio y la seleccion de materiales poliméricos adecuados para aplicaciones especificas.

Los termogramas DSC para todos los materiales sintetizados en esta investigacion, evaluados desde
su estado deshidratado, se muestran en la Figura 27, mientras que los valores de Tg estimados se
enlistan en la Tabla 5. Las transiciones térmicas observadas en el rango de 330 a 356 °C corresponden
a la presencia de Tg en los polimeros, mientras que las presentadas aproximadamente entre 400-450
°C, en forma de pozo, son asignadas a la descomposicion térmica de los materiales, lo cual ya fue
discutido con los termogramas TGA (Figura 26).
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En primera instancia, se observa en la Figura 27 que la inflexién a 356 °C es muy minima en PN.
Esto indica que, aunque se identifica a este punto como una Tg en el polimero, el grado de movilidad
entre las cadenas de PN estaria més limitado que en el copolimero P(N-A), quien presenta un punto
de inflexion mas definido a 331 °C. Tanto la diferencia en el nivel de la inflexion como el
desplazamiento de la Tg a valores menores, confirma que la red de PNIPAAm presenta mayor nivel
de entrecruzamiento, y que la inclusion de AAm para conformar el copolimero, induce mayor
desorden en la estructura. Lo anterior resulta coherente con las evidencias encontradas hasta el
momento mediante las caracterizaciones XRD vy los estudios de hinchamiento de los materiales
propuestos.

El analisis DSC de los nanocompositos nos confirma que la inclusién de AuNPs en la matriz
polimérica reduce el nivel de movilidad de los segmentos de cadena entre cada punto de
entrecruzamiento, debido a la ocupacién de los espacios de la red por parte de este sistema
nanoestructurado. Lo anterior se hace notorio al observar que la inflexion en todos los
nanocompositos se reduce, comparadas con las presentadas por su correspondiente hidrogel. Como
consecuencia, los valores de Tg también aumentan conforme se restringe la movilidad de los
segmentos de cadena.
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Figura 27. Termograma DSC de los materiales propuestos en esta investigacion.
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Tabla 5. Resultados de transiciones térmicas y generacion de residuos en determinaciones DSC.

Muestra Tg (°C)
PN 350
PN-Aum 356
P(N-A) 331
P(N-A)-Aus 332
P(N-A)-Auw 330
P(N-A)-Aua 343

7.7 Evaluacién de composicion elemental por espectroscopia XPS

La Figura 28 muestra el espectro XPS de baja resolucion para los hidrogeles y nanocompositos, los
cuales fueron analizados en su estado seco o deshidratado. En todos ellos se observa la contribucion
general de elementos como el carbono (C 1s) a 245 eV, Nitrdgeno (N 1s) a 400 eV y oxigeno (O 1s)
a 531 eV. Estas sefiales se atribuyen principalmente a la matriz polimérica de los materiales. En
general, al considerar individualmente los componentes mayoritarios de los polimeros, se encuentra
que cada molécula de NIPAAm aporta 6 atomos de carbono al polimero, un atomo de oxigeno y uno
de nitrégeno. Por su lado, cada molécula de AAm aporta 3 atomos de carbono, uno de oxigeno y uno
de nitrogeno. Finalmente, el agente entrecruzante, MBAAmMm, aporta con 7 carbonos, 2 oxigenos y 2
nitrégenos. Por lo tanto, aln cuando la composicion de estas tres especies en el polimero difiere, en
el espectro XPS se observa una mayor intensidad en el pico de carbono (C 1s), lo cual coincide con
el aporte mayoritario de carbono en la estructura. No obstante, también se observa en el espectro una
contribucion mayor en el oxigeno (O 1s), comparado con la intensidad del nitrégeno (N 1s). Este
excedente podria provenir de las especies coadyuvantes de la reaccion, como el iniciador APS, que
aporta 8 atomos de oxigeno por cada molécula. Sin embargo, APS también aporta azufre (S) en su
estructura, lo cual podria identificarse en el espectro XPS con una sefial alrededor de los 164 eV, para
S (2p). En nuestro caso, esta sefial no se observa. Por otro lado, el sistema nanoestructurado también
puede contribuir con la sefial de C y O, debido a la presencia de Tween-20 como agente estabilizante
de las AuNPs. En adicion, la contribucion individual de Au es esperada sobre los 90-100 eV. Sobre
esta zona, en el espectro de la Figura 28, se observan contribuciones anémalas y de baja intensidad.
Por consiguiente, se recurrio al analisis de alta resolucion de XPS para confirmar con mayor certeza
su presencia. Los espectros se muestran en la Figura 29.
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Figura 28. Espectro XPS de baja resolucién para los hidrogeles y nanocompositos propuestos en esta investigacion.

a)

Intensidad (u.a)

PN
P(N-A)-Au,,
PN-Au,,
P(N-A)
P(N-A)-Au,
P(N-A)-Auy

Zl'lx 22’16 ZFIH 2!‘3! 150

Energia de enlace (eV)

<)

Intensidad (u.a)

Nlis

PN-Auy,
P(N-A)-Auy,
P(N-A)-Aug
P(N-A)-Au,
P(N-A)

PN

405

T T T
402 399 396

Energia de enlace (eV)

393

b)

Q.
~—

Intensidad (u.a)

Intensidad (u.a)

P(N-A)-Auy,
PN-Au,,
P(N-A)
P(N-A)-Au,
PN
P(N-A)-Au,

sS40

535 530 525

Energia de enlace (eV)

PN-Au,,

P(N-A)-Au,,

P(N-A)-Au,

P(N-A)

P(N-A)-Aug
*PN

Au 4f

98

T T T T T T

T T
96 94 2 9% 88 86 84 82

Energia de enlace (eV)
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presentes en los materiales propuestos en esta investigacion.
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En la Figura 29a se observa la sefial correspondiente a C (1s) para todas las muestras, en la cual
aportan los enlaces C-C provenientes de las cadenas principales de la matriz polimérica a 284.5 eV,
los enlaces C-N de los grupos amida provenientes de las unidades de PNIPAAmM y PAAmM, asi como
el agente entrecruzante, MBAAmM, a 286 eV; y los enlaces C=0 propios de la funcion carbonilo en
las amidas a 288.8 eV (Wang et al., 2005). Aunque sobre todas las muestras se observa una
contribucion en el rango 289-283 eV, la mayor intensidad es observada para el hidrogel sintetizado
exclusivamente con PNIPAAmM (muestra PN). Sin embargo, la intensidad del enlace C-C (284.5 eV)
es la que se reduce, en mayor proporcion, tanto con la incorporacién de AuNPs, tal como se observa
en la muestra PN-Auwm, como con la inclusion de AAm para formar el copolimero (muestra P(N-A)).
Esto indica que, a pesar de que las muestras fueron analizadas en su estado contraido, todo factor que
influya hacia la generacion de redes poliméricas con menor grado de entrecruzamiento, conlleva a un
menor nivel de empaquetamiento de las cadenas poliméricas, y como consecuencia, la cantidad de
atomos de C presentes por unidad de area o volumen se vera también reducida. Cabe resaltar que las
evidencias sobre la influencia de AAm y AuNPs sobre el ordenamiento y entrecruzamiento de las
cadenas en los nanocompositos, ya fueron expuestas en las secciones correspondientes a los estudios
de hinchamiento y anéalisis XRD y térmico de los materiales propuestos en esta investigacion.
También es importante destacar que las intensidades de los picos van a variar conforme vayan
apareciendo otros atomos diferentes en la muestra.

En la Figura 29b se observa la sefial XPS del pico de O (1s) de todas las muestras. La muestra PN
presenta un pico definido a 532 eV, que corresponde a los enlaces C=0 de la funcion carbonilo de
los grupos amida. En general, para los nanocompositos, se observa un desplazamiento del maximo
de esta sefial hacia menor energia para todas las muestras, y un aumento muy leve en la intensidad,
excepto para la muestra con menor concentracion de AuNPs (muestra P(N-A)-Aug). Esto es un
indicativo de que la aportacion atomica de O puede verse afectada por la inclusion del sistema
nanoestructurado. Es importante resaltar que en este sistema, el componente que puede aportar a esta
sefial es el agente estabilizador Tween-20, el cual contiene varios enlaces C-O- en su estructura,
propios de la funcion hidroxilo. En adicion, para los nanocompositos con concentraciones media y
alta de AuNPs, se observa una contribucion combinada de los dos tipos de enlace (-C-O- y -C=0) en
la Unica sefial observada a 531 eV, mientras que en el nanocomposito con concentracion baja de
AUNPs, esta contribucidn aparentemente esta mas influenciada por el enlace -C-O- que por el grupo
carbonilo propio de las amidas. Esto se puede explicar considerando que, para los polimeros en estado
deshidratado, un aumento de los grupos hidroxilo de la superficie del sistema nanoestructurado,
conlleva a una mayor asociacién entre el sistema nanoestructurado y los grupos carbonilo del
polimero por la formacion de enlaces de hidrdégeno. Por consiguiente, a menor concentracion de
AuUNPs, y, por tanto, menor cantidad de Tween-20 en la muestra, se esperaria que las cadenas del
polimero hayan crecido con sus grupos carbonilos orientados predominantemente hacia las regiones
mas cristalinas del material, en las cuales la técnica XPS presenta la limitacion tipica sobre el nivel
de profundidad (10 nm) a la que puede obtener informacion de la superficie a analizar. Es por ello
que lamayor proporcion de la sefial O (1s) para la muestra P(N-A)-Aug se puede atribuir a la presencia
del sistema nanoestructurado.
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En la Figura 29c se muestran las sefiales correspondientes a N (1s) para todas las muestras. De forma
general, se observa en este espectro que la contribucion de nitrogeno a 399 eV proviene
exclusivamente de los grupos amida aportados tanto por PNIPAAmM como por PAAm (Wang et al.,
2005). La diferencia entre los dos consiste en que PNIPAAmM contienen grupos amida secundaria en
su estructura, mientras que PAAmM contiene amidas primarias. No obstante, para el analisis XPS de
muestras poliméricas frecuentemente se dificulta resolver con precision diferencias de este tipo,
debido a la diversidad en el ambiente quimico que rodea a cada uno de estos grupos en una
macromolécula. Sin embargo, a partir de este resultado si se puede descartar la presencia de otro tipo
de enlace con atomos de N, y se puede atribuir la diferencia en la intensidad de los picos a la influencia
que puede ejercer la incorporacion del sistema nanoestructurado sobre la orientacion de los enlaces
C-N del polimero en su estado deshidratado (colapsado).

Finalmente, en la Figura 29d se presentan los espectros XPS de todas las muestras, para el rango de
energia de 82-98 eV. Sobre esta region se pretende identificar la presencia de &tomos de Au sobre los
materiales, ya que las muestras nanoestructuradas tipicamente presenta la contribucién de un doblete
con una sefial de Au 4f72a 84 eV y otra de Au 4fs.a 88 eV, tal como lo reportan otros autores (Majeed
et al., 2005; Pramanik et al, 2018). Sin embargo, la sefial observada sobre el rango evaluado no
presenta estas caracteristicas. En contraste, se encontr6 un pico ancho, de baja intensidad y alta
incidencia de ruido con maximos entre 89-91 eV, para algunas muestras. Por lo tanto, esta sefial
coincide con la presencia de Zn en los materiales, ya que presenta un maximo a 89 eV correspondiente
Zn 3pzp, con un hombro a 91 eV correspondiente a Zn 3pu/2, tal como lo ha reportado Ekicibil et al
(2015). Ademas, la presencia de Zn también se puede corroborar con el espectro XPS de baja
resolucion (ver Figura 28), ya que presenta un pico a 1021 eV y otro a 1044 eV, asignados a Zn 2pz/2
y 2p1s, respectivamente (Xu et al., 2013). No obstante, las intensidades de estas sefiales observadas
en los espectros XPS (baja y alta resolucion) indican que este elemento se encuentra en muy baja
proporcidn en los materiales analizados y, por lo tanto, la presencia de Zn se puede considerar como
contaminacion de la muestra, la cual puede provenir del papel lija utilizado para pulir las superficies
de los polimeros antes de ser introducidos a la camara de anélisis del equipo XPS. Desde su
fabricacion, el papel lija puede contener minerales como 6xidos de aluminio y de zinc.

La ruta metodologica y el seguimiento colorimétrico usados para la sintesis de los nanocompositos
condujo a la certeza de que las AuNPs si quedaron efectivamente embebidas en el interior de la matriz
polimérica. Por lo tanto, la ausencia de sefiales correspondientes a Au en los espectros XPS se pueden
atribuir a dos causas principales: 1) todas las concentraciones de AuNPs usadas como medio de
dispersion para la sintesis del polimero estan ain por debajo del limite de deteccidn del instrumento
XPS utilizado; o 2) la matriz polimérica y el agente estabilizante, Tween 20, el cual quedo en la
superficie como recubrimiento de las AuNPs, conforman juntos una barrera con espesor superior a
10 nm, que limita los limites de profundidad de la técnica XPS. En la seccion 7.9 se discutira si estos
factores limitan también la respuesta de deteccion de los materiales ante la presencia de 4-MBA y
PFOA.
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7.8 Absorcion de 4-MBA y PFOA
7.8.1. Absorcion de 4-MBA

Los materiales propuestos fueron sumergidos en disoluciones acuosas de 4-MBA para lograr absorber
este compuesto en el interior de las matrices poliméricas por hinchamiento y difusion, y lograr asi,
generar una respuesta medible por la técnica SERS. Se espera que esta respuesta se genere como
producto de la interaccion entre las AuNPs y las moléculas de 4-MBA, mediada por las cadenas
hinchadas del copolimero P(N-A). EI 4-MBA fue entonces utilizado en esta investigacion como una
molécula referente para el analisis del fendmeno SERS. Esto se encuentra basado y sustentado por
los diferentes resultados ya publicados por el grupo de investigacion que lidera este proyecto, entre
los que se destacan: Jauregui etal., 2021, Romo et al., 2021, Romo et al., 2011.

Para esta parte de la investigacion, se corroboro, a simple vista, que el 4-MBA si resultara absorbido
en el interior de los materiales. Esto se logré después de interrumpir el contacto entre los materiales
y la disolucién de 4-MBA, y de exponer los materiales al proceso de secado. Una vez fue alcanzado
su estado deshidratado, los materiales se tornaron de color blanco en su interior. Dicho apariencia fue
interpretada como el resultado de la acumulacion del 4-MBA solido, dentro del hidrogel (Ver Figura
30).

Figura 30. Fotografia del nanocomposito P(N-A)-Auwm antes (a) y después de la absorcion de 4-MBA (b).

7.8.2. Absorcién de PFOA

Contrario a como se evalud cualitativamente la absorcion de 4-MBA en nuestros materiales, la
toxicidad y los peligros asociados al uso de concentraciones altas de PFOA, hizo que se disefiara un
método experimental en el que no se superaran concentraciones de este contaminante en el orden de
ppm. Entonces, para lograr determinar la afinidad de los materiales propuestos por las moléculas de
PFOAy, subsecuentemente, lograr estimar la concentracion de PFOA absorbida, se recurrio a disefiar
un método indirecto de cuantificacion, usando para ello el colorante cristal violeta (CV). Este
colorante tiene la ventaja de que puede formar un complejo de coordinacion con el PFOA (Bai S. et
al., 2022), reduciendo asi el porcentaje de absorcion del CV en el rango del UV-vis. Esta cualidad
fue aprovechada para estimar indirectamente si efectivamente se presentaba una disminucion en la
concentracion de PFOA en el medio acuoso usado para promover el hinchamiento de los materiales.
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Para ello, se realizo una curva de calibracion con los resultados de absorcion de CV en funcion de la
concentracion de dicho colorante (Figura 31a). El rango de absorbancia evaluado facilito la
determinacion del rango de trabajo, en el cual una concentracion especifica de CV pudo usarse como
referente para interaccionar con diferentes concentraciones de disolucion acuosa de PFOA, generando
una respuesta medible por espectroscopia UV-vis. La concentracion referente encontrada fue 7x107°
M. Por lo tanto, a partir de esta concentracion, se construyé una nueva curva de calibracion
registrando los resultados de absorcion del CV en funcion de su interaccion con diferentes
concentraciones de PFOA. Este resultado se muestra en la Figura 31.b. En esta se observa un
comportamiento lineal para todo el rango evaluado, y se visualiza como la absorbancia de CV en el
espectro UV-vis, se reduce con el aumento de la concentracion de PFOA.
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Figura 31. Curva de calibracién con los resultados de absorcion de CV en funcion de la concentracion de CV (a).
Curva de calibracion registrando los resultados de absorcion del CV a una concentracion fija de 7x10 M, en funcién
de su interaccion con diferentes concentraciones de PFOA (b).

Para esta parte de la investigacion, el metodo indirecto de medicion fue disefiado procurando que el
uso de PFOA se limite a lo minimo posible, usando para ello las concentraciones de este contaminante
consideradas dentro de los limites permisibles y de deteccidn reportadas en otros trabajos. Se recuerda
que el PFOA ofrece la limitacion de que no es medible directamente por los métodos espectroscopicos
convencionales. Sin embargo, por medio del método propuesto se pudo confirmar que una fraccion
del PFOA si fue absorbida en el nanocomposito utilizado para la prueba. Se determind que la
concentracion de PFOA absorbida en el nanocomposito P(N-A)-Aua fue de 105 ppm. Este material
cargado con PFOA fue utilizado para las pruebas de validacion de la respuesta SERS.
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7.9 Andlisis de la sefial Raman obtenida del nanocomposito disefiado y la potencial
generacion del efecto SERS.

7.9.1 Respuesta Raman del nanocomposito disefiado y validacion de la generacion del
efecto SERS.

En la Figura 32 se aprecian fotografias de los materiales utilizados, obtenidas con una camara de alta
resolucion de 30 fps. Las imagenes en la Figura 32 a y ¢, muestran los xerogeles P(N-A) y P(N-A)-
Auwm respectivamente, antes de ser hinchados en presencia de la molécula prueba 4-MBA (&cido
mercaptobenzoico). Las Figuras 32 b y d muestran la apariencia de los mismos dos materiales,
previamente hinchados en presencia a en xerogeles. Estas muestras fueron etiquetadas como P(N-A)-
4-MBA y P(N-A)-Aum-4-MBA. Consistente con observaciones anteriores, el xerogel P(N-A) se
caracteriza por presentar una marcada transparencia, mientras que el nanocomposito P(N-A) - Auwm,
presenta UN coloOr rojizo-transparente, debido a las AUNPs inmovilizadas en la matriz polimérica. Por su
parte, los xerogeles que fueron expuestos a la presencia de 4 - MBA en alta concentracion, muestran
un cambio del color y la forma que toma el material en su estado deshidratado. La muestra P(N-A)-
4 - MBA presenta una coloracion blanquecina sin transparencia, mientras que la muestra P(N-A)-
Aum- 4 - MBA despliega una coloracion rojiza - blanquecina sin transparencia. Este cambio de
apariencia sugiere que los materiales absorbieron 4-MBA actuando como reservorios de dicha
molécula prueba a detectarse.

Figura 32. Fotografias de una pastilla de xerogel de P(N-A) (a), del nanocomposito P(N-A) - 4 -MBA (habiendo sido
expuesto a 4 - MBA ) (b) , del nanocomposito P(N-A)-Auwm (c) y del nanocomposito P(N-A) - Aum - 4-MBA
(previamente expuesto a 4 - MBA en alta concentracién).
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Se eligié una molécula estandar bien conocida por su seccion transversal SERS y cuyo espectro tipico
tanto Raman como en presencia de efecto SERS fuera bien conocido; para ello, se escogié y utilizo
la molécula 4-MBA. Se comenz0 realizando pruebas de hinchamiento del hidrogel en una solucion
con alta concentracion de 4-MBA (10mM), para poder probar la presencia del analito en el interior
de los hidrogeles una vez secados a temperatura ambiente (xerogeles). Ademas, se llevé a cabo el
hinchamiento de un hidrogel con AuNPs inmovilizadas en su matriz polimérica (P(N-A)-Auwm).

La sefial Raman de las muestras P(N-A), P(N-A)-4-MBA y P(N-A) - Aum - 4-MBA, se presenta en
la Figura 33. En estos primeros resultados, se puede comenzar a ver la aparicion de un par de picos
debido a la acumulacion de mayor sefial Raman en la region de ~ 1080 cm™ - ~ 1100 cm™* y ~ ~
15809 - ~ 1600 con respecto a lo obtenido para la muestra P(NA); resaltados con rectangulos
verticales naranja y rojo.

Con la finalidad de poder determinar la sefial proveniente de las moléculas analito (4-MBA) con
mayor claridad, se llevd a cabo una cierta metodologia de procesamiento de los datos, para poder
restar (eliminar) la sefial proveniente de la matriz polimérica. La Figura 34 presenta los espectros
con la sefial Raman proveniente de moléculas presentes en el xerogel con AuNPs inmovilizadas en
su interior (P(N-A)-Aum-4-MBA ) y del xerogel sin AUNPs ( P(N-A)-4-MBA), espectros etiquetados
como “4-MBA-Auwm (nanocomposito)” y “4-MBA (hidrogel)” respectivamente. Ademas, se observa
el espectro correspondiente a la muestra en polvo utilizada para ser disuelta en el agua utilizada en el
proceso de hinchamiento de los hidrogeles, a manera de referencia, la cual fue etiquetada como ““4-
MBA?”. La Tabla 6 contiene los valores numéricos de las posiciones de los picos bajo andlisis. Los
primeros dos renglones de la Tabla 6 muestran a las posiciones de los dos picos principales del
espectro Raman y espectro SERS (espectro Raman generado en presencia del efecto SERS)
correspondientes a la sefial generada por la molécula 4-MBA (modos de vibracidon vsa y vi2
correspondientes a respiracion del anillo bencénico) de acuerdo a lo reportado por Capocefalo et al.
(2019). Guiados por esta informacién, se pudo identificar de los espectros en la Figura 34 las
siguientes regiones: (i) Vsa, ubicado a 1595, 1588 y 1591 cm™ para las muestras 4-MBA, 4-MBA
(hidrogel) y 4-MBA-Aum (nanocomposito), respectivamente; Y; (ii) vi2, con picos en 1096, 1079 y
1077 cm? para las muestras 4-MBA, 4-MBA (hidrogel) y 4-MBA-Aum (nanocomposito),
respectivamente. La presencia de ambos picos principales nos permite identificar la presencia de la
molécula 4-MBA en ambos xerogeles a partir de sus espectros Raman.

Mas aun, buscando poder identificar evidencia experimental para discernir si la sefial registrada
corresponde a sefial Raman convencional o sefial SERS, se pudo observar que la informacién guia
previamente reportada por Capocefalo et al. (2019), muestra un desplazamiento de ~ 10 cm™ para el
pico de vsa y de ~ 20 cm™ para el pico vi2 hacia valores de corrimiento Raman menores cuando
proviene de sefial debido al efecto SERS. Al analizar ambos picos (Vea Y Vi2) €n nuestros espectros
experimentales obtenidos de las mediciones en los dos xerogeles (Figura 34) y sus respectivas
posiciones (Tabla 6), puede observarse que los picos vs. no sufren desplazamiento significativo hacia
valores de corrimiento Raman menores con respecto a la posicion del pico correspondiente a sefial
Raman convencional (1er renglon de Tabla 6). No obstante, los picos vi2 muestran un desplazamiento
significativo hacia valores de corrimiento Raman menores (ver Figura 34 y renglones 4 y 5 de Tabla
6) con respecto a la sefial Raman convencional esperada (ler renglén en Tabla 6), lo cual resulta
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confuso (al sélo tener desplazamiento en uno de los dos picos (i.e. vi2) y no en ambos (i.e. V12 Y Vsa))
y en el caso del espectro 4-MBA (hidrogel) hasta contradictorio (al esperarse sefial Raman
convencional por la ausencia de AuNPs en el xerogel). Al consultar la literatura con respecto a
posibles moléculas que arrojaran sefial Raman en la region de interés, se encontrd que iones tipo
fosfato presentan una banda prominente de sefial Raman entre ~1080 y ~1095 cm, justo en la region
de interés para el pico vi2 proveniente del 4-MBA; més aun, para lograr la disolucion homogénea de
la molécula prueba 4-MBA en agua, se utiliz una sustancia de amortiguamiento (‘“buffer”) rica en
K2PO4/KHPOQ4, con lo cual es de esperarse la presencia de iones tipo fosfatos junto con las moléculas
de 4-MBA en la solucién acuosa utilizada para el hinchamiento de los hidrogeles. Debido a lo
anterior, el pico observado en 1077 cm™ para ambos espectros (“4-MBA (hidrogel)” y “4-MBA-Aum
(nanocomposito)’’) corresponde a una sobreposicion del pico vi2del 4-MBA 'y de la banda proveniente
de los iones tipo fosfatos (al encontrarse en una region de traslape), por lo cual su posicién no puede
ser correlacionada con precision con la sefial Gnica del pico vi2 de la molécula prueba 4-MBA. Una
vez entendido lo anterior, podemos inferir que al no registrarse desplazamiento significativo del pico
vga correspondiente a la molécula prueba 4-MBA, estamos obteniendo sefial Raman convencional en
ambos xerogeles (incluso en el xerogel con AuNPSs). Esto resulta consistente con la alta concentracion
(10 mM) empleada en la solucion de hinchamiento y las imagenes mostradas en la Figura 32, donde
puede observarse una gran saturacion de material compuesto por 4-MBA en todo el interior del
xerogel.
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Figura 33. Espectros Raman obtenidos de las sefiales provenientes de los xerogeles P(N-A), P(N-A)- 4-MBA (10 mM)
y del nanocomposito P(N-A)-Auwm - 4-MBA (10 mM).
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Figura 34. Espectros Raman obtenidos a partir de los xerogeles P(N-A)-4-MBA (10 mM) y P(N-A)-Aum-4-MBA
(10mM), habiéndosele restado la sefial proveniente de la matriz polimérica para mostrar con mayor claridad la sefial
proveniente de las moléculas a detectar.

Tabla 6. Principales parametros del espectro Raman correspondientes a los picos relacionados con
la sefial proveniente de la molécula 4-MBA (molécula prueba).




Se llevd a cabo un segundo experimento disminuyendo en dos 6rdenes de magnitud la concentracion
de 4-MBA en el agua a utilizarse para el hinchamiento de nuevos hidrogeles. En la Figura 35 se
observa la sefial obtenida para las muestras P(N-A) y P(N-A)-Aua - 4 MBA, habiendo usado una
solucion acuosa a 0.1 mM de la molécula 4- MBA para su hinchamiento. Se repitié un procesamiento
de los datos similar al descrito para los espectros mostrados en la Figura 34, para restar (remover) la
sefial proveniente de la matriz polimérica, obteniéndose el espectro presentado en la Figura 36 (4-
MBA-Aua (nanocomposito)). Ademas, se incluye nuevamente el espectro correspondiente a la
muestra en polvo utilizada para la disolucion acuosa, utilizada en el proceso de hinchamiento de los
hidrogeles, a manera de referencia. La Tabla 7 resume los valores numéricos de las posiciones de los
picos bajo analisis.

P(N-A) - Au, - 4 MBA (0.1 mM)
e P(N-A)

le a

Intensidad (u.a)

1 v 1 s 1 = 1 2 1 . 1 - L} =
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
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Figura 35. Espectros Raman obtenidos de las sefiales provenientes del xerogel P(N-A), y del nanocomposito P(N-A)-
Aua - 4 MBA (0.1 mM).
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Figura 36. Espectros Raman del polvo con contenido de 4-MBA utilizado en la solucion de hinchamiento (curva gris) y
del xerogel P(N-A)-Aua-4-MBA (0.1 mM) (curva verde), habiéndosele restado la sefial proveniente de la matriz
polimérica para mostrar con mayor claridad la sefial proveniente de las moléculas a detectar. La concentracion de 4-
MBA en la solucion utilizada para el hinchamiento del hidrogel fue de 0.1 mM.

Tabla 7. Posiciones de los picos vea Y vi2 de los espectros Raman en Figura 36, correspondientes
a los modos de vibracion del anillo bencénico de la molécula 4-MBA (molécula prueba).

4 MBA 1595 1,095

4 - MBA- Aua 1588 1,084
(nanocomposito)

Buscando encontrar evidencia experimental que nos permitiera discernir si la sefial registrada
corresponde a efecto SERS, se pudo observar que el pico vsa (4-MBA-Aua (nanocomposito)) sufre
un desplazamiento significativo de 11 cm™ hacia valores de corrimiento Raman menores con respecto
a la posicién del mismo pico correspondiente a la muestra 4-MBA (polvo) y a la posicion reportada
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proveniente de sefial Raman convencional por Capocefalo et al. (1er. renglon de la Tabla 6). Lo cual
es consistente con el espectro SERS reportado por el mismo Capocefalo et al. (2do. renglon de la
Tabla 6), debido al efecto SERS presente en su muestra de nanoparticulas de Au coloidal. Por tanto,
podriamos inferir que, en esta ocasion, al haber disminuido la concentracion de 4-MBA a 0.1mM, se
pudo identificar la presencia de la molécula prueba y ademas debido a sefial generada por efecto
SERS.

7.9.2 Respuesta Raman del nanocomposito habiendo sido expuesto a la molécula PFOA.

La Figura 37 presenta analisis preliminares, realizados como parte de este proyecto, una vez que se
demostré con la molécula prueba 4-MBA que el sistema del hidrogel-xerogel con AuNPs
inmovilizadas en su interior, resulta adecuado y eficiente para la deteccion de moléculas de interés
disueltas en agua a bajas concentraciones. Estos resultados se obtuvieron midiendo la sefial Raman
proveniente de un xerogel con “alta concentracion” de NPs inmovilizadas en su interior y el cual fue
expuesto a una solucién acuosa con moléculas de PFOA para su hinchamiento. Se muestran 3
espectros, el primero corresponde al PFOA sin tratamiento ni purificacion (curva azul); el segundo
(curvagris), corresponde a la muestra P(N-A); mientras el tercero (curva roja), corresponde al xerogel
resultado del secado del hidrogel que se mantuvo previamente en agua contaminada durante 22 horas
(P(N-A)-Aua-PFOA). EI espectro del PFOA exhibe multiples picos con diferentes intensidades
provenientes del polvo con contenido de PFOA, incluyendo tres picos de mayor intensidad: alrededor
de 399 cm?, y dos picos entre 730 cm™ y 800 cm™. En McDonnell et al., 2023 se muestra un
comportamiento bastante similar en sus resultados con espectroscopia Raman del polvo de PFOA.

Por otro lado, se analizaron los resultados de espectroscopia Raman con los hidrogeles sintetizados
en este proyecto. En la Figura 37, el espectro del hidrogel (P(N-A)-Aua-PFOA) muestra picos en la
region de 300-550 cm™. Por su parte, para la muestra P(N-A) no presenta un patron similar de picos
en dicha region de ~300 -550 cm™. Se pudo demostrar (seccion 7.9.1) que el material disefiado y
obtenido en el presente proyecto (hidrogel-xerogel con AuNPs inmovilizadas en su interior), permite
no sélo absorber moléculas contaminantes disueltas en agua y retenerlas en su interior al ser secado,
convirtiéndose en xerogel, sino ademas detectar su presencia en bajas concentraciones debido a la
generacion del efecto SERS logrado gracias a las AUNPs inmovilizadas en su interior. Esto demuestra
que el material disefiado y la metodologia propuesta, corresponde a una sélida primera etapa,
contribuyendo para la deteccion de moleculas contaminantes presentes en el agua. Ademas, abre la
posibilidad para futuros proyectos que continlien en subsecuentes etapas, enfocandose en optimizar
los parametros de medicion adecuados para la molécula PFOA en particular.
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Figura 37. Espectros Raman obtenidos de las sefiales provenientes de los nanocompositos expuestos a una solucion con
contenido de PFOA para su hinchamiento.
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CAPITULO 8

Conclusiones

e Se logro sintetizar AuNPs siguiendo el método de Turkevich, usando HAuCl4, citrato de sodio
como precursores y Tween 20 como agente estabilizante. La caracterizacion por microscopia TEM
logr6 demostrar la formacion de AuNPs y la espectroscopia UV-vis permitié identificar la
influencia del agente estabilizante sobre las propiedades plasmdnicas del sistema
nanoestructurado.

e Por medio de lareaccion de polimerizacion iniciada por radicales libres y en la presencia del agente
entrecruzante, MBAAmM, se logro6 la sintesis de un hidrogel de PNIPAAmM y la sintesis de un
nanocomposito a partir del crecimiento de redes de PNIPAAmM en la presencia de una dispersion
de AuNPs. De la misma forma, se adicion6 acrilamida (AAm) como monémero modificador de
PNIPAAmM Yy, se logro asi, la sintesis de un hidrogel en la forma de copolimero de P(NIPAAmM-co-
AAm). Este copolimero también se logro sintetizar en la presencia de AuUNPSs. Se sintetizaron tres
versiones de este material, usando tres concentraciones diferentes de AuNPs.

e Las caracterizaciones de los materiales por las técnicas XRD, FTIR, TGA, DSC y los estudios de
hinchamiento, lograron demostrar la incorporacién de AAm en los copolimeros y nanocompositos,
y su influencia sobre las regiones cristalinas de la matriz polimérica, la composicion quimica, las
propiedades de descomposicidn térmica, la temperatura de transicion vitrea y su capacidad para
absorber agua, respectivamente. AAm logré6 modificar el balance hidrofilico del material,
aumentando la capacidad de hinchamiento de los materiales en agua. La molécula de Tween 20,
que hace parte también del sistema nanoestructurado, logra influir sobre las propiedades
estructurales de los materiales.

e Los estudios de hinchamiento a diferentes temperaturas permitieron demostrar que todos los
materiales presentan sensibilidad a la temperatura del medio, a tiempos de medicién de 30 minutos
y 3 horas. La LCST estimada bajo estas condiciones de tiempo para los materiales basados en
PNIPAAmM estuvo entre 27-31°C, mientras que los basados en el copolimero P(NIPAAmM-co-
AAmM) fue de 31-33°C.

e La caracterizacion por espectroscopia XPS permitio identificar al carbono, oxigeno y nitrégeno
como elementos principales de la composicion quimica de los materiales propuestos, resultando
coherente con la presencia de PNIPAAmM y PAAm en todas las muestras. Con esta técnica no se
logro determinar la presencia de oro (Au) en las muestras, por lo que se atribuyd la oclusion de las
sefiales a la presencia de Tween-20, ya que puede actuar como recubrimiento de las AuNPs. Esta
técnica permitié identificar al Zn como especie contaminante en el material, que pudo haber
llegado a la muestra durante su proceso de pulido.
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e Se logro absorber 4-MBA y al contaminante PFOA en los materiales propuestos. EI 4-MBA se
absorbio con fines comparativos para determinar la respuesta SERS de las muestras. Para
determinar la efectividad del proceso de absorcion y la concentracion de PFOA embebida en las
matrices poliméricas de los materiales, se utiliz6 un método indirecto, midiendo los cambios de
concentracion del colorante Cristal Violeta (CV) en funcién de su interaccion con PFOA.

e En los espectros Raman llevados a cabo, se ha detectado la presencia de la molécula 4 MBA en
las muestras presentadas, la cual también ha sido identificada en los resultados de diferentes
autores.

e Se realiz6 solamente un andlisis por muestra en los analisis SERS, para los hidrogeles que
contienen PFOA, lo que implica que no se puede garantizar la reproducibilidad de los resultados
obtenidos. Dado que existe una escasez de informacion sobre la deteccion de PFOA mediante
SERS, se recomienda llevar a cabo analisis méas exhaustivos para obtener resultados més
confiables.
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