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Fabricacion de capsulas inorganicas: Introduccion experimental
al desarrollo de estructuras nanométricas funcionales

Carmen Vazquez-Vazquez, Veronica Salgueirifio, Moisés Pérez-Lorenzo y Miguel A. Correa-Duarte

Resumen: Este articulo propone la fabricacion de capsulas inorganicas como introduccion experimental al desarrollo de estructuras nanométri-
cas funcionales. El interés practico de este procedimiento viene dado por la amplia gama de aplicaciones de estos materiales, y en ese sentido,
las nanocapsulas han abierto nuevos frentes en la quimica, la biotecnologia y la ciencia de los materiales. Como resultado, estas estructuras
han empezado a ser utilizadas de forma sistematica como transportadores de farmacos, nanorreactores o modelos celulares artificiales. La
sintesis aqui detallada se realiza mediante una sencilla estrategia que permite ademas familiarizarse con algunas de las técnicas mas comunes
para fabricar nanomateriales.
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Abstract: The fabrication of inorganic nanocapsules is reported herein as a suitable experiment for introducing the design/development of
functional nanostructures. The practical interest of this procedure comes from the wide range of applications of these composites, given the
versatility of the method for very different materials. Indeed, nanocapsules have opened new insights into chemistry, biotechnology and mate-
rials science, and as a result, these systems have been exploited as drug carriers, nanoreactors and prototype artificial cells among other uses.
The synthesis reported herein is accomplished through an easy three-step strategy, jointly describing some of the most common techniques

employed to produce nanomaterials.
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Introduccion

El experimento que aqui se muestra se centra en el disefo
y sintesis de capsulas de tamafio nanométrico mediante el uso
de soportes coloidales. La sintesis de nanoestructuras huecas
ha atraido un gran interés en los ultimos afios debido a su
gran niimero de aplicaciones en diferentes areas de la ciencia
y la tecnologia.! Entre dichas aplicaciones cabe destacar su
prometedor uso como vehiculos portadores de farmacos. En
este sentido, la capacidad de las nanocépsulas para cargar,
transportar, proteger y/o suministrar los farmacos de una
manera controlada las convierte en foco de atencion en la
mejora del tratamiento de una gran variedad de enfermedades
tales como el cancer o los desordenes genéticos. Por este
motivo, la modificacion superficial de estos sistemas es de
vital importancia. Una correcta funcionalizacion de la super-
ficie externa puede (7) impedir que el organismo identifique a
las capsulas como un material ajeno, evitando de ese modo la
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correspondiente respuesta del sistema inmune sobre ellas, y
(i7) asegurar la distribucion de las capsulas en tejidos o zonas
especificas con el fin de que puedan identificar determinadas
células con las que interaccionar.

En el campo de la catalisis, su capacidad para encapsular
compuestos quimicos las erige como excelentes reactores ya
que proporcionan un entorno confinado en el cual pueden
tener lugar las reacciones.”> Asimismo, la incorporaciéon de
catalizadores metalicos sobre la superficie interna de las
paredes de las capsulas puede permitir la consecucion de
procesos quimicos de forma controlada.’ En este sentido, la
semipermeabilidad de la membrana del sistema, normalmente
formada por silice, polimeros o hibridos, permite la difusion
de los reactantes al espacio hueco del sistema, asi como la de
los productos de reaccion al exterior de la nanocapsula. Estos
sistemas cataliticos son de hecho considerados altamente
reactivos, selectivos y reutilizables, dado que combinan las
ventajas de los catalizadores homogéneos y los heterogéneos.

Otras de las aplicaciones de las nanocédpsulas son el
desarrollo de células artificiales,* la proteccion de agentes
biologicamente activos tales como las enzimas, las proteinas
o el ADN,’ y la liberacion de farmacos.S Estos y otros usos
son posibles gracias a diversas estrategias propuestas para
modificar (7) las propiedades de la membrana tales como la
composicion, la porosidad, la estabilidad o la funcionaliza-
cioén de la superficie externa y/o interna, (i) el espesor de
la membrana, y (iii) el diametro de la capsula mediante el
uso de soportes del tamafio deseado. Cabe esperar que en un
futuro proximo se encuentren nuevos campos de aplicacion
para estos sistemas dados los numerosos avances que estan
teniendo lugar en la modificacion de las nanocapsulas, los
cuales permiten a través de sencillas metodologias sintéticas,
disefiar nuevas estructuras con propiedades sin precedentes
hasta la fecha. Los experimentos aqui presentados consisten
en el uso de particulas coloidales esféricas a modo de soporte,
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sobre las cuales se depositan consecutivamente una multicapa
de polimero y una capa de silice dando lugar a un compuesto
que puede denotarse como particula@polimero@silice. Tras
procederse a la disolucion del soporte se obtiene una capsula
polimero@silice que retiene su integridad estructural.

Descripcion del experimento

En la siguiente seccion se describe un procedimiento
experimental que consta de tres pasos a través del cual se
lleva a cabo la sintesis de capsulas de silice.

Paso 1. Funcionalizacion de la particula soporte

El primer paso del proceso sintético consiste en la forma-
cion de una membrana de polimero cargado (o polielectrolito,
PE) alrededor de una particula soporte ya formada (Figura 1).
En esta ocasion se emplean esferas monodispersas de polies-
tireno (PS). La funcionalizacion mediante el uso de estos
polimeros es una estrategia muy ventajosa en el caso de par-
ticulas coloidales que no pueden ser recubiertas directamente
con silice a través del método de Stéber.” De este modo, el
hidrocloruro de polialilamina (PAH) y el sulfonato sodico de
poliestireno (PSS) se utilizan como PEs, confiriendo a la par-
ticula de PS la carga electrostatica necesaria para su posterior
recubrimiento con silice.

Esta membrana alrededor del poliestireno puede ser cons-
truida facilmente aprovechando el autoensamblado de los PEs
sobre las particulas coloidales.® Dado que la carga superficial
de las particulas de poliestireno (utilizadas en este trabajo) es
ligeramente positiva, el proceso comienza depositando sobre
ellas una capa de PE cargado negativamente (PSS). De este
modo, las moléculas de este polianion quedan rapidamente
adsorbidas sobre la superficie gracias a las interacciones elec-
trostaticas existentes entre el polimero y el soporte. Llegados
a este punto es importante resaltar que no todos los grupos
ionicos implicados en el proceso se ven neutralizados por
dichas interacciones, ya que la carga superficial se ve sobre-
compensada por la alta densidad de carga del PSS adsorbido.
Esto se traduce en un cambio de signo de la carga superficial
del soporte (de positivo a negativo), lo que propicia que el sis-
tema pueda ser recubierto por una segunda capa de polimero
cargado positivamente (PAH). La repeticion de este procedi-
miento mediante la deposicion alterna de sucesivas capas de
PEs de carga opuesta da lugar a una multicapa alrededor del
soporte de poliestireno (Figura 2).

A través de este método, mas conocido como técnica de
ensamblado capa-por-capa (o Layer-by-Layer, LbL en su
acroénimo inglés)® se puede modular el espesor de la membra-
na de polimero simplemente controlando el niimero de capas
de polielectrolito.

La confirmacion experimental del ensamblado de las dife-
rentes capas de polielectrolito sobre el soporte de poliestireno
puede ser seguida por electroforesis. Este método consiste en
aplicar un campo eléctrico a la disolucion de trabajo para pos-
teriormente medir la movilidad de las particulas cargadas pre-
sentes en dicha disolucion como consecuencia de este campo.
De este modo, cuando mayor es la carga superficial de estas
particulas, mas rapido se mueven en la disolucién. Una vez
conocida la movilidad de las esferas de poliestireno recubiertas
de polielectrolito, y mediante el uso de un software especifico,
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se puede calcular el valor del llamado potencial zeta (). Este
potencial es una propiedad fisica mostrada por cualquier parti-
cula en suspension y proporciona una medida de la carga eléc-
trica superficial de una particula en un fluido. Asi, si el poten-
cial-¢ del soporte de poliestireno sin recubrir es ligeramente
positivo, tras la deposicion del PSS cargado negativamente,
el potencial toma valores negativos. Consecuentemente, al
depositar la capa de PAH cargada positivamente, el potencial-§
vuelve a valores positivos y asi sucesivamente (Figura 3).

Como se puede observar en la Figura 3 el potential-& del
poliestireno sin recubrir es ligeramente positivo (+5 mV).
Tras la primera deposicion de PSS, la carga superficial se
vuelve negativa (—20 mV) y una vez se deposita nuevamen-
te PAH el potential-{ torna de nuevo a valores positivos
(+28 mV). Este valor se ve alterado nuevamente tras la ter-
cera deposicion de polimero (-30 mV) y finalmente la cuarta
(+35 mV). Los resultados obtenidos confirman la correcta
funcionalizacion del soporte de poliestireno en cada uno de
los pasos del autoensamblado capa-por-capa.

Figura 1. Formacion de la membrana polimérica constituida por
polielectrolitos (PAH/PAS) alrededor de la particula de poliestireno
empleada como soporte.
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Figura 2. Formacion de una membrana polimérica sobre un soporte
de poliestireno mediante la deposicion sucesiva de capas de PE.
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Figura 3. Evolucion de la carga superficial antes y después de cada
deposicion de polielectrolito sobre el soporte de poliestireno.

An. Quim. 2012, 108(3), 241-246



Fabricacion de capsulas inorganicas: Introduccion experimental al desarrollo de estructuras nanométricas funcionales 243

La evolucién de la magnitud de la carga superficial adqui-
rida tras las sucesivas deposiciones de polielectrolito puede
ser explicada teniendo en cuenta el valor inicial de la carga
superficial del soporte. En este sentido, dado su reducido
valor solo cabe esperar una moderada interaccion electrosta-
tica entre el poliestireno y el PSS (capa 1). Esta baja atraccion
entre cargas da lugar a una escasa adsorcion del PSS sobre la
superficie de la nanoparticula de poliestireno, y por tanto a
una sobrecompensacion limitada de la carga del soporte. Una
vez se deposita el PAH (capa 2), se origina una interaccion
electrostatica mas intensa entre la capa 1 y 2. Dicha inte-
raccion promueve una mejor adsorcion del PAH y por tanto
un incremento en la carga superficial neta. Tras la segunda
deposicion de PSS (capa 3) tiene lugar una atraccion mas
intensa entre la capa 2 y 3 (en comparacion con la existente
entre la 1 y 2) lo que favorece la adsorcion del polielectrolito
y produce un aumento en el valor neto de la carga superficial.
Tras la segunda deposicion de PAH (capa 4), el valor de la
carga experimenta un ligero ascenso. Posteriores deposicio-
nes de PSS y PAH darian lugar a valores similares (negativos
y positivos) del potencial-&.

Llegados a este punto es importante resaltar que la magni-
tud del potencial zeta puede ademas indicar el grado de interac-
cion electrostatica entre particulas que se encuentren proximas
en una suspension. Dicha interaccion afectara a la doble capa
eléctrica responsable en gran medida de la estabilidad coloidal.
Asi, cuando el potencial-£ presenta un valor bajo, la atraccion
puede prevalecer sobre la repulsion dando lugar a la coagu-
lacion o floculacion de la dispersion. Sin embargo, aquellos
coloides con elevados valores de potencial-{ (negativos o
positivos) se encuentran electrostaticamente estabilizados lo
que permite evitar fendmenos de agregacion. Por tanto, cuanto
mayor es la magnitud del potencial-£, mayor es la estabilidad
de los coloides. Asimismo, cambios controlados en las con-
diciones de reaccion que modifican el valor del potencial-§
(como por ejemplo, el pH), pueden proporcionar valiosa infor-
macion sobre la naturaleza de la superficie de la particula y la
estabilidad de la dispersion frente a dichos cambios.

Paso 2. Recubrimiento con silice

Una vez se ha formado la membrana de polimero, se pro-
cede a recubrir las unidades compuestas PS@PE con silice
(Figura 4). Con este objetivo, sobre una suspension de PS@PE
se afiade una disolucion de polivinilpirrolidona (PVP) que
actlle como agente acoplante de la silice.!? Para ello, la PVP
se adsorbe sobre la superficie de cada coloide facilitando su
transferencia a una mezcla amoniaco/etanol donde mediante
la adicion de tetraetoxisilano (TEOS), se puede llevar a cabo
un recubrimiento homogéneo con silice de forma gradual.

Figura 4. Recubrimiento con silice del nanocompuesto PS@PE me-
diante el uso de PVP como agente acoplante y TEOS.
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El mecanismo a través del cual la PVP se deposita
sobre la capa mas externa del compuesto PS@PE (en este
caso PAH) puede explicarse teniendo en cuenta que el
atomo de oxigeno del grupo pirrolidona de la PVP es mas
electronegativo que su atomo de nitrogeno. Esto da lugar
a la aparicion de una carga parcial negativa y una carga
parcial positiva sobre los atomos de oxigeno y nitrogeno,
respectivamente. Por este motivo, la PVP puede existir
en forma de dos estructuras de resonancia (Figura 5). En
disolventes polares como el agua, el enlace acilamino (a)
tiende a transformarse a su forma hidréfila—-N*=C-0O" (b).
El hecho de que el atomo de nitrogeno se encuentre en la
region interior del mondémero de PVP y el 4&tomo de oxigeno
en la mas exterior da lugar a un ligero predominio de las
propiedades anidnicas de este polimero sobre las catidonicas
lo que permite depositar la PVP sobre la capa de PAH car-
gada positivamente.'!
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Figura 5. Representacion de las dos formas resonantes del mondéme-
ro de la PVP.

Como se muestra en la Figura 6, el mecanismo que con-
trola la formacion de la capa de silice alrededor del compues-
to PS@PE consiste en la hidrolisis del TEOS catalizada por
base seguida de la correspondiente reaccion de condensacion
de los grupos silanol formados (Si—OH) para dar lugar
a enlaces siloxano (Si—O—Si). En esta etapa sintética el
amoniaco se emplea como catalizador basico mientras que
el etanol, dada su miscibilidad con el agua, se utiliza como el
medio necesario para disolver los alcoxidos originados en la
desprotonacion del Si—OH a medida que la reaccion avanza.
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Figura 6. Mecanismo del crecimiento de la silice usando TEOS
como precursor (siendo R=0H o OEt).

Ala vista de este mecanismo, la capacidad de la PVP para
actuar como agente acoplante de la silice se debe atribuir a
su estructura molecular, dado que sus atomos de oxigeno
cargados negativamente pueden establecer facilmente enlaces
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Figura 7. Representacion esquematica de la actuacion de la PVP
como agente acoplante de la silice (dlonde R=OH; OEt o OSiR,).

de hidrogeno con los grupos hidroxilo originados a partir de
la hidrolisis del TEOS.'? Esta interaccién atractiva permite
acoplar la silice a la capa de PVP, asi como su posterior creci-
miento (Figura 7).

Existen diversas ventajas en el uso de las membranas de
SiO, frente a otros estabilizantes. La silice es quimicamente
inerte y presenta una relativa transparencia Optica en el
UV-vis e IR-cercano. Teniendo en cuenta las aplicaciones
cataliticas de este tipo de sistemas, una membrana de SiO,
ofrece ventajas adicionales ya que permite un sencillo segui-
miento espectroscopico de la reaccion quimica, que asegura
al mismo tiempo la no intervencioén de la membrana salvo
a efectos de bloqueo fisico de la superficie del sistema.
Asimismo, las propiedades de la silice, especialmente en
medio acuoso, dotan a las particulas de una mayor estabi-
lidad coloidal, permaneciendo inalteradas bajo un rango
mas amplio de condiciones tales como la fuerza ionica,
la temperatura e incluso la polaridad del medio. Ademas, la
facilidad con la que se controla el espesor y la porosidad de
la silice constituye una herramienta importante en aplicacio-
nes asociadas a un intercambio eficiente de reactivos entre
la disolucién externa y la cavidad de la capsula (como por
ejemplo, la liberacion de farmacos). Otra importante ventaja
de la silice es el profundo conocimiento que se ha adquirido
hasta la fecha sobre su quimica coloidal.'® En este sentido,
se abre todo un abanico quimico para la modificacion de la
superficie de las membranas de SiO,. Dichas modificacio-
nes pueden facilitar la incorporacion de particulas recubier-
tas de silice en disolventes no polares, cristales o matrices
poliméricas, o incluso proporcionar una adecuada funcio-
nalizacion a dichas particulas que les permita interactuar
con células a través de un mecanismo de reconocimiento
antigeno-anticuerpo.

Paso 3. Disolucion del soporte

Después de las consecutivas deposiciones de polielec-
trolitos (paso 1) y del posterior recubrimiento con silice
(paso 2) de las esferas o soportes iniciales de poliestireno,
se lleva a cabo la disolucion de dichos soportes y por tanto
su eliminacion (Figura 8). Este proceso se realiza en una
mezcla etanol/cloroformo durante 24 horas bajo agitacion
mecanica. Este proceso elimina selectivamente el nicleo de
poliestireno del coloide PS@(PE/PVP)@SiO, a través de la
membrana semipermeable, dando lugar a la correspondiente
capsula hibrida.

© 2012 Real Sociedad Espaiola de Quimica

WWW.Iseq.org

Carmen Vazquez-Vazquez et al.

EtOH/CHCI,

Figura 8. Eliminacion del soporte de poliestireno para obtener una
capsula hibrida hueca.

Figura 9. Imagen de TEM en las que se muestran las estructuras
PS@(PE/PVP)@SiO, (zonas de mayor contraste) y las estructu-
ras huecas (PE/PVP)@SiO, (zonas con menor contraste).
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Figura 10. Espectros UV-vis antes (linea continua) y después (li-
nea discontinua) de introducir durante 24 horas una suspension de
PS@(PE/PVP)@SiO, en una mezcla etanol/cloroformo 1:1.

Este método es uno de los mas utilizados para fabricar
esferas huecas,'* ya que disuelve el soporte de poliestireno
dejando un céapsula (PE/PVP)@SiO, que mantiene su integri-
dad estructural. Las imagenes obtenidas mediante microscopia
electronica de transmision confirman tal extremo (Figura 9).

A través de técnicas espectroscopicas también pueden
obtenerse pruebas que indican que la eliminacion del soporte
se ha llevado a cabo con éxito. En este sentido, medidas de
espectroscopia UV-vis muestran una clara disminucion de la
absorbancia (Figura 10) después de la disolucion y elimina-
cion del nucleo de poliestireno.
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Procedimiento

1. Sintesis de las estructuras PS@PE

A continuacion, se describe un procedimiento general para
sintetizar membranas de naturaleza polielectrolitica. Se prepa-
ran 5 mL de una dispersion del 10% en peso de particulas de
PS de 530 nm!’ en agua ultrapura.'® Esta dispersion se afiade
lentamente a temperatura ambiente sobre 50 mL de una disolu-
cion acuosa de 1 mg/mL de PSS y 0,5 M de NaCl. La muestra
se introduce en un baflo de ultrasonidos durante 15 minutos con
el fin de asegurar una dispersion homogénea de particulas de
PS recubiertas de polimero. Tras esperar 60 minutos con el fin
de obtener una deposicion homogénea del polimero sobre el
soporte de PS, la dispersion coloidal se centrifuga a 5000 rpm
durante 20 minutos. Llegados a este punto se retira cuidadosa-
mente el sobrenadante y el precipitado se dispersa en 10 mL de
agua ultrapura mediante una breve sonicacion (I minuto). La
centrifugacion y redispersion de los coloides se repite 3 veces.
Entonces, el compuesto PS@PSS obtenido se adiciona a una
disolucion de polielectrolito que da lugar a la formacion de la
siguiente capa, en este caso, una capa de PAH cargada posi-
tivamente. Siguiendo el procedimiento previamente descrito,
10 mL de una dispersion acuosa de PS@PSS se anaden gota a
gota sobre 50 mL de una disolucion acuosa de 1 mg/mL de PAH
y 0,5 M de NaCl.'7 Tras los correspondientes ciclos de centri-
fugado/redispersion se obtiene el compuesto PS@(PSS/PAH),
sobre el cual se depositan dos capas adicionales de PSS y PAH,
siguiendo el mismo procedimiento hasta alcanzar la deposicion
de cuatro capas (PS@(PSS/PAH/PSS/PAH)).

2. Sintesis de las estructuras PS@(PE/PVP)@SiO,

El método propuesto para llevar a cabo el recubrimiento con
silice consiste en dos pasos: la adsorcion de la PVP sobre los
coloides a recubrir y el crecimiento de la membrana de silice tras
transferirlos a etanol. El procedimiento comienza preparando
una disolucion acuosa de PVP de 110 g/L (K30, masa molecular
media 40000) en un bafio de ultrasonidos durante 30 minutos. A
continuacion, se afladen gota a gota 1,5 mL de dicha disolucion
de PVP a 1,5 mL de una suspension de PS@PE de 1,25 mg/mL.
Para garantizar la completa adsorcién de la PVP, la mezcla de
reaccion se deja reposar durante 2 horas a temperatura ambiente.
Antes de transferir los coloides estabilizados con la ayuda de la
PVP (ahora en su superficie) a etanol, la mezcla resultante se
centrifuga a 6000 rpm durante 20 minutos (condiciones para
soportes o esferas de PS de 530 nm), se retira el sobrenadante
y se dispersan las estructuras PS@PE@PVP en agua ultrapura
(1 minuto en bafio de ultrasonidos). El centrifugado y redis-
persion de los coloides recubiertos se repite tres veces con el
fin de eliminar el exceso de PVP no adsorbida. El sedimento o
precipitado obtenido se redispersa en 10 mL de una disolucion de
amoniaco en etanol (4,2% en volumen de amoniaco (29,3% en
peso de NH; en agua)) ubicando brevemente la disolucion en un
bano de ultrasonidos. A continuacion se afaden 40 ul de una
disolucién de TEOS (10% en volumen en etanol). La mez-
cla de reaccion se agita durante 12 horas. Después de tres ciclos
de centrifugado (3500 rpm durante 20 min) y lavado, se aislan
las estructuras nanométricas de PS@(PE/PVP)@SiO,.

3. Sintesis de las estructuras huecas (PE/PVP)@SiO,

La disolucion del soporte o nticleo de PS se lleva a
cabo mediante la agitacion mecanica de una suspension
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de PS@(PE/PVP)@SiO, en una mezcla etanol/cloroformo
1:1 durante 24 horas (mediante la homogenizacion de la
disolucion con ayuda de un agitador mecanico o rotatorio).
Posteriormente, las capsulas huecas son lavadas y centrifu-
gadas tres veces.

Conclusiones

La fabricacion de capsulas de tamafio nanométrico ha
abierto nuevos frentes en las areas de la quimica, la biotec-
nologia y la ciencia de los materiales dada su gran variedad
de posibles aplicaciones. A modo de ejemplo, estas estruc-
turas de tamafio nanométrico resultan muy prometedoras en
actividades de transporte y liberacion de farmacos, propician
o facilitan reacciones quimicas en entornos confinados y
pueden reconocer células mediante la funcionalizacién de su
superficie. Ademas, el control del espesor y la composicion
de las paredes de la capsula pueden también permitir un paso
selectivo de diferentes analitos a través de la membrana, tanto
para su encapsulacion como para su liberacion al exterior.

En el experimento aqui descrito se ha llevado a cabo la
sintesis de capsulas huecas a través de una sencilla metodolo-
gia sintética. En primer lugar, mediante el ensamblado LbL el
soporte de PS se recubre con una membrana de polielectrolitos.
En segundo lugar se lleva a cabo el recubrimiento con silice
gracias a la deposicion previa de una capa de PVP. Por tltimo,
se disuelve el soporte de PS con una mezcla etanol/clorofor-
mo que da lugar a las capsulas huecas de polimero@silice.
La morfologia y estructura de las nanocapsulas se confirma
mediante los resultados obtenidos con técnicas de microscopia
electronica de transmision. Asimismo, medidas electroforéticas
y espectroscopicas ayudan a confirmar la consecucion de las
diferentes etapas del proceso sintético.
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Se emplean como soportes esferas de poliestireno de 530 nm
(Microparticles GmbH, desviacion estandar 0.018).

a) Por lo general, en este experimento se utiliza una baja con-
centracion de particulas de PS con el fin de evitar fendmenos de
floculacion debidos a la presencia de PEs. b) Se recomiendan
5 minutos de sonicacion para obtener una buena dispersion de
nanoparticulas de PS.

Se obtiene un mejor resultado cuando el pH de la disolucion
acuosa de PAH se ajusta a 9-10 mediante la adicion de hidroxi-
do amoénico. Dado que el polielectrolito PAH es una base
(pK, = 9-11 en disolucion acuosa) bajo estas condiciones las
cadenas de PAH se encuentran totalmente ionizadas.
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