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RESUMEN

Las nanoparticulas poliméricas unimoleculares (SCNPs, del inglés “single-chain nanoparticles”), son
nano-objetos blandos que consisten en cadenas poliméricas colapsadas/plegadas mediante uniones
intramoleculares. En los Ultimos afios se han descrito una gran variedad de procesos de sintesis de estos
nano-objetos, ya que son muy interesantes para aplicaciones potenciales en biomedicina, catalisis, etc.
La mayoria de los métodos de sintesis dan lugar a nanoparticulas poliméricas unimoleculares poco
compactas (“sparse SCNPs”), siendo muy escasos los métodos que dan lugar a nanoparticulas
poliméricas unimoleculares globulares (“globular SCNPs”). En este trabajo, se han preparado SCNPs a
partir de copolimeros al azar anfifilicos compuestos por dos mondmeros: oligoetilenglicol metil éter
metacrilato (OEGMA), mondmero hidrofilico, y 2-acetoacetoxi etil metacrilato (AEMA), mondmero
hidrofébico. Las SCNPs se han preparado por complejacidn intramolecular de las unidades AEMA de los
copolimeros Poli(OEGMA-co-AEMA) con iones Cu(ll), dando lugar a SCNPs metalo-plegadas. Ademas del
efecto del contenido en AEMA, el peso molecular y la concentracion de precursor durante la sintesis de
las SCNPs, se han investigado dos protocolos de sintesis y como afectan éstos a la estructura de las
nanoparticulas: 1) sintesis de las SCNPs en un disolvente selectivo (agua) seguido por transferencia a un
buen disolvente de ambos mondmeros (tetrahidrofurano-THF) y 2) sintesis de las SCNPs en un buen
disolvente de ambos mondmeros (THF). Para ello se ha utilizado una combinacion de técnicas
experimentales que incluyen: resonancia magnética nuclear de protén (*H RMN), cromatografia por
exclusion de tamafio (SEC), andlisis termogravimétrico (TGA), analisis elemental (EA) y dispersion de
rayos-X a bajos angulos (SAXS). Los resultados obtenidos se han analizado a la luz de recientes

simulaciones por ordenador.

ABSTRACT

Single-chain nanoparticles (SCNPs) are soft nano-objects consisting in folded/collapsed polymer chains
via intramolecular bonds. In recent years, a variety of synthesis processes of these nano-objects have
been described, due to their potential uses in biomedicine, catalysis, and so on. Most synthesis routes
result in SCNPs with a low degree of compaction ("sparse SCNPs") and only a few number of methods
give rise actually to "globular SCNPs". In this work, SCNPs have been prepared from amphiphilic random
copolymers of two monomers: oligoethylene glycol methyl ether methacrylate (OEGMA), hydrophilic
monomer, and 2-acetoacetoxy ethyl methacrylate (AEMA), hydrophobic monomer. The SCNPs were
obtained by intramolecular complexation of AEMA units with Cu(ll), resulting in metallo-folded
poly(OEGMA-co-AEMA)-based SCNPs. Besides the effect of AEMA content, molecular weight and
concentration of precursor, two synthesis protocols have been investigated to determine how they
affect the structure of the resulting nanoparticles: 1) synthesis in a selective solvent such as water (good
solvent for OEGMA, bad solvent for AEMA) followed by transfer to a good solvent for both monomers
such as tetrahydrofuran (THF), and 2) synthesis in THF, a good solvent for both monomers. The size,
morphology and internal distribution of catalytic sites in both kinds of SCNPs have been investigated by
employing a combination of experimental techniques: nuclear magnetic resonance spectroscopy (*H
NMR), size exclusion chromatography (SEC), thermogravimetric analysis (TGA), elemental analysis (EA)
and small-angle X-ray scattering (SAXS). Finally, the results obtained are analyzed to the light of recent
computer simulations.



INTRODUCCION

GENERALIDADES DE LOS POLIMEROS:

Los polimeros son macromoléculas (sintéticas o naturales) compuestas por una o varias
unidades quimicas (mondmeros) que se repiten a lo largo de toda una cadena.

De acuerdo con la estructura de la cadena, los polimeros se pueden clasificar en diferentes
tipos como se muestra en la Figura 1: lineales, ramificados (que incluyen cadenas laterales
llamadas ramas) y entrecruzados (o reticulados).

Figura 1. Tipos de polimeros segiin su estructura: a) polimero lineal; b) polimero ramificado; c)
polimero entrecruzado.

Los polimeros también pueden ser clasificados de acuerdo con el nimero de mondémeros
diferentes presentes en la cadena; homopolimeros (un solo tipo de mondmero) y copolimeros
(pueden contener dos, tres (terpolimeros) o incluso mas mondmeros diferentes). En los
copolimeros la distribucion de los mondémeros puede ser aleatoria (al azar) o bien seguir algin
patrén; como en los casos de copolimeros de bloque, alternantes e injertados (Figura 2).

o.O‘O.o.ooocO'O”OO.QOOboo"O
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Figura 2. Tipos de copolimeros: a) copolimero alternante; b) copolimero al azar (estadistico); c)
copolimero de bloque; d) copolimero injertado.

Los polimeros estan formados por cadenas de diferente longitud, son mezclas de especies,
cada una con un peso molecular determinado (M) y por lo tanto, al caracterizar una muestra
de polimero no podemos determinar un peso molecular Unico, sino una distribucién de pesos
moleculares, la cual tendrd un peso molecular promedio en nimero (My) y un peso molecular
promedio en peso (Mw) (ver Figura 3).



namero de moléculas
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Figura 3. Representacion esquematica de una distribucion de pesos moleculares de un polimero y los
correspondientes pesos moleculares promedio en niumero (Mn) y promedio en peso (Mw).

El peso molecular promedio en nimero (My) es la media aritmética de la masa, donde M, es la
masa de la cadena y N; el nimero de cadenas (eq. 1):

ZNiMi
:—'ZNi

M (1)

El peso molecular promedio en peso (M) representa el promedio de peso de cada cadena (eq.
2):

ZNiMiz

My, :W (2)

La relacién entre M, y M, se conoce como el indice de polidispersidad, PDI (eq. 3). Valores
altos de PDI corresponden a una distribucion de tamafio ancha:

PDI = ﬂ >1 (3)
M N

En cuanto al tamafio de los polimeros, hay dos pardmetros de especial relevancia: el radio de
giro (R,) y el radio hidrodindmico (Rs) (ver Figura 4). El radio de giro se define como la raiz
cuadrada de la distancia entre los constituyentes y el centro de masa. El radio hidrodinamico
es el radio de una esfera hipotética que difunde en un medio viscoso a la misma velocidad que
el polimero. Los valores de Ryy R, dependen del peso molecular, la arquitectura de cadenay la
calidad del disolvente: los buenos disolventes promueven el hinchamiento del polimero,
mientras que los malos causan contraccién (ver Figura 5), ? en los conocidos como
disolventes Theta (©), las cadenas pueden considerarse como aisladas, sin influencias externas
que modifiquen su estado conformacional intrinseco. El exponente de Flory (v), se utiliza para
conocer la interaccidn entre el polimero y el disolvente; valores cercanos a v = 3/5 para un
buen disolvente; v = 1/3 para un mal disolvente y v = 1/2 para un disolvente theta.?3



Figura 4. Representacion esquematica del radio de giro (R,) y del radio hidrodinamico (Rs).

buen disolvente
g —_— e
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Figura 5. Representacion esquematica de la forma de los polimeros en disolucién: cadena contraida
para mal disolvente y cadena expandida para buen disolvente.

REACCIONES DE POLIMERIZACION:

La polimerizacidon es una reaccién quimica por la cual los reactivos, monémeros forman
enlaces quimicos entre si, para dar lugar a una molécula de gran peso molecular denominada
polimero.

Las reacciones de polimerizacidon se clasifican de acuerdo con el mecanismo de reaccion:
polimerizacidn por crecimiento de cadena y polimerizacion en etapas.

Polimerizacion por etapas

En la polimerizacién por etapas, la reaccién se da entre grupos funcionales, formando
adicionalmente moléculas de bajo peso molecular como agua o amoniaco. Este tipo de
polimerizacion emplea o bien dos mondmeros bifuncionales o bien un monémero con dos
grupos reactivos distintos que reaccionan entre si. El uso de un iniciador no es necesario.

Polimerizacion por crecimiento de cadena

En la polimerizacion por crecimiento de cadena, monémeros con doble (C = C) o monémeros
ciclicos se van adicionando progresivamente a una cadena en crecimiento. Hay tres tipos de
polimerizacidn por crecimiento de cadena: por via radicalaria, por via catidénica y por via
anidnica dependiendo de los efectos inductivos y de resonancia de los sustituyentes, que
modifican la densidad electrénica del doble enlace.
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Figura 6. Representacion de posibles especies activas en la polimerizacion por crecimiento de cadena:

radical, cation y anion.

Aungue muchos mondmeros pueden empezar la reaccion de polimerizacién por crecimiento

de cadena por si solos, normalmente se emplean iniciadores; los mas empleados son los de

descomposicidn térmica (como el AIBN), rédox o fotoquimicos. 2

POLIMERIZACION RADICALARIA:

La polimerizacién radicalaria es uno de los procesos quimicos mas estudiados. El proceso

puede subdividirse en diferentes pasos: iniciacidn, propagacién, transferencia y terminacion,

estos pasos se encuentran representados en la Figura 7.

Iniciacion

Propagacion

Terminacion

Transferencia
de cadena

I—% 2R

R +M—%>sRM

R+M—L R

R +M—..5R

Figura 7. Fases de la polimerizacién radicalaria. ©

La polimerizacién radicalaria empieza cuando el iniciador (I) se descompone formando

radicales (Ro*). El radical se adiciona al mondémero (M), estabilizando por resonancia la

molécula (RoM*), iniciando asi el crecimiento de la cadena polimérica. En cada paso de

propagacion se ird anadiendo otra molécula del mondémero a la cadena en crecimiento. La

longitud de una cadena polimérica depende del nimero de adiciones de mondémero que se

produzcan antes de que la etapa de terminaciéon detenga el proceso. La terminacion puede

ocurrir por combinaciéon de dos radicales, formando la especie Pm«n, 0O por desproporcion,
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donde se da una transferencia de hidrégeno de una especie activa a otra, desactivandose
ambas y crea en la donadora del hidrogeno un doble enlace, formando las especies P,y Pm. *°

Las reacciones de trasferencia juegan un papel importante en el mecanismo, desactivan los
radicales de cadena y crean nuevos radicales en moléculas de mondmero, iniciador, impurezas
o en el propio disolvente. La transferencia de cadena al mondmero vy al polimero, en general,
no tiene gran importancia; en cambio, la trasferencia al disolvente es importante en algunos
sistemas, ya que trae consigo una disminucion del peso molecular.?

El efecto gel

La autoaceleracidn, también llamado efecto gel, efecto Trommsdorff o efecto Trommsdorff-
Norrish, es un comportamiento peligroso de ciertos sistemas de polimerizacidn por radicales
libres. Un sistema se hace mas viscoso a medida que avanza la reaccién de polimerizacién, es
decir, cuando aumenta el grado de conversidon, con lo que aparece un gradiente de
temperatura a causa de la dificultad para la agitacién y se hace mas dificil la difusidn de las
cadenas en crecimiento. La velocidad de terminacion empieza a disminuir, ya que las
moléculas grandes no pueden moverse libremente y cada vez serd mas dificil que un radical
creciente se encuentre otro para terminar la reaccién. Los mondémeros al ser mds pequefios
todavia tienen movilidad para continuar la propagacién. El mondémero tiene una difusiéon
bastante rapida lo que ocasiona la formacién de macro-radicales de alto peso molecular como
resultado de una propagacion sin terminacién. Los macro-radicales se acumulan por lo que la
reaccion se acelera y se produce mas calor, lo que hace que aumente mds la velocidad de
reaccion, dando lugar a una reaccién fuera de control y a la posible alteracién de las
caracteristicas de los polimeros obtenidos (formacion de polimeros de peso molecular
anormalmente alto) ®. Este efecto es comun cuando la polimerizacién radicalaria se lleva a
cabo en masa, es decir, en un medio de reaccién sin disolvente o altamente concentrada con
un polimero soluble en su mondmero. Para evitar este efecto es necesario disipar el calor de
reaccion, pudiéndose usar sistemas refrigerantes o disolvente (polimerizaciéon en disolucidn,
emulsion o suspensidn).®

Ventajas y desventajas de la polimerizacion radicalaria

La polimerizacién radicalaria es uno de los métodos mds extendidos para sintetizar polimeros.
Las ventajas de la polimerizacién radicalaria son la relativa insensibilidad a impurezas, baja
temperatura de reaccion, gran variedad de procesos disponibles, incluyendo la posibilidad de
llevar a cabo la polimerizacién en emulsion. Algunos de los inconvenientes relacionados con el
mecanismo de polimerizacion por radicales libres son: pobre control sobre el peso molecular,
falta de control sobre la distribucién de peso molecular y la dificultad (o incluso imposibilidad)
de hacer polimeros bien definidos o copolimeros con una funcionalidad de grupos terminales
predeterminados. Con el fin de superar estas dificultades se han desarrollado nuevos métodos,
métodos de polimerizacién radicalaria controlada (CRP).3
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POLIMERIZACION RADICALARIA CONTROLADA (CRP):

Los progresos en nanotecnologia y biomedicina requieren, cada vez mas, materiales
poliméricos con estructuras cada vez mds complejas y perfectamente definidas. En las ultimas
décadas se han desarrollado técnicas para conseguir estas estructuras a través de la
polimerizacidn radical controlada (CRP, del inglés “controlled radical polymerization”). Las
técnicas que han adquirido mayor importancia en los ultimos afios son:

*  Polimerizacién radicalaria por transferencia de atomo (ATRP)
e Polimerizacién radicalaria por adicion, fragmentacidn y transferencia reversible (RAFT)

Estas técnicas ofrecen alto grado de control sobre el peso molecular, una clara disminucién del
indice de polidispersidad (ver Figura 8) y la posibilidad de emplear monémeros con diversos
grupos funcionales. >®

M’ﬂ Mn &

1

/ |
J \J\ ~

108 10° 104 10*
Peso Molecular (g mol™)

Figura 8. Distribucidon de pesos moleculares en una polimerizacion radicalaria convencional (izquierda)
y en una polimerizacién radicalaria controlada, CRP (derecha).

Polimerizacion radicalaria por transferencia de atomo (ATRP)

En esta técnica se utilizan complejos de metales de transicién para conseguir polimeros con
distribucion estrecha de pesos moleculares. En esencia, en la polimerizacién ATRP las especies
activas se forman en un proceso catalizado por un complejo de un metal de transicion (Mt"-Y,
donde Y es un ligando), el cual sufre la pérdida de 1 electron, dando lugar a un complejo
metélico oxidado (X-Mt™-Y) y formando asi especies radicalarias activas (R*). La propagacion
ocurre por la adicion rapida del mondmero a las especies activas (R*). El crecimiento de
cadena continda hasta que el radical reduce las especies oxidadas metalicas (X-Mt"™1-Y). El
complejo metalico oxidado actla como un radical persistente, reduciendo la concentracién de
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los radicales y minimizando la terminacidn, gracias al tiempo de vida corto de los radicales

propagadores.
- M,"-Y/Ligand k&’— n+1 :
R-X ( -Y/ligando === Re + X-M,"""-Y/Ligando
kdcsucl "
)
P e A%
MOoNOMero s
i -
Terminacion

Figura 9. Mecanismo de la polimerizacién ATRP. ©

La técnica ATRP permite el crecimiento homogéneo y uniforme de las cadenas y por
consiguiente la obtencién de distribuciones moleculares muy estrechas.

Polimerizacion radicalaria por adicion, fragmentacion y transferencia reversible
(RAFT)

La polimerizacidon por adicion, fragmentacién y transferencia reversible, RAFT, se considera
como la técnica de polimerizacion mas versatil frente a otras técnicas de polimerizacion
controladas. La polimerizacion RAFT se puede llevar a cabo bajo las mismas condiciones de
reaccion que una polimerizacién radicalaria convencional si se usa un agente de trasferencia
de cadena (CTA) adecuado. Estos agentes, por lo general, son compuestos organicos que
contienen azufre, como ditiocarbonatos y tritiocarbonatos, y se usan en muy baja proporcién. ¢

La clave de la polimerizacién RAFT es la secuencia de equilibrios de adicién, fragmentacion y
transferencia reversible mostrados en la Figura 10. La iniciacién y la terminacidon (ésta ultima
reacciéon secundaria) ocurren del mismo modo que en la polimerizacién por radicales libres
convencional. El iniciador, que se pone en baja proporcién con respecto al agente de
trasferencia de cadena (CTA) se descompone formando dos radicales (I*), que reaccionan con
moléculas de mondédmero (M) formando especies propagantes (P»*), a las que se adiciona el
agente de trasferencia de cadena (compuesto ditiocarbonilo (RSC(Z)=S)) y se desprende un
nuevo radical primario proveniente del CTA (R*), formandose asi un nuevo compuesto
ditiotricarbonilo (P,S(Z)C=S). El nuevo radical formado (R*) forma una nueva especie activa
(Pm*). Al existir un rapido equilibrio de transferencia entre los radicales poliméricos (Pn* y Pm*)
y el compuesto durmiente ditiocarbonilo polimérico (P,S(Z)C=S), todas las cadenas tienen la
misma probabilidad de crecer de manera controlada, dando lugar a un indice de
polidispersidad bajo (PDI = 1).° Cuando se consume todo el monédmero, el grupo ditiocarbonilo
queda presente en la mayoria de los extremos de las cadenas.’
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Figura 10. Mecanismo de la polimerizacién RAFT. ©

NANOPARTICULAS POLIMERICAS UNIMOLECULARES (SCNPs):

En los ultimos anos, se han logrado grandes avances en la sintesis de nano-objetos poliméricos
blandos de una sola cadena, nanoparticulas poliméricas unimoleculares (SCNPs, del inglés
“single-chain nanoparticles”). Estos nano-objetos tienen una amplia variedad de aplicaciones
potenciales en nanomedicina (administracién de farmacos...), catalisis, deteccidn y otros usos.®
El método de obtencién consiste en plegar una cadena polimérica (precursor) mediante
interacciones intramoleculares (covalentes, supramoleculares) para formar un nano-objeto. A
veces es necesaria la funcionalizaciéon de los precursores, para la introduccion del grupo
funcional que causaré el colapso de la cadena en el polimero.®

Para la construccién de las SCNPs, es muy importante el control de las condiciones de sintesis
de los polimeros precursores (uso de técnicas de polimerizacion controlada RAFT o ATRP), para
garantizar tanto como sea posible la uniformidad de las nanoparticulas.'® Una vez formada la
nanoparticula, como consecuencia de la compactacion se observan cambios en muchas
propiedades como por ejemplo la viscosidad intrinseca, la temperatura de transicion vitrea, el
radio hidrodindmico y el radio de giro, por mencionar solo algunas.®!

La compactacion de los polimeros sintéticos para formar nanoparticulas poliméricas
unimoleculares tiene una cierta similitud con el plegado de las proteinas globulares a su estado
funcional (nativo), aunque no presenta la perfeccion que se observa en el caso de las
macromoléculas naturales de tipo globular.’>'* En la actualidad, se estd intentando dotar a las
SCNPs con funciones bioldgicas propias de los polipéptidos naturales, tales como las enzimas,
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y se estdn utilizando metales para plegar las SCNPs, imitando a las metalo-enzimas.?
Igualmente, el control de la morfologia de las SCNPs es un tema de mucho interés en la

actualidad.

Para inducir el plegado de la cadenas se pueden emplear diferentes interacciones: covalentes
(tanto irreversibles, como reversibles) y no covalentes.!®

Nanoparticulas poliméricas unimoleculares con enlaces covalentes

Las SCNPs pueden formarse por reaccidon de los grupos funcionales presentes en una cadena
polimérica. Algunas de las reacciones mas tipicas son: adicidon de grupos tiol a dobles o triples
enalces (“thiol-ene / thiol-yne click chemistry”), reacciones de Diels-Alder, cicloadicidn alquino
azida catalizada por cobre (“CuAAC click chemistry”) o adicién de Michael (Figura 11). ¥’

Tt g a
2= gy, 28

1mg/mL

Q Mma

o%
AEMA ){Jd/& .
O AEMA

Figura 11. Reaccidn de sintesis (izquierda) de nanoparticulas poliméricas unimoleculares de poli(MMA-
co-AEMA) con enlace covalente por adicion de Michael y representacion esquematica del proceso
(derecha). ®

Nanoparticulas poliméricas unimoleculares con enlaces no covalentes

Las nanoparticulas SCNPs también se pueden formar mediante interacciones intramoleculares,
tales como enlaces de hidrogeno o interacciones idnicas. Estas interacciones son mas débiles
que los enlaces covalentes y suelen ser reversibles con un cambio en las condiciones del
sistema (pH, temperatura, fuerza idnica).

Las interacciones no covalentes se pueden clasificar de acuerdo a su fuerza como: i)
interacciones débiles, cubren las fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrégeno individuales,
efectos hidrofdbicos e interacciones m—m; ii) interacciones medianas, incluyen enlaces de
hidrégeno multiples y complejos metalicos de coordinacidn; vy iii) interacciones fuertes, del tipo
enlaces idnicos, interacciones “host-guest” y quelatos.?’
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RUTAS PARA OBTENER SCNPs GLOBULARES:

Actualmente, se estan desarrollando numerosos estudios para dotar a las nanoparticulas con
funciones bioldgicas®3; para ello, se estan estudiando vias de obtenciéon de SCNPs globulares
gue se asemejen mas a las macromoléculas biolégicas.

El grupo de Polymers and Soft Matter, sobre la base de simulaciones MD, ha propuesto dos
nuevas rutas (Figura 12, modelo | y modelo Il) para sintetizar SCNPs globulares, ajustando la
calidad del disolvente. En estas nuevas técnicas no se precisa el control de la secuencia
especifica. 18

modelo | modelo 11

Figura 12. Resultados de simulaciones por ordenador de la morfologia de SCNPs preparadas por dos

nuevas rutas que permiten ajustar la calidad del disolvente.®

modelo |

backbone

modelo 11- RAN

ERCIN T T

modelo 11 -REG

eccesceccgos

Figura 13. Representacion esquemadtica de los precursores utilizados en las simulaciones por
ordenador, para las dos nuevas rutas investigadas. Las bolas verdes representan los grupos
funcionales que reaccionan (hidrofdbicos). Las bolas de color azul oscuro y azul claro representan
grupos no reactivos (hidrofébicos e hidrofilicos, respectivamente). En el modelo II-RAN los

precursores tienen una secuencia aleatoria, mientras que en modelo 1I-REG la secuencia es regular. ¥

En la primera ruta (modelo |) el plegado se realiza bajo condiciones de mal disolvente con los
precursores anclados a una superficie, a una densidad suficientemente baja como para evitar
el contacto entre las cadenas. Después de completar la reaccién de entrecruzamiento
intramolecular, las nanoparticulas se separan de la superficie.

En la segunda ruta (método ll), se utiliza un copolimero al azar con un mondmero hidrofilico no

III

reactivo y mondmeros reactivos hidrofdbicos, para obtener SCNPs tipo “core-shell” con una

parte hidrofilica externa y una parte hidrofébica interna (ver Figura 14). La cascara solvofilica
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externa impedird la agregacion intermolecular, permitiendo el entrecruzamiento de las
unidades solvofdbicas en el nucleo interno. En este segundo modelo, se simulé un copolimero
con estructura regular (REG) y otro con estructura al azar (RAN); observandose que los
precursores anfifilicos con una secuencia regular no son dutiles para la produccién de
nanoparticulas globulares, a diferencia de los de secuencia aleatoria.

plegado de

cadena
Hzo e"

hidrofilico

Figura 14. Representacion de la construccion de SCNPs a través de un solo plegado de la cadena del
copolimero aleatorio anfifilico (modelo Il RAN) en agua.

En ambas rutas, después de completar el entrecruzamiento y la restauracion de las buenas
condiciones de disolvente, las nanoparticulas unimoleculares obtenidas son objetos globulares
siempre que el contenido de grupos reactivos sea lo suficientemente elevado (ver Figura 12).%8

Recientemente, se han reportado varios articulos que muestran datos experimentales de
nanoparticulas con morfologia casi globular en solucién, basados en copolimeros anfifilicos. A
modo de ejemplo, Akashi y colaboradores® prepararon nanoparticulas unimoleculares en
solucién acuosa basadas en un copolimero al azar anfifilico, compuesto por unidades de acido
v-glutdmico como segmento hidréfilo y L-fenilalanina (Phe) como el segmento hidréfobo. Se
obtuvieron estructuras globulares, de pesos moleculares superiores a 140 kDa a contenidos de
Phe de entre el 27 y el 42%, que fueron investigados por SANS y técnicas de fluorescencia. Mas
recientemente, Ana Sanchez-Sdnchez y colaboradores®® han sintetizado SCNPs globulares en
base a un copolimero aleatorio anfifilico (de relativamente bajo peso molecular) compuesto
por unidades de oligoetilenglicol metil éter metacrilato (OEGMA) y 2-acetoacetoxi etil
metacrilato (AEMA) (Figura 15). Estos nanogldbulos bioinspirados imitan las caracteristicas de
las metaloenzimas.

17



0 B
) >
O O 0 0
T
. 4 4” 4 l + (;‘,'0~1)_,'121(2.,7!. .‘.T!?_'m' ' ‘ |
A ¥ 240 | |
0 4/0 0.5x o "o o : 0
) INTRACHAIN
PL:x=95y=137 “_ O, O N1:33 mol% AEMA (33 Cu)
P2x=45y=114 ( CPESTN N2:22 mo AEMA (16 Cu)
P3:x=57;y=301 )70 >0 o=( N3: 12 mol% AEMA (20 Cu)
poIi(OEMA-co-A;Eh’/lA) anfifilico nano-objet&%ioisnpirado
In dioxane In water

Figura 15. Imitando a las metalo-enzimas: sintesis de nanoparticulas unimoleculares metalo-plegadas
de estructura globular que contienen dtomos de cobre. **
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

El objetivo de este trabajo es sintetizar y caracterizar nanoparticulas poliméricas de una sola
cadena (SCNPs) formadas a partir de copolimeros al azar anfifilicos Poli(OEGMA-co-AEMA),
compuestos por dos mondmeros: oligoetilenglicol metil éter metacrilato (OEGMA), mondémero
hidrofilico, y 2-acetoacetoxi etil metacrilato (AEMA), mondmero hidrofébico; por complejacion
intramolecular de las unidades AEMA de los copolimeros con iones Cu(ll), dando lugar a SCNPs
metalo-plegadas. Especificamente, con este trabajo se quiere investigar como afectan a la
estructura de las SCNPs:

e El peso molecular del copolimero al azar Poli(OEGMA-co-AEMA) sintetizado por
polimerizacidn radicalaria controlada tipo RAFT.

e Lacantidad de mondmero hidrofébico (AEMA) incorporada al copolimero precursor.

e El aumento progresivo de la concentracion de precursor al sintetizar las
nanoparticulas en agua (1 mg/mL, 10 mg/mLy 100 mg/mL).

e Dos protocolos especificos de sintesis:

1) Sintesis de las SCNPs en un disolvente selectivo (agua) seguido por transferencia a
un buen disolvente de ambos mondmeros (tetrahidrofurano-THF).

2) Sintesis de las SCNPs en un buen disolvente de ambos monémeros (THF).
Para ello se ha utilizado una combinacion de técnicas experimentales de caracterizacién que
incluyen: resonancia magnética nuclear de protén (*H RMN), cromatografia por exclusién de
tamanio (SEC), analisis termogravimétrico (TGA), analisis elemental (EA) y dispersidn de rayos X

a bajos angulos (SAXS).

Los resultados obtenidos se han analizado a la luz de recientes simulaciones por ordenador.
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PARTE EXPERIMENTAL

MATERIALES:

Los mondmeros empleados, oligoetilenglicol metil éter metacrilato (OEGMA) (Aldrich, M, =
300 Da) y 2-acetoacetoxi etil metacrilato (AEMA) (Aldrich, 95%), fueron purificados
pasandolos por alumina basica. El iniciador 2,2-azobis(2-metilpropionitrilo) (AIBN) (Aldrich,
98%) fue purificado por recristalizacion. Acetato de cobre(ll) (Cu(OAc)2) (98%), 1,4-dioxano
(anhidro 99,8%), hexano (anhidro 95%) y cloroformo deuterado (99,96 % de atomos D) fueron
comprados en Aldrich y utilizados tal cual. Acido cianopentanoico ditiobenzoato (CPADB) fue
comprado en Strem Chemicals y tetrahidrofurano anhidro (THF) en Scharlab. El agua
desionizada fue obtenida del aparato Barnstead TIl Pure Water System.

o
(o]
(o]
° O/\/ W
(@]
3-4 o o
OEGMA AEMA

Figura 16. Estructura quimica de los mondmeros utilizados en este trabajo: OEGMA = Oligoetilenglicol
metil éter metacrilato (M, = 300 Da) y AEMA = 2-acetoacetoxi etil metacrilato.

METODOS:
Sintesis de copolimeros Poli(OEGMA-co-AEMA)

Se han sintetizado copolimeros con pesos moleculares elevados y distintas proporciones de los
mondmeros: desde OEGMA / AEMA =93 mol % / 7 mol % hasta OEGMA / AEMA = 56 mol % /
44 mol %. Una reaccidn tipica de sintesis seria (para P1, OEGMA /AEMA = 75 mol % / 25 mol
%): En un pequefio reactor con agitacion (un vial de 15 mL tapado con septum), se disolvieron
1.54 mL de OEGMA (5.4 mmol), 0.34 mL de AEMA (1.8 mmol), 2.35 mg de AIBN (1.4 x 107
mmol) y 20 mg de CPADB (7 x 102 mmol) en 3 mL de 1,4-dioxano. La mezcla se purgd durante
15 minutos con Argoén, para quitar el oxigeno, que actia como inhibidor. La reaccién de
copolimerizacion se llevé a cabo a 70 2C durante 24h. Transcurrido este tiempo, la reaccidn se
paré dejando el reactor sumergido en nitrégeno liquido durante 2 minutos. El copolimero se
disuelvié en THF (la minima cantidad posible) y se precipité en 150 mL de hexano, realizando
esta operacidn 2 veces para eliminar posibles restos de mondmero sin reaccionar. Finalmente,
para aislar el copolimero se decanté el liquido y se dejé secando en una estufa de vacio a
temperatura ambiente.

Sintesis de nanoparticulas poliméricas unimoleculares metalo-plegadas a partir de
copolimeros Poli(OEGMA-co-AEMA)

Se evaluaron dos protocolos especificos de sintesis: Protocolo 1 - Sintesis de las SCNPs en un
disolvente selectivo (agua) seguido por transferencia a un buen disolvente de ambos
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monodmeros (tetrahidrofurano-THF), y Protocolo 2 - Sintesis de las SCNPs en un buen
disolvente de ambos mondmeros (THF).

La sintesis de las nanoparticulas se hizo tipicamente a 1 mg/mL en los dos disolventes. Para las
sintetizadas en agua se investigd el efecto de la concentracién de precursor (1, 10 y 100
mg/mL) en las caracteristicas finales de las SCNPs.

Protocolo 1: Sintesis en agua

En una reaccion tipica de sintesis, 100 mg del copolimero Poli(OEGMA-AEMA) (0.36 mmol para
P1) se disuelven en agua desionizada (90 mL) a temperatura ambiente, y se afiade poco a poco
una disolucion de Cu(OAc), de (8,34 mg (0.045 mmol) de Cu(OAc), disueltos en 10 mL de agua
desionizada), obteniendo asi una concentracion final de copolimero de 1 mg/mL. La disolucidn
se agité a temperatura ambiente durante 24 horas. Para aislar las nanoparticulas poliméricas
unimoleculares se procede a su liofilizacion (equipo empleado: TELSTAR, CRYODOS-80).

Protocolo 2: Sintesis en tetrahidrofurano (THF)

La sintesis en THF se realizd de la misma manera que en agua, pero reemplazando el agua
desionizada por THF. Para aislar las SCNPs se concentra la disolucién obtenida en la linea de
vacio, y se precipita en hexano. Por ultimo se decanta el liquido y se deja secando en estufa de
vacio a temperatura ambiente.

TECNICAS EXPERIMENTALES:

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica espectroscépica no destructiva que
estudia la interaccion de la materia -en un campo magnético- con la radiacion
electromagnética, normalmente en el rango de la radiofrecuencia (rf).

Esta técnica espectroscdpica puede utilizarse sdlo para estudiar nucleos atdmicos con un
numero impar de protones o neutrones (o de ambos). Esta situacion se da en los dtomos de
H, 13C, ¥F y 3IP. Este tipo de nlcleos son magnéticamente activos, es decir poseen espin. En
ausencia de campo magnético, los espines nucleares se orientan al azar. Sin embargo cuando
una muestra se coloca en un campo magnético, los nucleos con espin positivo se orientan en la
misma direccion del campo, en un estado de minima energia denominado estado de espin a,
mientras que los nucleos con espin negativo se orientan en direccién opuesta a la del campo
magnético, en un estado de mayor energia denominado estado de espin B.
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Figura 17. Representacion de la orientacion de los espines de nucleos magnéticamente activos: sin
campo magnético no estan orientados (izquierda); con la aplicacion de un campo magnético estan
orientados, dependiendo de su signo, como a-espin y B-espin.

Cuando una muestra que contiene un compuesto organico es irradiada brevemente por un
pulso intenso de radiacidn, los nucleos en el estado de espin a son promovidos al estado de
espin B. Cuando los nucleos vuelven a su estado inicial emiten sefiales cuya frecuencia
depende de la diferencia de energia (AE) entre los estados de espin a y B. El espectrémetro de
RMN detecta estas sefiales y las registra como una grafica de frecuencias (eje x) frente a
intensidad (eje y), que es el llamado espectro de RMN. El término resonancia magnética
nuclear procede del hecho de que los nucleos estan en resonancia con la radiofrecuencia.

Ezpectro de RMH

Tubo con

k‘—?}/ muestra

Generador de radiofrecuencia
controlado por un PC

|

iman
superconductor

Figura 18. Representacion esquematica de un equipo de RMN.

La Resonancia Magnética Nuclear es una de las técnicas espectroscépicas mas utilizadas en la
actualidad que permite entre otras: determinar la composicidn quimica de los polimeros,
determinar la cantidad relativa de mondmeros presente en un copolimero, etc.’ En cuanto a
la informacién que dan sobre la formacién de las nanoparticulas, cuando estas se forman se
crean nuevos enlaces que inducen cambios en el espectro. Igualmente, parte de los dtomos
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gue dan sefal tienen menos movilidad lo que suele traducirse en un ensanchamiento de los
picos y una pérdida de intensidad de los mismos en comparacién con los del precursor.?®

En este trabajo, las medidas de *H RMN se llevaron a cabo a temperatura ambiente en un
equipo BRUKER 400 MHz, usando cloroformo deuterado (CDCl; ) como disolvente.

Cromatografia de exclusion por tamaiio (SEC)

Las técnicas cromatograficas estan basadas en la separacién de los componentes de una
mezcla, aprovechando la distribucién de estos entre dos fases: una fase moévil y otra fase
estacionaria. Generalmente, mediante el empleo de una columna que contiene la fase
estacionaria, los compuestos a separar son arrastrados por la fase movil y son analizados a su
paso por el detector. La cromatografia de exclusion es un tipo de cromatografia liquida en la
cual la fase estacionaria es sdélida y la fase moévil es liquida. Se utiliza el término de
“Cromatografia de exclusion por tamafno” (SEC) o bien “cromatografia de permeabilidad sobre
gel” (GPC) o de permeacion en gel. Su principal aplicacion es la separacién de las moléculas en
funcidon de su tamafo con la finalidad de estudiar el peso molecular y su distribucién en
polimeros.

El relleno de columna se comporta como un tamiz donde se distinguen y separan las
moléculas: las moléculas pequefias entran en el interior del relleno poroso, pasan lentamente
y gquedan retenidas en el poro (tiempo de retencién largo), mientras que las moléculas de
tamafio superior al poro del relleno, no entran y pasan rapidamente por él (tiempo de
retencién corto).

Una vez que los componentes se separan, se pueden emplear varios métodos de deteccion
para caracterizar la muestra; detectores MALS (multi-angle light scattering) “detectores de
deteccién de luz”, detectores del indice de refracion (IR) o detectores viscosimétricos.®

La cromatografia de exclusién por tamafio ademas de ser una técnica sencilla para estudiar los
pesos moleculares y su distribucidn en polimeros, permite estudiar y hacer un seguimiento de
la formacién de nanoparticulas poliméricas unimoleculares ya que las nanoparticulas tienen un
radio hidrodindmico (Rn) menor que los polimeros con los que se sintetizan. De esta forma, el
progresivo plegado/colapso de las cadenas de precursor a nanoparticulas se observa por SEC
mediante el progresivo aumento en los tiempos de retencién, como se observa en la Figura
18.°

En este trabajo, las medidas de SEC se llevaron a cabo en un equipo SEC Agilent 1200,
mediante inyeccién manual a 30 2C, equipado con columnas PLgel 5 um Guard y PLgel 5 um
MIXED-C (relleno de poliestireno y divinilbenceno altamente reticulado) y triple deteccion: 1)
detector de indice de refracciéon (RI) (Optilab Rex, Wyatt), 2) detector multi-angulo de
dispersion de luz (MALS) ( MiniDraw Treos, Wyatt) y 3) detector viscosimétrico (ViscoStar-I,
Wyatt). El eluyente fue THF y la velocidad de flujo ImL/min. El software usado fue ASTRA 6.1.
Se empleé un valor dn/dc = 0.115 tanto para los precursores como las nanoparticulas.®
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Figura 19. Representacion esquematica de una columna SEC y de los cromatogramas respectivos para
moléculas con diferentes tamafios, donde se observan tiempos de retencion cortos para las moléculas

grandes y tiempos de retencidn largos para las pequeiias.
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Figura 20. Cromatogramas de SEC para un copolimero Poli(OEGMA-AEMA) (linea negra) y
nanoparticulas poliméricas unimoleculares formadas a partir de él en THF (linea roja) y en agua (linea

verde).

Termogravimetria (TGA)

La termogravimetria (TGA) es una técnica en la que las muestras se someten a un programa de
temperatura en una atmosfera especifica (inerte, oxidativa...) y se mide la variacién de masa
de la muestra frente a la temperatura (a velocidad de calentamiento o enfriamiento
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constante) o frente al tiempo a temperatura constante (termogravimetria estatica o
isotérmica).

El equipo consta de una termo-balanza, donde se coloca la muestra a analizar y se procede a
su calentamiento, con lo que el equipo mide la variacidn del peso de la muestra con la
temperatura (termograma).

Se usa para estudiar procesos que lleven asociada una pérdida de peso al aumentar la
temperatura (o con el tiempo a una temperatura determinada) tales como: descomposicion,
sublimacién, oxidacién, reduccién, desorcion, absorcién, etc. y para evaluar la estabilidad
térmica de diversos materiales: polimeros, alimentos, productos farmacéuticos, etc.'®

La técnica de TGA es util para ver los cambios que hay entre el precursor y las nanoparticulas,
si la estabilidad térmica es la misma o no, y para determinar el contenido de metal en las
muestras, etc.”

balanza

g3s —»-TT50
plato3i——=9»
ventilzader—m |

tterm oacopfe-;

Figura 21. Representacion esquematica de equipo TGA

El analisis de TGA se llevd a cabo en Q500-TA a una velocidad de calentamiento de 10 2C/min,
desde temperatura ambiente hasta 800 2C y en atmosfera de nitrégeno.

Analisis elemental (AE)

La técnica de analisis elemental (AE) es una técnica que permite determinar el contenido total
de carbono, hidrégeno, nitréogeno y azufre presentes en las muestras orgdnicas e inorganicas,
tanto sélidas como liquidas. Esta técnica es muy usada en amplias areas, polimeros, farmacos,
suelos, sedimentos, industria alimenticia, control ambiental, materiales agricolas, productos
naturales, aceites, etc., generalmente como técnica complementaria de otras de andlisis
estructural para la confirmacion de la formula molecular. *°
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Figura 22. Representacion esquematica de los componentes de un equipo de analisis elemental (AE).

Generalmente en la ciencia de los polimeros y de la quimica orgdnica el tipo de analisis
elemental mas usado es el de combustién. En esta técnica la muestra a analizar se quema, con
lo que se crean productos de combustién (CO2, H,0O, NO) que se recogen, se pesan, y con las
masas de cada producto se calcula la composicién (porcentaje de cada dtomo presente en la
muestra).’ En este estudio, las medidas de andlisis elemental se realizaron en un equipo Euro
EA3000.

Dispersion de rayos-X a bajo angulo (SAXS)

La dispersidon de rayos-X a bajo angulo (SAXS, del inglés “small angle X-ray scattering”) es una
técnica analitica no destructiva empleada para la caracterizacién estructural de materiales en
el rango de los nandmetros, de entre 1 nm y 150 nm. Es una técnica basada en analizar la
dispersidn de rayos X producida por un material al paso de un haz de rayos X monocromaticos,
a angulos muy bajos (normalmente 0.1 - 10 °).

En el caso de polimeros, el haz de rayos X interactta con los electrones de todos los dtomos en
la macromolécula, dando como resultado el denominado “patrén de dispersidon”, en el cual se
puede obtener las diferentes intensidades de rayos X en diferentes dangulos de dispersién, lo
gue permite caracterizar su estructura. Gracias a este método se pueden deducir pardmetros
de muestras nanoestructuradas como: Forma, tamafio, estructura interna, cristalinidad,
porosidad y superficie por volumen. Esta técnica se emplea en materiales tales como: cristales
liquidos, peliculas de polimeros, micro emulsiones, catalizadores, proteinas, nanoparticulas,
virus, etc.®

La técnica permite la determinacion del tamafio y forma tanto de las nanoparticulas, como de
los precursores. Del ajuste de los datos de SAXS a modelos apropiados es posible deducir tanto
el valor del radio de giro (Ry), como del exponente de Flory (v). Se espera valores cercanos a
0.59 para estructuras expandidas en buen disolvente. De hecho, los precursores lineales
muestran valores cercanos a 0.59, mientras que las SCNPs en disolucion muestran valores
comprendidos entre 0,48 y 0,51. Por su parte, un valor de 0.33 es tipico de glébulos
compactos.?
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Figura 23. Representacion esquematica del equipo SAXS.
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Figura 24. Representacion del valor del exponente de Flory (v) para precursores (v = 0.59), SCNPs en
disolucién (v = 0.48) y glébulos compactos (v = 0.33). 12

Las mediciones de SAXS se realizaron en un equipo Rigaku 3-pinhole PSAXS-L que funciona a 45
kV y 0,88 mA. El MicroMax—002 y el sistema generador de rayos-X estan compuestos por un
moddulo de fuente de tubo sellado y un micro foco generador de rayos-X integrado, que
produce fotones de trasmisién CuK, con una longitud de onda A = 1.54 A. Los rayos-X
dispersados son detectados en un detector de rayos-X de dos dimensiones (Gabriel, 2D- 200X).
Este detector ofrece un drea activa de 200 mm con 200 micras de resolucién. Todas las
muestras analizadas se filtraron con un filtro de 0.2 p.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis de copolimeros Poli(OEGMA-co-AEMA)

El objetivo de la primera parte del trabajo fue sintetizar copolimeros al azar del tipo
Poli(OEGMA-co-AEMA), de alto peso molecular (My), bajo indice de polidispersidad (PDI/) y
distintos porcentajes de AEMA, a partir del trabajo previo de Ana Sanchez.® La reaccién de
copolimerizacion RAFT del OEGMA y AEMA se muestra en la Figura 25:

N
0 © P s Y
—g >

0 0 CPADB o
g 1,4-dioxano
o) @) %)I?é\] 241
3-4 ;O
: e &
OEGMA Poli(OEGMA-co-AEMA) 5
AEMA o
(6]

Figura 25. Reaccion de copolimerizacion de OEGMA y AEMA en dioxano a 70 2C durante 24
horas, utilizando AIBN como iniciador y CPADB como agente RAFT.

Los copolimeros obtenidos en condiciones de sintesis controladas presentaron el aspecto de
aceites rosas (ver Figura 26 y Tabla 1), con un porcentaje de AEMA comprendido entre el 7 y el
43 mol % determinado mediante H RMN (ver Figura 27) utilizando el drea integrada de las
sefiales de "i" (AEMA, 3H) y "e" (OEGMA, 3H). El peso molecular de los copolimeros se
determind mediante SEC (ver Tabla 1, M,, =43 —213.5 kDa, PD/ = 1.05 - 1.23).

Figura 26. Aspecto tipico de un copolimero Poli(OEGMA-co-AEMA) soluble (izquierda). En condiciones
de sintesis no controladas, se obtuvieron geles insolubles (derecha).
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Figura 27. Espectro 'H RMN para el precursor P1 en cloroformo deuterado con la correspondiente
asignacion de las bandas.

Se investigaron diversas condiciones para obtener precursores de alto peso molecular (My),
bajo indice de polidispersidad (PD/) y contenido de AEMA a medida. Para lograrlo se variaron
las cantidades de mondmeros, iniciador, CTA, disolvente y el tiempo de reaccién para entender
como afectan estos parametros al sistema estudiado.

Como era de esperar, al aumentar la cantidad de iniciador, el peso molecular disminuye. Esto
ocurre porque hay mas radicales en el sistema, con lo que hay mds cadenas en crecimiento, y a
cada cadena (en promedio) se le adiciona(n) menos mondmero(s), por lo que se obtienen
pesos moleculares mas bajos. Con el disolvente ocurre lo mismo: cuando se aumenta la
cantidad de disolvente se obtienen pesos moleculares mas bajos, probablemente, debido a
reacciones de trasferencia al disolvente que bajan considerablemente el peso molecular. En
cuanto al tiempo de reaccion, a tiempos mas largos pesos moleculares mas altos como es de
esperar en una polimerizacién controlada tipo RAFT.

Algunas de las reacciones no funcionaron (ver Tabla 1), ya que las condiciones utilizadas no
fueron buenas para obtener un copolimero til. Asi, en los casos P5 y P8 (repeticion del P5) se
utilizé una cantidad de iniciador muy pequefia, y en P7 muy poco disolvente, por lo que no se
obtuvo el polimero esperado, sino un gel insoluble tanto en disolventes organicos (THF) como
en agua (Figura 26). Esto se puede atribuir al efecto gel, por la alta viscosidad del medio la
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terminacion de las cadenas estd impedida con lo que siguen propagando, dando lugar a
cadenas de altisimo peso molecular y a reacciones secundarias que producen el
entrecruzamiento de las mismas. Para poder obtener copolimeros utiles, se alteraron estas
reacciones cambiando las condiciones de polimerizacidn (reacciones P9, P10, P11, P12 y P13).

Tabla 1. Condiciones y resultados de la sintesis de copolimeros Poli(OEGMA-co-AEMA).

Relacion inicial
OEGMA/AEMA | CTA | AIBN | Dioxano SAEMA | "M, dRendimiento
Precursor (mol %) (mg) | (mg) (mL) t(h) |(mol %) | (KDa) | °PDI =M,/ M, (%)
P1 75/25 20 2.35 3 24 26 49.1 1.05 53
P2 70/30 20.9 | 2.45 3 24 21 47.3 1.06 62
P3 66.6/33.3 21.96 | 2.58 3 24 28 43.0 1.07 56
P4 66.6/33.3 11.29 | 1.33 3 24 31 121.7 1.08 55
P5* 60/40 12.54 | 1.07 3 24
P6 60/40 12.54 | 1.22 3 24 37 133.2 1.10 74
pP7* 60/40 12.54 | 1.47 15 24 - --- - -
P8* 60/40 12.54 | 1.07 3 24
P9 60/40 12.54 | 1.47 15 53 36 158.3 1.14 68
P10 60/40 12.54 | 1.47 4 24 34 103.4 1.23 84
P11 60/40 12.54 | 1.47 5 24 35 76.1 1.23 96
P12 60/40 12.54 | 1.47 3 20 35 194.0 1.06 79
P13 60/40 1391 | 1.64 3 24 35 175.0 1.08 79
P14 55/45 15.15 | 1.78 3 24 40 208.0 1.05 76
P15 55/45 15.15 | 1.78 3.8 24 41 120.4 1.16 83
P16 75/25 11.14 | 1.31 3 24 20 90.4 1.10 74
P17 80/20 9.87 | 1.16 3 24 11 110.1 1.04 55
P18 70/30 9.29 | 1.09 3 24 7 67.2 1.08 61
P19 65/35 12.87 | 1.51 3 24 31 136.0 1.12 72
P20 50/50 16.71 | 1.96 3 24 44 293.6 1.19 85
P21 50/50 25.09 | 2.95 3 24 43 94.3 1.32 87

2 El contenido de AEMA en el copolimero se ha determinado mediante *H RMN. ® El peso molecular
ha sido determinado mediante SEC/MALS en THF (dn/dc = 0.115). ¢ El rendimiento (%) = (gramos
obtenidos de copolimero / gramos de monémeros en la alimentacion) x 100. * Geles insolubles.

En el caso de P9 (equivalente a P7) para evitar el efecto gel se bajé el tiempo de reaccién a 5.3
h; de esta manera las cadenas no crecieron durante tanto tiempo, evitando el incremento de
la viscosidad que lleva al efecto de autoaceleracién y las posteriores reacciones de
reticulacién. De esta forma, se obtuvo un copolimero de peso molecular considerable M,, =
158.3 KDa y polidispersidad controlada (PD/ = 1.14).
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Para P10, P11, P12 y P13 se probd a cambiar diversas condiciones: en P10 y P11 se us6 mas
disolvente; 4 y 5 mL, respectivamente. A mayor cantidad de disolvente la viscosidad del medio
se reduce y el calor se disipa mas efectivamente, con lo que se evitd el efecto gel, pero el peso
molecular obtenido fue muy bajo: 88.1 y 76.4 KDa. Un problema observado fue que cuanto
mas disolvente se empleaba mas reacciones de trasferencia a éste se producian, obteniéndose
pesos moleculares mas bajos. Ademas, las reacciones de trasferencia hacen que las cadenas no
crezcan tan uniformemente, con lo que la polidispersidad aumentd notablemente (PD/ = 1.23).
En P12 el tiempo de reaccién se bajé a 20 h, y el resultado fue bueno: peso molecular bastante
alto 211.3 KDa y muy baja polidispersidad (PD/ = 1.07). En el dltimo caso, P13, se aumenté la
cantidad de iniciador (bajando la relacidn molar monémeros/CTA), con lo que también se
obtuvo un buen resultado: M,, = 161.7 KDa y PDI = 1,08. Al aumentar la cantidad de iniciador
hay mas radicales que propagan, con lo que a cada cadena se le adiciona(n), en promedio,
menos mondmero(s) y la viscosidad no es tan grande.

Los valores de indice de polidispersidad para las reacciones descritas en la Tabla 1 son buenos,
entre 1.03 — 1.32, una polidispersidad bastante controlada. En la mayoria de las reacciones,
ésta es menor de PD/ = 1.14; sobrepasan ese valor las reacciones en las que se ha utilizado mas
disolvente (P10, P11 y P15) y en las que la proporcidon de AEMA en la alimentacion es de un 50
mol % (P20 y P21). Por lo tanto, se puede concluir que las condiciones de sintesis son buenas,
y que el agente RAFT (CPADB) es muy efectivo para este sistema.

Protocolo 1: Sintesis en agua de nanoparticulas poliméricas unimoleculares metalo-
plegadas basadas en copolimeros Poli(OEGMA-co-AEMA)

Se han seleccionado los precursores que se ha considerado mas Uutiles para hacer
comparaciones, y con ellos se han sintetizado las nanoparticulas unimoleculares metalo-
plegadas en agua, a través de la siguiente reaccién: °
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Figura 28. Sintesis en agua de nanoparticulas poliméricas unimoleculares metalo-plegada basadas en
Poli(OEGMA-co-AEMA) empleando 0.5 equivalentes de Cu(OAc): con respecto a los equivalentes de
AEMA.
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Las nanoparticulas sintetizadas fueron analizadas mediante RMN para comprobar que se han
formado nuevos enlaces que inducen cambios en el espectro (ver como ejemplo la Figura 29).
El espectro RMN de las SCNPs muestra un ensanchamiento significativo de las bandas, que se
atribuye a la movilidad reducida de los protones una vez formadas las nanoparticulas, asi como
a la presencia de los 4tomos de cobre paramagnéticos. Este efecto se ha observado en todos
los espectros 'H RMN de las nanoparticulas sintetizadas (ver Anexo).

NPs H20 14

P14

] AA

T T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
1 {ppm}

Figura 29. Espectros de 'H RMN en cloroformo del precursor 14 con un contenido de AEMA del 39
mol% (en negro) y las nanoparticulas correspondientes sintetizadas en agua (en verde).
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Figura 30. Espectros de H RMN en cloroformo del precursor 18 con un contenido de AEMA del 7
mol% (en negro) y las nanoparticulas correspondientes sintetizadas en agua (en verde).

En el caso de las nanoparticulas con bajo contenido de AEMA (NPs 17 y NPs 18) el espectro
RMN cambia, pero los cambios son menos acusados (Figura 30). Esto se debe a que cuando el



contenido en AEMA es bajo, hay muy pocos grupos con los que pueda formar enlace el Cu(ll);
si hay pocos enlaces intramoleculares los protones tienen mayor movilidad, ademas la
cantidad de cobre es baja con lo que la presencia de iones paramagnéticos es menor. Aunque
estos espectros no demuestran que las SCNPs se hayan formado, el incremento en el tiempo
de retencidn en las medidas de SEC si lo confirmd, como se muestra en el siguiente apartado.

Efecto del contenido en AEMA

Para ver que es lo que ocurre cuando se aumenta la cantidad de AEMA (el monémero con el
grupo funcional reactivo) se han elegido diversos precursores que tienen un peso molecular
cercano (entre 67.2 y 110.1 KDa). Los resultados de SEC con triple deteccién se muestran a
continuacién en la siguiente Tabla:

Tabla 2. Resumen de los resultados de SEC para determinar el efecto del contenido en AEMA.
Precursores (P) en gris, y nanoparticulas sintetizadas en agua (NPs H20) en verde.

AEMA b tg ® M, bppl = bRy ® R | ARg| 4| ARy |
Muestra (mol %) (min) (KDa) (Mw/M,) (nm) (nm) (%) (%)
P18 7 8.13 67.2 1.08 9.2 6.5
NPs H,0 18 8.29 66.8 1.14 8.9 6.2 3
P17 11 8.10 110.1 1.04 12.6 7.9
NPs H.0 17 8.37 94.2 1.12 11 7 13
P16 20 8.18 90.4 1.10 9.5 7.1
NPs H.0 16 8.28 88.1 1.07 8.2 6.3 14
P10 34 7.99 103.4 1.23 12.1 8
NPs H,0 10 8,14 102.9 1.10 9.7 6.8 20
P21 43 8.05 94.3 1.32 8.5 7
NPs H,0 21 8.62 81.2 1.09 (4)* 5 (53)*

2 El contenido de AEMA se ha determinado mediante 'H RMN. ® El tiempo de retencion (tz), peso
molecular promedio en peso (M,), indice de polidispersidad, radio de giro (Ry) y radio hidrodinamico
(Rr) han sido determinados mediante SEC con triple deteccion en THF (dn/dc = 0.115). € |AR,| = |
(Rg(SCNPs H20) — Ry(precursor)) / Rg(precursor)| x 100. ¢ |AR,| = | (Ri(SCNPs H20) — Ru(precursor)) /
Ru(precursor)| x 100. * Valor fuera del limite de deteccién del detector MALS.

Al aumentar la cantidad de AEMA hay mayor reduccion del radio hidrodinamico y del radio de
giro. Cuando el porcentaje de AEMA es muy bajo (ver P18, 7 mol% de AEMA) la reduccidn es
muy pequena, practicamente no hay grupos funcionales reactivos que induzcan el colapso del
precursor y la nanoparticula que se obtiene es practicamente del mismo tamaiio que el
precursor (radio hidrodindmico un 5 % mas pequefio y radio de giro un 3 % mas pequeio). A
medida que se aumenta la cantidad de AEMA, hay mas grupos reactivos que forman enlaces
con el cobre, con lo que se consigue un grado de compactacion mayor. A partir del 40 % de
AEMA la reduccién es mucho mayor, si bien deja de ser posible una determinacion fiable del
valor de radio de giro ya que queda claramente fuera del limite de deteccién del detector
MALS (no asi el radio hidrodindmico, cuyo valor si es fiable).
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Efecto del peso molecular

Viendo que cuando el porcentaje de AEMA es grande el grado de compactacion en las SCNPs
es mayor, para ver como afecta el peso molecular se han sintetizado nanoparticulas de
alrededor de 35 % de AEMA vy de 43 % de AEMA con diferentes pesos moleculares. Los
resultados obtenidos se muestran en las tablas 3y 4.

Tabla 3. Resumen de los resultados de SEC para determinar el efecto del peso molecular para
precursores con un contenido en AEMA del 35 mol%. Precursores (P) en gris, y nanoparticulas
sintetizadas en agua (NPs H20) en verde.

s AEMA bt b M, b pp| = bRy bRy | ARy | 9 AR |
Muestra (mol %) (min) (KDa) (Mw/M;) (nm) (nm) (%) (%)
P10 34 7.99 103.4 1.23 12.1 8
NPs H,0 10 8.16 102.9 1.10 9.7 6.8 20 15
P13 35 7.96 175.0 1.08 15.6 9.8
NPs H,0O 13 8.16 174.6 1.04 11.3 8 28 18
P12 35 7.98 194.0 1.06 16.3 11
NPs H,0 12 8.14 194.8 1.06 12.4 9.5 24 14

2 El contenido de AEMA se ha determinado mediante *H RMN. ® El tiempo de retencién (tz), peso
molecular promedio en peso (M,), indice de polidispersidad, radio de giro (Ry) y radio hidrodinamico
(Rr) han sido determinados mediante SEC con triple deteccion en THF (dn/dc = 0.115). € |AR,| = |
(Rg(SCNPs H20) — Ry(precursor)) / Rg(precursor)| x 100. ¢ |AR,| = | (Ri(SCNPs H20) — Ru(precursor)) /
Ru(precursor)| x 100.

Tabla 4. Resumen de los resultados de SEC para determinar el efecto del peso molecular para
precursores con un contenido en AEMA del 43 mol%. Precursores (P) en gris, y nanoparticulas

sintetizadas en agua (NPs Hz20) en verde.

" AEMA bt b M, b pp| = bR, bRy | ARy | 9| ARy |
Muestra (mol %) (min) (KDa) (Mw/My) (nm) (nm) (%) (%)
P21 43 8.05 94.3 1.32 8.5 7
NPs H,0 21 8.43 81.2 1.09 (4)* 5 (53)* 29
P20 43 7.83 293.6 1.19 18.4 10.5
NPs H,0 20 8.29 186.2 1.03 7.9 8.5 57 19

2 El contenido de AEMA se ha determinado mediante *H RMN. ® El tiempo de retencién (tz), peso
molecular promedio en peso (M,), indice de polidispersidad, radio de giro (Ry) y radio hidrodinamico
(Rn) han sido determinados mediante SEC con triple deteccion en THF (dn/dc = 0.115). € |ARy| = |
(Rg(SCNPs H20) — Ry(precursor)) / Rg(precursor)| x 100. ¢ |AR,| = | (Rn(SCNPs H20) — Ru(precursor)) /
Ru(precursor)| x 100. * Valor fuera del limite de deteccién del detector MALS.

Los resultados muestran que aumentar el peso molecular no afecta mucho en la reduccién del
radio hidrodindmico y del radio de giro. En la comparacion de las muestras con 35 mol% de
AEMA, las tres muestras analizadas dan una reduccion de alrededor de 16 % en Ry y 24 % en
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Rg. Por su parte, las muestras con 43 mol % de AEMA muestran una reduccién de alrededor de
24 % en Ryy >50 % en Ry,.

Efecto de la concentracion de precursor

La Tabla 5 y la Figura 31 muestran los resultados obtenidos al aumentar hasta 2 érdenes de
magnitud la concentracidn del precursor con 40 mol% de AEMA durante la sintesis de las
nanoparticulas en agua: 1 mg/mL, 10 mg/mL, y 100 mg/mL.

Tabla 5. Resumen de los resultados de SEC para determinar el efecto de la concentracion de
precursor. Precursores (P) en gris, y nanoparticulas sintetizadas en agua (NPs H20) en verde.

3Concentracion| °tg ® M, bppl = Ry ® R °|ARg| | ¢|ARs|
Muestra (mg/mL) (min) (KDa) (Mw/M5) (nm) (nm) (%) (%)
P14 7.95 208.0 1.05 16.4 11
NPs H,O 14-1 1 8.14 206.5 1.05 9.1 8 45 27
NPs H,O 14-10 10 8.22 137.2 1.10 8.9 6.8 45 38
NPs H,O 14-100 100 8.38 71.3 1.04 (5.6)* 5 (66)* 55

2 Concentracion de precursor durante la sintesis de las SCNPs. ® El tiempo de retencidn (tz), peso
molecular promedio en peso (M,), indice de polidispersidad, radio de giro (Ry) y radio hidrodinamico
(Rn) han sido determinados mediante SEC con triple deteccion en THF (dn/dc = 0.115). € |AR,y| = |
(Rg(SCNPs H20) — Ry(precursor)) / Rg(precursor)| x 100. ¢ |AR,| = | (Ri(SCNPs H20) — Ru(precursor)) /
Ru(precursor)| x 100. * Valor fuera del limite de deteccién del detector MALS.

Hydrodynamic Radius (v) vs. time

— nano 14 sint H20 10 mgml — reaccion 14 oegma aema — nanoparticula 14 — nano 14 sint H20 100mgrr

—LS

Hydrodynamic Radius (v) (hnm)

7.5 8.0 8.5 9.0
time (min)

Figura 31. Cromatogramas de SEC obtenidos para el precursor 14 (linea negra), nanoparticulas sintetizadas en

H,0 a 1 mg/mL (linea verde oscuro), nanoparticulas sintetizadas en H,0 a 10 mg/mL (linea rosa) y nanoparticulas
sintetizadas en H,0 a 100 mg/mL (linea verde claro).
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En general, concentrar el sistema durante la sintesis produce SCNPs mas compactas como se
aprecia a la vista de los resultados de la Tabla 1. Como se ve en la Figura 31, la sintesis puede
llevarse a cabo hasta una concentracion de 100 mg/mL sin apreciarse problemas de
agregacion. Esto es debido, presumiblemente, al efecto estérico estabilizante que introducen
las ramas de oligoetilenglicol sobre la estructura “core-shell” de las nanoparticulas poliméricas
unimoleculares y es muy interesante de cara al escalado de la producciéon de SCNPs para
potenciales aplicaciones.

Protocolo 2: Sintesis en THF de nanoparticulas poliméricas unimoleculares metalo-
plegadas basadas en copolimeros Poli(OEGMA-co-AEMA)

Se han seleccionado algunos de los precursores anteriores para sintetizar las nanoparticulas en
THF, y compararlas con las sintetizadas en agua (protocolo 1). En el caso de la sintesis en THF
la reaccidn es la siguiente:
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Figura 32. Sintesis en THF de nanoparticulas poliméricas unimoleculares metalo-plegada basadas en
Poli(OEGMA-co-AEMA) empleando 0.5 equivalentes de Cu(OAc): con respecto a los equivalentes de
AEMA.
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Comparacion de resultados y medidas adicionales

Resultados de RMN

Todas las nanoparticulas sintetizadas en THF, fueron analizadas mediante *H RMN, para
comprobar la formacién de los nuevos enlaces con el cobre y poder ver si hay alguna
diferencia con los espectros de las SCNPs sintetizadas en agua (ver Figuras 33y 34).

NPs THF 14

MPs H20 14

P14

Figura 33. Espectros de 'H RMN en cloroformo del precursor 14 con un contenido de AEMA del 39
mol% (en negro) y las nanoparticulas correspondientes sintetizadas en agua (en verde) y en THF (en
rojo).

MNPs THF 18

MNPs H2O 18

Pis AJJ
I Y R |

Figura 34. Espectros de 'H RMN en cloroformo del precursor 18 con un contenido de AEMA del 7

mol% (en negro) y las nanoparticulas correspondientes sintetizadas en agua (en verde) y en THF (en
rojo).
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En las SCNPs sintetizadas en THF, al igual que el de las sintetizadas en agua, los espectros
muestran un significativo ensanchamiento de las bandas, lo que atribuimos a la formacion de
las nanoparticulas. Tanto cuando es baja la cantidad de AEMA como cuando es alta, los
espectros de RMN de las nanoparticulas sintetizadas en H,O y THF son muy parecidos (ver
Anexo).

Resultados de SEC

Los resultados comparativos de SEC para los Protocolos 1 (sintesis en H,0) y 2 (sintesis en THF)
se recogen en la siguiente Tabla:

Tabla 6. Resultados comparativos de la sintesis con Cu(OAc): de nanoparticulas basadas en
Poli(OEGMA-co-AEMA) en Hz20 y en THF. Precursores (Px) en gris, nanoparticulas sintetizadas en agua
(NPs Hz0 x) en verde y nanoparticulas sintetizadas en THF (NPs THF x) en rojo.

2 AEMA bty b M, b ppj = bRy bRy | ARy | 9 AR |
Muestra (mol %) (min) (KDa) (Mw/My) (nm) (nm) (%) (%)
P17 11 8.10 110.1 1.04 12.6 7.9
NPs H,0 17 8.37 94.2 1.12 11 13 11
NPs THF 17 8.15 100.3 1.16 11.1 12 11
P16 20 8.18 90.4 1.10 9.5 7.1
NPs H,O 16 8.28 88.1 1.07 8.2 6.3 14 11
NPs THF 16 8.24 103.4 1.09 8.3 6.6 13 7
P13 35 7.96 175.0 1.08 15.6 9.8
NPs H,O 13 8.16 174.6 1.04 11.3 8 28 18
NPs THF 13 8.03 172.2 1.13 11.8 8.1 24 17
P14 40 7.95 208.0 1.05 16.4 11
NPs H,0O 14 8.14 206.5 1.05 9.1 8.2 45 26
NPS THF 14 8.04 200.3 1.07 13.4 8.4 18 24
P20 43 7.83 293.6 1.19 18.4 10.5
NPs H,0 20 8.29 186.2 1.03 7.9 8.5 57 19
NPs THF 20 8.16 287.1 1.04 9 9.4 51 11

2 El contenido de AEMA se ha determinado mediante *H RMN. ® El tiempo de retencién (tz), peso
molecular promedio en peso (M,), indice de polidispersidad, radio de giro (Rg) y radio hidrodinamico
(Rr) han sido determinados mediante SEC con triple deteccion en THF (dn/dc = 0.115). € |ARy| = |
(Ry(SCNPs H20) — Rq(precursor)) / Ry(precursor)| x 100. ¢ |AR,| = | (Rs(SCNPs H20) — Ru(precursor)) /
Ru(precursor)| x 100.

Cuando el porcentaje de AEMA es bajo, las nanoparticulas sintetizadas en agua y las
sintetizadas en THF son practicamente del mismo tamafo (ver Figura 35). A medida que
aumenta la cantidad de AEMA hay diferencias mas significativas entre ellas y a partir de un 40
mol % de AEMA las nanoparticulas sintetizadas en agua presentan tiempos de retencién mas
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largos a consecuencia de su mayor compactacion (en general, Ry y Ry mds pequefios) (ver
Figura 36), (ver anexo).

Hydrodynamic Radius (v) vs. time
— NPs 16 THF precipitado — NPs 16 sint H20 — precursor 16 Tmg-ml Oh

—Ls
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o 2
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1 1

Hydrodynamic Radius (v) (nm)
2
;

>
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6.0

T T T
8.0 8.5 9.0
time (min)

Figura 35. Cromatograma SEC (linea continua) y radio hidrodinamico (Rx) (linea discontinua) para el precursor P16
(linea negra), nanoparticulas sintetizadas en THF (linea roja) y nanoparticulas sintetizadas en H,0 (linea verde).

Hydrodynamic Radius (v) vs. time
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Figura 36. Cromatograma SEC (linea continua) y radio hidrodinamico (Ry) (linea discontinua) para el precursor P14
(linea negra), nanoparticulas sintetizadas en THF (linea roja) y nanoparticulas sintetizadas en H,O (linea verde).
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Se ha seleccionado el precursor P14, con sus respectivas nanoparticulas, para su estudio
completo por TGA, AE y SAXS, complementando los resultados obtenidos con los de
simulaciones por ordenador.

Resultados de TGA

Se realizaron medidas de TGA para el precursor P14 y las correspondientes SCNPs sintetizadas
mediante los Protocolos 1y 2, como se ilustra en la Figura 37.

120

———— NPs 14 H20 bueno.001
NPs 14 THF bueno.001
precursor 14 bueno.001

100

80

g
5 601
KT
=
40
7.6 % CuO
6.8 % CuO
20
0 T T T
0 200 400 600 800
Temperature (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Figura 37. Curvas de TGA para el precursor P14 (linea negra) y para las nanoparticulas sintetizadas en
agua (linea verde) y en THF (linea roja). El residuo de color negro tras la calcinacion de la muestra
corresponde a 6xido de cobre (II) en ambos casos.

Por lo que a la estabilidad térmica se refiere, las dos nanoparticulas se descomponen a la
misma temperatura y la curva TGA tiene la misma forma.

El contenido de CuO de la nanoparticula sintetizada en agua (NPs H,0 14) fue del 7.6 % y el de
la sintetizada en THF (NPs THF 14) fue de 6.8 %; asi, el porcentaje de cobre (Cu) de la muestra
NPs H,0 14 es del 6.1 % y el de la muestra NPs THF 14 del 5.5 % (ver Tabla 7).
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Tabla 7. Resultados del TGA para la determinacion del contenido de cobre de las SCNPs. Precursor (P)

en gris, nanoparticulas sintetizadas en agua (NPs H20) en verde y nanoparticulas sintetizadas en THF
(NPs THF) en rojo. (Peso molecular del CuO: 79.55 g/mol, Porcentaje de Cu: 80.0 %)

Masa Residuo a
Muestra (mg) 600 2C (%) |Residuo (CuO) (%) | Cu (mg) Cu (%)
P14 5.68 - - - -
NPsH,O 3.75 8.84 7.6 0.23 6.1
NPs THF 4.64 8.05 6.8 0.25 5.5
Resultados de AE

Se realizd una prueba de andlisis elemental, para verificar la composicién atémica del

precursor y las nanoparticulas. Los resultados se muestran en las Tablas 8 y 9.

Tabla 8. Porcentajes atomicos tedricos para las muestras P14, NPs H.0 14, y NPs THF 14. Como la

composicion exacta del OEGMA no es conocida (el suministrador indica que el nimero de unidades

repetitivas de 6xido de etileno en el mondémero esta comprendido entre n=3 y n=4), los porcentajes

atomicos teodricos se han calculado asumiendo n=3, n=4 y la media de los dos.

Porcentaje atdmico tedrico

Muestra C% H % 0% Cu%
P14 (n=3) 57.44 7.61 34.95 0.00
P14 (n=4) 58.44 7.95 33.10 0.00
Media P14 57.94 7.78 34.03 0.00
NPs H,0 14 (n=3) 54.66 7.14 33.07 5.13
NPs H,0O 14 (n=4) 56.13 7.46 31.28 5.13
media NPs H,O 14 | 55.40 7.30 32.18 5.13
NPs THF 14 (n=3) 54.66 7.14 33.07 5.13
NPs THF 14 (n=4) 56.13 7.46 31.28 5.13
media NPs THF 14 | 55.40 7.30 32.18 5.13

Y,

OEGMA

60.5 %

%O/\/DW

AEMA

39.5%

Tabla 9. Comparacion entre la composicidon atdmica tedrica y la experimental para las muestras P14,
NPs H20 14 y NPs THF 14.

Composicidn atomica tedrica Composicidn atdmica experimental
Muestra C% |H% [N% [S% [0O% |Cu% |C% H% [N% |S% 0% |[PCu%
P14 579 |78 |- - 343 |- 546 |7.7 0.1 0.2 374 |-
NPsH,014 |554 |73 |- - 322 (5.1 524 (7.3 0.1 0.3 33.8 |6.1
NPs THF 14 |55.4 |7.3 | - - 32.2 |51 525 |73 0.1 0.1 346 |5.4

2 Contenido de cobre calculado asumiendo que cada atomo de Cu esta complejado por 2 unidades

AEMA. ® Contenido de Cu determinado experimentalmente por TGA (Tabla 7).
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Teniendo en cuenta que la férmula quimica del OEGMA no es exacta, asi como el error
inherente a la técnica de AE, los resultados experimentales muestran bastante buena
concordancia con los valores tedricos. Se deduce que la incorporacién de Cu a las
nanoparticulas es cuantitativa. El pequefio contenido en nitrégeno y el azufre de las muestras
viene del CPADB y del AIBN. Como se ha indicado anteriormente al discutir la reaccién de
sintesis del precursor (ver Figura 25), los grupos funcionales de estos compuestos se quedan
en las terminaciones de las cadenas, por lo que era de esperar encontrar trazas de estos
compuestos en las medidas de AE.

Resultados de SAXS

Se llevaron a cabo medidas complementarias de SAXS, para determinar el tamafio y el grado
de compactacién en THF del precursor P14 y las SCNPs sintetizadas a través de los Protocolos 1
(sintesis en agua) y 2 (sintesis en THF). Las medidas fueron llevadas a cabo por Arantxa Arbe y
Amaia Iturrospe. Las correspondientes curvas de SAXS se muestran en la Figura 38 y los datos
de Ry y v (exponente de Flory) obtenidos del ajuste de las curvas en la Tabla 10.

A) B)

¢ Precin THF RT 8867 & NPs(H20)in THF RT 20mg/mL 8950-51
° B

1T T 3 T T T ———T T

logl Rg.= 15,700,221 ] log |
[ nu=0,600,0022 ]
10=0,76+ 0,012 1 1

Re.= 12,960,062
ny.=0,55+0,0008
0= 3,89+ 0,022

01 E

0.1

0001

0.1 T logQ

< NPs(THF)in THF RT 8877
! Q)

& NPs(THF) in THF 8878-84

log| Rg=12,7+0.221
nu=0,54+0,012
10=1,32+0,012

Figura 38. Curvas de SAXS: A) Precursor P14 en THF a 25 2C. B) Nanoparticulas NPs H.0 14 en THF a 25
oC. C) Nanoparticulas NPs THF 14 en THF a 25 2C (puntos azules) y a 50 2C (puntos verdes).
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Tabla 10. Resultados de SAXS para las muestras P14, NPs H20 14, y NPs THF 14.

Muestra T | 2Ry (SAXS) | 2v (Exponente de Flory) bR, (SEC) ®Ry, (SEC)
(eC) (nm) (hm) (nm)
P14 25 15.7 0.60 16.4 11
NPs H,O 14 | 25 12.9 0.55 9.1 8.2
NPs THF 14 | 25 12.7 0.54 13.4 8.4

2 Datos obtenidos mediante SAXS.? Datos obtenidos mediante GPC.

El precursor P14 en THF, a la vista del exponente de Flory obtenido, tiene una conformacién de
cadena extendida en buen disolvente. El valor de R, determinado por SAXS a 25 2C (15.7 nm)
estd en buen acuerdo con el obtenido por SEC a 30 2C (16.4 nm).

Por su parte, las SCNPs obtenidas tanto por el Protocolo 1, como por el Protocolo 2 muestran
valores de v inferiores a 0.6 que reflejan su nivel de compactacién con respecto al precusor, si
bien los valores de v estan lejos del valor esperado para objetos globulares (v = 0.33), siendo
mas proximos al de cadenas en un disolvente 0 (v = 0.5). A diferencia de lo observado por SEC,
no se aprecian grandes diferencias en los valores de Ry determinados por SAXS a 25 2C para las
SCNPs sintetizadas mediante el Protocolo 1y el Protocolo 2.

Simulaciones por ordenador

Se realizaron simulaciones por ordenador para investigar si aun no habiendo grandes
diferencias en el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas mediante el Protocolo 1 y el
Protocolo 2, su estructura interna (distribucién de los dtomos de Cu) era diferente o no. Estas
simulaciones fueron llevadas a cabo por Angel Moreno y Federica Lo Verso. Este estudio es de
especial relevancia para posibles aplicaciones de dichas SCNPs en catalisis.

Se simuldé un modelo simple en el que los precursores consistieron en cadenas de bolas y
muelles con grupos laterales reactivos. Las SCNPs se generaron por entrecruzamiento
intramolecular de dichas cadenas de precursor. Partiendo de distintas configuraciones de las
cadenas de precursor, se generaron cientos de SCNPs que fueron empleadas para obtener los
promedios estadisticos de las propiedades conformacionales. Las referencias 18 y 20
contienen una descripcion mas detallada del modelo y de los procedimientos de simulacidn
empleados.

Se simularon 2 Protocolos equivalentes a los estudiados experimentalmente:

e Protocolo 1: Se empled un precursor anfifilico, con una cadena solvofilica y grupos
laterales solvofdbicos. Se impusieron condiciones de mal disolvente para dichos
grupos solvofébicos de forma que el precursor adoptaba una estructura alargada tipo

|” I “

“core-shell”, con los grupos reactivos solvofébicos colapsado en el interior del “core”.
Tras realizar el entrecruzamiento intramolecular de la SCNPs colapsadas, se
reestablecieron condiciones de buen disolvente para determinar las propiedades

conformacionales resultantes.
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e Protocolo 2: El entrecruzamiento intramolecular se llevd a cabo en condiciones de
buen disolvente.

Los resultados obtenidos se ilustran en las Figuras 39 y 40.

A)

B)

Figura 39. A) Morfologia tipica de una nanoparticula polimérica unimolecular en condiciones de
buen disolvente, preparada mediante simulaciones por ordenador siguiendo el Protocolo 1. Las
bolas verdes y azules representan grupos solvofdébicos reactivos e inertes del monémero AEMA.
Las bolas naranjas representan grupos solvofilicos inertes del monémero OEGMA. B) Distribucion
de sitios cataliticos en la nanoparticula de acuerdo con las simulaciones por ordenador, donde
cada pareja de bolas verdes esta enlazada por 1 atomo de Cu.

A)
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Figura 40. A) Morfologia tipica de una nanoparticula polimérica unimolecular en condiciones de
buen disolvente, preparada mediante simulaciones por ordenador siguiendo el Protocolo 2. Las
bolas verdes representan grupos solvofdébicos reactivos del monémero AEMA. Las bolas naranjas
representan grupos solvofilicos inertes de los monémeros OEGMA y AEMA. B) Distribucion de
sitios cataliticos en la nanoparticula de acuerdo con las simulaciones por ordenador, donde cada
pareja de bolas verdes esta enlazada por 1 atomo de Cu.

Como puede apreciarse claramente al comparar las Figuras 39B y 40B, la distribucién de
sitios cataliticos (dtomos de Cu) es muy diferente para las nanoparticulas obtenidas por el
Protocolo 1 y 2. En el primer caso, se observan agrupaciones (“clusters”) de sitios
cataliticos, mientras que en el segundo hay una distribucion espacial mucho mas
homogénea a lo largo de la nanoparticula. Estos resultados son muy prometedores ya que
permitirian modular las propiedades cataliticas de las SCNPs, en funcion de su protocolo
de sintesis.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se han sintetizado de forma eficiente toda una serie de nanoparticulas
poliméricas unimoleculares, SCNPs, metalo-plegadas basadas en copolimeros anfifilicos de
Poli(OEGMA-co-AEMA) de alto peso molecular, bajo indice de polidispersidad y diferentes
contenidos de AEMA. Se han investigado 2 protocolos especificos de sintesis: Sintesis de las
SCNPs en un disolvente selectivo (agua) seguido por transferencia a un buen disolvente de
ambos mondmeros (THF), denominado Protocolo 1, y sintesis de las SCNPs en un buen
disolvente de ambos mondmeros (THF), Protocolo 2.

Se ha observado por medidas de SEC con triple deteccién que el contenido de AEMA en el
precursor tiene un efecto muy significativo en el grado de compactacién de las SCNPs tanto
para el caso del Protocolo 1, como para el caso del Protocolo 2. A bajos contenidos de AEMA el
grado de compactacién es bajo y sélo a contenidos de AEMA cercanos o superiores al 40 mol %
la reduccion en radio de giro y radio hidrodindmico es apreciable. Con respecto al Protocolo 1,
para un contenido de AEMA dado no hay un efecto significativo del peso molecular en el nivel
de compactacion, al menos en el intervalo de pesos moleculares investigado en este trabajo.
Hay que resaltar que en agua es posible obtener nanoparticulas poliméricas individuales
incluso a una concentracion de precursor durante la sintesis de 100 mg/mL. Esto es debido al
efecto estérico estabilizante que introducen las ramas de oligoetilenglicol sobre la estructura
“core-shell” de las nanoparticulas poliméricas unimoleculares, siendo esto muy interesante de
cara al escalado de la produccion de SCNPs para potenciales aplicaciones.

De acuerdo con los resultados de SEC, las SCNPs sintetizadas mediante el Protocolo 1 tienden a
ser ligeramente mds compactas en THF que las sintetizadas mediante el Protocolo 2, aunque a
la vista de los resultados de SAXS estas diferencias serian minimas. La presencia de cobre en
las nanoparticulas tiene un efecto significativo sobre el espectro de *H RMN, induciendo un
notable ensanchamiento de las bandas. El contenido de cobre en las nanoparticulas ha sido
cuantificado por TGA y la composicion atémica elemental por EA, siendo éste cuantitativo
respecto al valor esperado y no habiendo diferencias apreciables entre las SCNPs preparadas
por el Protocolo 1 o el 2. De acuerdo con los resultados de SAXS, los precursores se comportan
como cadenas en buen disolvente, mientras que las SCNPs en THF tienen un comportamiento
mas parecido a cadenas en disolvente 6.

Aun teniendo las nanoparticulas obtenidas por el Protocolo 1 y 2 grados de compactacidn
similares, los resultados de simulaciones por ordenador revelan que la distribucién de sitios
cataliticos (dtomos de Cu) es muy diferente en ambos casos. En el primero, se observan
agrupaciones (o “clusters”) de sitios cataliticos, mientras que en el segundo hay una
distribucion espacial mucho mas homogénea a lo largo de la nanoparticula. Estos resultados
son de especial relevancia para posibles aplicaciones de dichas SCNPs en catalisis, ya que
permitirian modular las propiedades cataliticas de las SCNPs, en funcidon de su protocolo de
sintesis.
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CONCLUSIONS

In this work we have synthesized efficiently a variety of unimolecular polymeric nanoparticles,
SCNPs, metallo-folded amphiphilic poly(OEGMA-co-AEMA) copolymers whith high molecular
weight, low polydispersity and different AEMA contents. We have investigated two specific
synthetic protocols: Synthesis of SCNPs in a selective solvent (water) followed by transfer to a
good solvent for both monomers (THF), so-called Protocol 1, and synthesis of SCNPs in a good
solvent for both monomers (THF), so-called Protocol 2.

SEC measurements with triple detection showed that the AEMA content in the precursor has a
significant effect on the degree of compaction of the SCNPs, for both the case of Protocol 1
and Protocol 2. When the AEMA contents is low, the degree of compaction is low and only
when the AEMA content close to, or above, 40 mol% the reduction in radius of gyration and
hydrodynamic radius is appreciable. With reference to the Protocol 1, for a given content
AEMA there is no significant effect of molecular weight in the level of compaction, at least in
the molecular weight range investigated in this work. It should be noted that in water is
possible to obtain individual polymeric nanoparticles even at a concentration of precursor
during the synthesis of 100 mg/mL. This is due to the steric stabilizer branches that introduced
the OEGMA monomer on the "core-shell" structure of the unimolecular polymeric
nanoparticles. This could be very interesting for the scaling of the SCNPs production for
potential applications.

According to the SEC results, the SCNPs synthesized by Protocol 1 tend to be slightly more
compact in THF that those synthesized by Protocol 2, but in view of the results from SAXS
these differences would be minimal. The presence of copper in the nanoparticles has a
significant effect on the H NMR spectrum, inducing a remarkable band broadening. The
copper content in the nanoparticles was quantified by TGA and EA, this quantity being the
expected value with no significant differences between SCNPs prepared by Protocol 1 or 2.
According to the SAXS results, the precursors behave as chains in a good solvent, while the
SCNPs in THF have a similar behavior of a chain in 0 solvent.

Even if the nanoparticles obtained by Protocol 1 and 2 show similar compaction degree, the
results from computer simulations reveal that the distribution of catalytic sites (atoms of Cu) is
very different in both kinds of SCNPs. In the first, clusters of catalytic sites are observed, while
in the second the spatial distribution is a much more homogeneous throughout the
nanoparticle. These results are particularly relevant for potential applications of this SCNPs in
catalysis, allowing the tuning of the SCNP catalytic properties depending on their synthesis
protocol.
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ANEXOS:

Muestra 18: 7 % AEMA

rms radius vs. time

— precursor 18 sintesis THF 0 h — nanoparticula 18 sintesis H2O — nanoparticula 18 sintetizada en THF 24 h
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Muestra 16: 19,55 % AEMA

rms radius vs. time
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M

rms radius (nm)

Hydrodynamic Radius (v) (hnm)

uestra 54 (13): 34,5 % AEMA

rms radius vs. time

— reaccion 5.4 oegma aema — nanoparticula 54 — nano 54 sintetizada en THF des pues de precipitar
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Muestra 14; 39,5 % AEMA

rms radius vs. time

— reaccion 14 oegma aema — nanoparticula 14 — nano 14 sintetizada en THF des pues de precipitar
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Muestra 18 (%7 AEMA Mw: 96000g/mol)

Precursor 18

NPs 18 THF 1mg/ml
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Muestra 16 (%20 AEMA Mw: 125000g/mol)

Precursor 16

NPs 16 THF 1mg/ml

7 6
1 (ppm)

Muestra 54 (%35 AEMA Mw: 175000g/mol)

Precursor 54

NPs 54 THF 1mg/ml

6
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Muestra 21 (%42 AEMA Mw: 96000g/mol)

Precursor 21

NPs 21 THF 1mg/ml
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