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Resumen

Las nanoparticulas de oro presentan propiedades fisico-quimicas que son intrinsecas a su
tamafio, lo cual las hace excelentes candidatas para su empleo en sensado biolégico y
quimico. Presentan propiedades optoelectrénicas que pueden ser ajustadas mediante el
control de su tamafo, morfologia y ambiente circundante. En este trabajo de tesis se
sintetizaron nanoparticulas esféricas de oro mediante ruta quimica, por la reduccion de acido
tetraclorodurico y los biopolimeros de quitosano de bajo, medio y alto pesos moleculares
como agente reductor/estabilizador, durante y después del proceso de sintesis. Se evaluaron
la influencia de la velocidad de agregacién de la sal de oro, asi como de la temperatura
durante el proceso de sintesis. Comparativamente, se fabricaron nanoparticulas de oro
cuando la velocidad de agregacion no se controld. El estudio mediante espectroscopia UV-
Vis y microscopia de fuerza atdmica de la estabilidad temporal de las nanoestructuras
sintetizadas bajo dos temperaturas de almacenamiento (4 y 20 °C) por seis meses, indico la
presencia de una sola banda plasménica en los tres tipos de protocolos, independientemente
de la temperatura y tiempo de almacenamiento. Ello indica la formacion de nanoestructuras
esféricas, que fue confirmada por microscopia de fuerza atdmica. Se determind que las
mejores condiciones de fabricacion y almacenamiento por seis meses corresponden al
empleo de quitosano de medio peso molecular como agente reductor/estabilizador; velocidad
de agregacion v = 30 mL/h; temperaturas de sintesis inicial T; = 100 °Cy final T, =130 °C
y temperatura de almacenamiento de 4 °C. Asi mismo, las eficiencias de extincion, dispersion
y absorcién en funcion de la longitud de onda méxima, determinadas por simulacion

computacional, indicaron que no varia con o sin la capa de quitosano.
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar la estabilidad temporal de nanoparticulas esféricas de oro fabricadas con quitosano
de tres pesos moleculares, como agente reductor/estabilizador, y la influencia temporal en su

didmetro promedio.

Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas esféricas de oro empleando el biopolimero quitosan de bajo,
medio y alto peso molecular como agente reductor/estabilizador.

e Estudiar la influencia de la velocidad de agregacion del acido tetraclorodurico durante
el proceso de sintesis.

e Estudiar la estabilidad temporal de la variacion del diametro de las nanoparticulas
bajo dos temperaturas de almacenamiento (4 y 20 °C) mediante espectroscopia UV-
visible (UV-Vis) y microscopia de fuerza atomica (AFM).

e Caracterizar la morfologia y tamafio de las nanoparticulas por microscopia de fuerza
atomica.

e Determinar el didmetro promedio de nanoparticula empleando la teoria de Mie.



Introduccion

El uso de nanoestructuras se incorporo desde hace siglos, los primeros ejemplos que se tienen
son de aplicaciones en utensilios. No queda muy claro el momento en que se comenzaron a
aprovechar las ventajas que tienen los materiales de dimensiones nanometricas. Se sabe que
enel siglo IV a.C. los artesanos vidrieros romanos fabricaban cristales que contenian metales
nanométricos [1]. Ejemplo de ello es la copa de Licurgo, que se considera entre los objetos
de cristal mas sofisticados producidos antes de la era moderna. Su color es verde, si la luz es
reflejada, y cambia a rojo si la luz es transmitida a través de ella [2]. Otro ejemplo son los
vitrales de las catedrales europeas, que deben sus colores a incrustaciones de nanoparticulas
de oro y otros 0xidos metalicos. Ambos tipos de materiales se basaron en la compresion
empirica, manipulacion de los precursores, asi como el uso de altas temperaturas como paso

comun en los procesos para producirlos [3].

En 1857 Faraday descubrié el oro coloidal, demostrando que el oro nanoestructurado bajo
ciertas condiciones de luz produce soluciones de diferentes colores. En 1959 Richard
Feynman propuso la idea del concepto de Nanotecnologia, al sugerir el desarrollo de
maquinas moleculares construidas con precision atomica, durante su iconica conferencia
titulada “There’s plenty of room at the bottom™ [3]. Desde esa época hasta la fecha, se han
logrado grandes avances.

Desde el punto de vista de su composicion, existen diversos tipos de nanomateriales, entre
ellos los cerdamicos, metalicos, semiconductores, poliméricos o combinaciones de estos.
Entre ellos se encuentran las nanoparticulas (NPs), que son materiales de dimension cero
dado que sus tres dimensiones se encuentran en el régimen nanométrico. En especial las
nanoparticulas metalicas resultan interesantes por las propiedades mecanicas, eléctricas,

magnéticas, opticas y quimicas que presentan [4].

El método de reduccion de complejos metalicos, como en soluciones diluidas es uno de
los métodos de sintesis de nanoparticulas metalicas (NPMs) mas utilizado. El tamafio
uniforme de las nanoparticulas se logra en la mayoria de los casos, por la combinacion de un
soluto o sal metalica que es el precursor y un agente reductor, como un polimero adherido

durante el crecimiento de la nanoparticula [5].
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En el caso de las nanoparticulas esféricas de oro (AuNPSs), se presenta un sélo espectro de
absorcién, y un méaximo de absorcion alrededor de 520 nm, que depende del tamafio y el
medio dieléctrico que lo rodea, explicado por la teoria de Mie. La frecuencia y la anchura de
la banda plasmoénica dependen tanto del tamafio, como de la forma de la NP y del medio en

el que estén suspendidas [6].

Las dispersiones de estas nanoparticulas muestran un color intenso debido a la absorcion
que presentan y que se atribuye a la oscilacion colectiva de electrones de conduccion que es

inducido por el campo eléctrico de la intensidad de la luz incidente [7].

El presente trabajo de tesis tiene como objetivo general, estudiar la estabilidad temporal
de nanoparticulas esféricas de oro fabricadas mediante ruta quimica empleando el
biopolimero quitosano de tres pesos moleculares (PM) como agente reductor/estabilizador y
su caracterizacion temporal mediante espectroscopia UV-visible (UV-VIS) y Microscopia de

Fuerza Atémica (AFM), bajo dos temperaturas de almacenamiento (4 y 20 °C)

En el Capitulo 1 se abordan los antecedentes, métodos de sintesis de nanoparticulas y

aspectos tedricos.

En el Capitulo 2 se describe la metodologia y desarrollo experimental, que incluyen los

reactivos y equipos, asi como las técnicas de caracterizacion empleadas en este trabajo.

El Capitulo 3 presenta y discute los resultados experimentales y su correlacion tedrica con
la determinacion del diametro de nanoparticula mediante la teoria de Mie.

En este trabajo de tesis se determind que las mejores condiciones de fabricacion y
almacenamiento por seis meses corresponden al empleo de quitosano de medio peso
molecular como agente reductor/estabilizador y temperatura de almacenamiento de 4 °C. Asi
mismo, las eficiencias de extincién, dispersidn y absorcion en funcion de la longitud de onda
méaxima, determinadas por simulacion computacional, indicaron que no varia con o sin la

capa de quitosano.
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Nomenclatura y Abreviaturas

QPB
QPM
QPA
AUNPs
Ac. Ac.
HAucCl, -3H,0
mM
AFM
UV-Vis
kDa
nN

)*spr

Aspr

Qext
Qabs
Qsca

Quitosano de bajo peso molecular
Quitosano de medio peso molecular
Quitosano de alto peso molecular
Nanoparticulas de oro

Acido acético

Acido tetracloroaurico tri-hidratado
Milimolar

Microscopia de Fuerza Atomica
Espectroscopia Ultravioleta Visible
Kilodalton

Nanonewton

Maximo de la banda del plasmén superficial localizado

Maximo de absorbancia del plasmon superficial localizado

Eficiencia de extincion
Eficiencia de absorcion
Eficiencia de dispersion
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Capitulo 1
Antecedentes

En este capitulo se hace una revision de los fundamentos de la Teoria de Mie, asi como de las técnicas de
fabricacidn y caracterizacidn de nanoparticulas de oro sintetizadas por ruta quimica.

1.1 Teoria de Mie

1.1.1 Fundamentos

La primera teoria planteada sobre la dispersion esférica fue planteada en 1908 por Gustav
Mie [8]. En ella, se describe clasicamente la interaccion de una onda electromagnética plana
con un dieléctrico esférico. La teoria de Mie se basa en las ecuaciones de Maxwell, a partir
de las cuales se obtiene la ecuacion de onda vectorial en coordenadas esféricas. Para los
campos eléctrico y magnético de la onda incidente, su solucion se puede expresar en forma
de funciones matematicas. En el caso de los campos dispersados a diferentes distancias de la
esfera, la seccion transversal de dispersion y la seccidn de extincion se determinan en funcién
de una serie infinita que tienen asociados los polinomios de Legendre y las funciones de
Bessel. Como no existe una solucion analitica al problema, se hace uso de programas

computacionales que permiten hacer los calculos numéricos de las funciones y coeficientes.

Las ecuaciones de Maxwell para el campo electromagnético macroscépico en los puntos

interiores en la materia vienen dadas por [9]:

V-D=p (1)
OB
VXE+—=0 (2)
ot
V-B=0 (3)
vxH=]+ 22 (@)
=] ot

donde t es el tiempo, E el campo eléctrico, H el campo magnético, D el desplazamiento

eléctrico, p la densidad de carga y J la densidad de corriente. Todas las cantidades de las



ecuaciones (1), (2), (3), y (4) son funciones del tiempo y coordenadas espaciales. En las

ecuaciones de Maxwell estd implicita la ecuacion de continuidad,

ap
= 5
StV I=0 (5)

y para determinar de manera Unica el campo eléctrico y magnético de una distribucion de

cargas y corrientes debemos complementarlas con las relaciones constitutivas,

] =ocE (6)
D =c¢E (7)
B = uH (8)

donde o es la conductividad, ¢ la permitividad eléctrica y u la permeabilidad.

El problema por resolver es que, dada una particula de tamafo, forma y propiedades
Opticas especificas, que es iluminada por una onda monocromatica polarizada
arbitrariamente, buscamos determinar el campo electromagnético en todos los puntos de la

particula y en todos los puntos del medio homogéneo en el que estd embebida la particula.

El campo dentro de la particula se denota por (Eq, H;). El campo (E,, H,) en el medio
que rodea la particula, es la superposicion del campo incidente (E;, H;) y el campo dispersado
(Eg, Hy) (Figura 1),

E, =E; +E,, H, = H; + H,. (9)

Dispersado

— \'\T// (Bt

_— —-

\*

—

—_— J \T& Figura 1. El campo incidente (E;, H;) da lugar a

—_ J l \\ un campo dentro de la particula (E;,H;) y un
Incidente campo dispersado (Eg, H) en el medio que rodea
(E;, Hy) la particula. Tomada de [9].

Sea el campo electromagnético incidente un arménico en el tiempo:



E; = Egexp(ik - x — iwt), H; = Hpexp(ik - x — iwt) (10)
donde k es el vector de onda apropiado para el medio circundante.

Los campos deben satisfacer las ecuaciones de Maxwell,

V-E=0 (11)
V-H=0 (12)
V XE = iwuH (13)
VX H = —iweE (14)

en todos los puntos donde £ y u son continuos. Aplicando el operador rotacional a las
ecuaciones (13) y (14), y haciendo uso de la identidad vectorial para el triple producto cruz
(15),

VXV xA) =V -A)—-V-(VA), (15)

obtenemos la ecuacion vectorial de onda para los campos E y H.

V X (V XE) = iwuVxH — V?E = —k?E (16)
Vx (V xH) = —iwe VXE — V?H = —k’H (17)

donde k? = w?eu y libre de divergencias.

Generalizando el problema a una particula esférica de radio a e indice de refraccion
arbitrarios, donde para un campo electromagnético arménico en el tiempo fisicamente
realizable (E, H) en un medio lineal, isotropico y homogéneo se debe satisfacer la ecuacion
de onda (16)y (17)

VZE+Kk?’E=0, V2H + k*H = 0.
y ecuaciones de divergencia (11) y (12)
V-E=0, V-H=0.

Ademas, E y H se relacionan por,

VXE = iwuH, VX H = —iweE.



Supongamos que, dada una funcion escalar 1 y un vector constante arbitrario ¢, podemos

construir una funcion vectorial M

M= VX (cp),
donde
V- M=0. (18)
Dado que,

VXx(AxB) = A(V-B)— B(V-A)+(B-V)A—(A-V)B (19)
V(A -B)=AXx(VxB)+Bx(VxA)+(B-V)A+(A-V)B (20)

tenemos
VZM + k2M = V X [c(VZy) + K2P)]. (21)

Por lo tanto, M satisface la ecuacion vectorial de onda si ¥ es una solucion de la ecuacion de
onda escalar

VY +k*Pp =0 (22)

También podemos escribir M = —c x Vi, lo que muestra que M es perpendicular a c.
Sea N otra funcion vectorial que depende de M,

VXM
N =

(23)
k
y con divergencia cero, que también satisface la ecuacion de onda vectorial
VEN+k?*N = 0
(24)
VZM + k*M = 0.
Entonces, una solucion para la ecuacion de onda vectorial satisface que
M= VX (cy) (25)
y V X N = kM. (26)

Por lo tanto, M y N tienen todas las propiedades requeridas de un campo electromagnético:
1) Satisfacen la ecuacion de onda vectorial, 2) estan libres de divergencia, 3) el rotacional de

M es proporcional a N y 4) el rotacional de N es proporcional a M. Entonces, el problema de



encontrar soluciones a las ecuaciones de campo se reduce al problema de determinar las

soluciones a la ecuacion de onda escalar.

Llamaremos a la funcion escalar i una funcién generadora de los armonicos vectoriales
My N, mientras que el vector ¢ se denomina vector guia o piloto. La eleccion de funciones

generadoras viene dictada por la simetria que pueda existir en el problema.

En esta tesis, nos interesa la dispersion por una esfera metalica; por lo tanto, elegimos
funciones 1 que satisfagan la ecuacion de onda en coordenadas esféricas r, 8, ¢ (Figura 2).

La eleccion del vector piloto ¢, lo hacemos si tomamos
M=V x (1), (27)

donde r es el radio vector. Entonces M es una solucion a la ecuacion vectorial de onda en
coordenadas esféricas. Por la simetria del problema de interés, tomaremos M dado en (27) y
la N asociada, como nuestras soluciones fundamentales para las ecuaciones de campo. Se
debe tener en cuenta que M es en todas partes tangencial a cualquier esfera |r| = constante
(reM=0).

'1

AN F—

x
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Figura 2. Coordenadas esféricas polares de un sistema centrado en una particula esférica de radio a. Tomada
de [9].

La ecuacion de onda escalar en coordenadas esféricas esta dada por

——|(r?—)+—=———(sin6— - 2. = 0. )8
r2or (r 6r> +r2 sin 6 00 (Sm906>+<r2 sin? 6 d¢? kY =0 (28)

Y los operadores gradiente y laplaciano en coordenadas esféricas son,



oy, 1y, 1 oy
W= Wer+r%ee+rsin0%e¢

10,09 1 0 o 1 9%y
2 ° N
Vi = r( 6r)+rzsin060( n060)+<7‘2 sin295¢2>' 30

Para resolver este problema, muy conocido en la teoria electromagnética, utilizamos el

(29)

método de separacion de variables. Se propone una solucion de (28) de la forma

Y(r,6,¢) = R(r)O(O)P(¢)

la cual se reduce a

10 OR 1 0 00 2
——(r2 — 2,2 _ = (31)
Rar(r ar) ®sin6 a0 (Sln969)+k sin? 0 0
donde se separan como tres ecuaciones de variables independientes,
2
—m? = la_(b (32)
D a¢2
1d JOR
——(r2— 2,2 — = 33
R ar (r 6r> + k?r? = const.= n(n+ 1) (33)
1 d de m?
= — (34)
®sinf do (Sm dH) sin? n(n+1),
donde n es un nimero entero. O, equivalentemente
d dR
—(r2—> + [k?r?2 —=n(n+ 1)]R =0, (35)
dr dr
! d( 9d®> - |o=o0 (36)
smoas ") TN sin2g| -
d2
— 2p = 37
97 +m 0, (37)

Haciendo & = cos 8 en la ecuacion (36), se obtiene (38) cuyas soluciones son los polinomios
de Legendre dados por (39)

d {_ ¢ do m _ 38
d—f[( ‘f)d_g]+l”("+1)_—1— z|@=0 (38)



® = P"™(¢) = P (cosh). (39)

La ecuacidn (37) presenta soluciones
& = a,, cosm¢ + b, sinme (40)
donde a; y b; son constantes arbitrarias que se determinan usando las condiciones de frontera.
En la ecuacion (35), se realizan los cambios de variable p = kry Z = R\/E, obteniendo
L(6Z)+]p—n(n+2) |2 =0 1)

Las soluciones linealmente independientes de la ecuacion (41), son las funciones esféricas

de Bessel de primer y segundo tipo de orden n + % dadas por

jn(p) = J%/n%(p) (42)
Ya(p) = EY,H%(/J), (43)

donde el factor \E se introduce por conveniencia. Las funciones esféricas de Bessel (42) y

(43) satisfacen las relaciones de recurrencia

2n+1

Zn-1(p) + Zp41(p) = zn(p), (44)
d
(2n+ 1)5271(,0) =nz,_1(p) — (M + Dzp11(p), (45)
donde z, es j, 0 y,,. Para los dos primeros 6rdenes tenemos,

) sinp ] sinp cosp

(p) = )} (p) = - )
Jo p J1 pz p

cosp cosp sinp

0 p yl (p) pz p

Las funciones de orden superior se pueden generar con las relaciones de recurrencia. Para

todos los ordenes n, y, (kr) se vuelve infinito a medida que r se acerca al origen.

Notese que cualquier combinacion lineal de j, y y,, también es una solucion de (35).

Entonces, es posible tomar como soluciones fundamentales para (35) dos cualesquiera



combinaciones linealmente independientes. Sean soluciones entonces, las funciones esféricas

de Bessel de tercer tipo (funciones de Hankel) dadas por
ha(p) = ju(P) + iyn (), (46)

2 . .
ha(p) = jn(p) — iyn(p). (47)
De esta forma, las funciones generadoras que satisfacen la ecuacion de onda escalar en

coordenadas polares esféricas vienen dadas por
Wemn = cosme B (cos 0)z, (kr) (48)
Yomn = sinmae B (cos 0)z, (kr) (49)

donde z,, es cualquiera de las cuatro funciones esféricas de Bessel j, , y,, hi 0 h2.

Las funciones de Hankel de primera y segunda especie son usadas para representar las

soluciones de ondas entrantes y salientes de una ecuacidn con simetria cilindrica y esférica.

Ademas, debido a la integridad de las funciones cos m¢, sinmg, B;*(cos 0) y z,(kr),
cualquier funcion que satisfaga la ecuacion de onda escalar en coordenadas esféricas puede
expandirse como una serie infinita en las funciones (48)-(49). Los vectores armonicos

esféricos generados por Yem, (Par) y Yomn (impar) corresponden a

Mg =V X (rd’emn) , Mymn =V X (rlpomn) )
VXM VXM
Nemn = %: Nomn = %'

(ue en componentes pueden ser escritos como

- ) ~ ap;t 0 A
Memn = s sinme BI"(cos )z, (p)y — cos mgp o220 2, (p)eg,  (50)
A . o 0 A
M,n = % cosm¢ Bt (cos 0)z,(p)ég — sinme % zp(p)éy,  (51)
y
z
Nemn = n(p) cosm¢pn(n+ 1)B"(cosb)e,

dP"(cos6)1 d

A A —— e 52
+ cos m¢ T dp [pzn(p)]&g (52)
) PM™(cosB)1 d R
— msinmg¢ W;% [pzn(p)]Ey



z
Nomn = %p)sin m¢ n(n + 1)B"(cos B)e,

dP™(cos0)1 d

i - e 53
+sinmé —— o dp [pzn(p)]eg (53)
PM™(cosB)1 d ~
+ m cos m¢ ~sin® pdp [pzn(p)]ey.

1.1.2 Solucion general de la ecuacion de onda
Dadas las soluciones individuales para cada coordenada, la solucion general de la funcion

escala propuesta y(r, 6, ¢), corresponde a

o)

Y(r,0,¢) = Z Z P (cos 8)(c,j(kr) + d,y(kr)) * (a,, cosm¢ + b,, sinmg). (54)

n=0m=-n

Debido a las soluciones periddicas presentes, habra una solucion par Y,,,, Yy otra impar

lpomn
Wemn = cosmep B (cos 6)z,(kr) (55)

Womn = sinme B (cos 0)z,(kr) (56)

donde cualquier combinacién lineal de estas funciones es solucién de la ecuacion de onda

escalar.

1.1.3 Coeficientes de Mie
En la dispersion y absorcién por una esfera, se deben considerar algunas cantidades
observables que varian con el tamafio y las propiedades dpticas de la esfera, y el medio que
la rodea. Los coeficientes de dispersién se simplifican tomando en cuenta que la
permeabilidad magnética de la particula y el medio circundante presentan el mismo valor
(i.e. materiales diamagnéticos)
0 = mpy, (mx) iy (x) — 1 ()P (mx)
m, (mx) G (x) — & () hp (mx)

PP — i, () (m)
" Y (mx) 4y (x) — md, ()P, (mx)

(57)

b

(58)

donde ¢, = pj.(P) Y {n = ph,(f) (p) son las funciones de Riccati-Bessel, m = % esel indice

de refraccion relativo, n, el indice de refraccién de la particula esférica, n el indice de



refraccion del medio que lo rodea, x es el parametro de tamafo y a el radio de la particula

tal que x = ka = 2”7‘1 para una longitud de onda incidente A.

La seccion transversal de extincion para una esfera se calcula dividiendo la razon neta W,
en la cual la energia electromagnética es dispersada cuando cruza a través de la superficie de

la esfera, y la irradiancia de luz incidente I;

W, 21
Ooyt = I—S = EZ(Zn + DR(a, + b,) (59)

n=1

Similarmente, la seccion transversal de dispersion es

Ouca = 13 9 @0+ D)(lanl? +1b, %) (50)
sca = 72 n n
n=1
Ogbs = Oext — Osca- (61)

Las eficiencias de dispersion relacionan las secciones eficaces con el rea de la particula,

A = ma?,

_ Oext 2
Qext = TRZ x—ZZ(Zn + D)R(a, + by) (62)
n=0
Q =@=£i(2n+1)(|a 12 + [by?) (63)
sca = Tpz T 32 n n
n=0
Qaps = Qext — Qsca- (64)

1.1.4 Esfera recubierta

El campo dispersado por cualquier particula esféricamente simétrica compuesta de materiales
descritos por las relaciones constitutivas (6) y (8), tienen la misma forma que el dispersado
por la esfera homogénea considerada anteriormente. Sin embargo, la forma funcional de los
coeficientes a,, y b,, depende de la variacion radial de € y u. Consideraremos el problema de
la dispersion de una esfera homogenea recubierta con una capa homogénea de espesor
uniforme, cuya solucion fue obtenida por primera vez por Aden y Kerker (1951) [9]. El
ejemplo de una particula con indice de refraccion espacialmente variable (ver Figura 3), se

puede generalizar a una esfera con varias capas.

10



Figura 3. Esfera recubierta. Tomada de [9].

Supongamos que una onda electromagnética dada por (65) y (66), incide sobre una esfera

recubierta con radio interior a y radio exterior b (Figura 3)

> n+41
_ . @ _ @
Ei = EO zl ln m (Mom — LNeln) (65)
n=
kK w— _ 2n+1
_ - @, @
Hi = Fo Z lnm(Meln +INSp,). (66)

El campo electromagnético (Eq, H;) en la region 0 < r < a viene dado por (67), (68) y
el campo disperso (Eg, Hy) por (69), (70). Debido al requisito de existencia en el origen, la
parte radial de las funciones (48), (49) que generan los armonicos vectoriales en la expansion

de (E4, Hy) esta restringido a j,

N (1) 1 (67)
El = z En (CnMoln - ianeln)
n=1
-k, c A . (1)
H, = w—z E, (aneln + lanoln) (68)
253 ~
E, = Z E, (ia,N&) — b,M3)y (69)
n=1
K woo . 3
H, = -3, By (ib,N&) + a,MD). (70)
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Sin embargo, en la region a < r < b (a # 0) ambas funciones esféricas de Bessel, j, y

Yn, SOn finitas. Como consecuencia, la expansion del campo (E,, H,) en esta region es

1 . . 2
E, = z En | i1 — 19 NSy + v Mg, — iw, NG (71)
n=1

k b e
H, = —2 Z En [9aM0, + NS, + wyMG) + 10, NG (72)
n=1

oln
W,

donde los armonicos vectoriales Momn, Momn: Nemn Y Nomn 9€nerados por funciones de la

forma (48), (49) con dependencia radial y,, (k,7).
Las condiciones de frontera (73) y (74)

(EZ - El) X ér = O, (HZ — Hl) X ér = O, r=a (73)

(Es+Ei—E2)Xér:0, (Hs+Hi_H2)Xér:0, r=»> (74)

se obtienen las ecuaciones (78) a (85), para a,, by, ¢, Ans frr 9r> Vi» Wn

famathy (Myx) — vpmy xp (Max) — cumyhy (myx) = 0 (75)
WMy Yn(M2x) — gumithp (myx) + dymapn(myx) = 0 (76)
Unba Xn(M2x) — fupaPrn(myx) + cpptPn(myx) = 0 (77)
b (Max) — Wty Xp (M) — dppio Py (myx) = 0 (78)
MaPn (¥) — anMa$n(¥) — gnPn(mzy) + wyxn(may) = 0 (79)
M2bpén(¥) = MaPn (¥) + futhn(May) — v xn(may) = 0 (80)
Hon (V) — antt2§n (V) — Gnbtthn (myy) + wypyn(may) = 0 (81)
bub2én(y) — tahn(¥) + futbn(mzy) — vnpxn(myy) = 0 (82)

donde m; y m, son los indices de refraccién el ndcleo y el revestimiento en relacion con el
medio circundante; u, u,, i, son las permeabilidades del medio circundante, el nicleo y el
revestimiento, respectivamente; y x = ka, y = kb. La funcion de Riccati-Bessel y,(z) es

~2Yn(2).
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Supongamos el caso en que u = u; = u,. Resolviendo las ecuaciones (75)-(82) para los

coeficientes de dispersion a,, y b,,, tenemos

Y (mzy) — Apxn(may)] — maby () [ (may) — Apxn(m;y)]

= W (M29) — A (2] = MaEa ) o (M2) — Ay (3)] (83)
_ Mo Y (may) — Butn (M2y)] = Yn ) [Yn (m2y) — Buxn (m2y)] (84)
" mp& [ (may) — By (may)] — &, (0) [Yn (n2y) — Buxn(m2y)]
_ My, (Myx) Py, (Mg x) — mypy, (myx), (g x) (85)
" My X (Max) Py (M1 x) — my xpn (M x) P, (Mg x)
B — MoPn (M1 2)Pn (Max) — myhy, (Max) Py (M x) (86)

n Mo X5 (M), (Myx) — My, (myx) Y, (Mpx)

Simy; = m,, entonces A,, = B,, = 0y los coeficientes (85), (86) se reducen a los de una

esfera homogénea. También tenemos lirr(1)An = lirr(1) B, = 0; por lo tanto, en el limite del
a— a—

radio cero del nucleo, los coeficientes (85) y (86) se reducen a los de una esfera de radio b
con indice de refraccion relativo m,, segun se requiera. Cuando m, = 1, los coeficientes se

reducen a los de una esfera de radio a y un indice de refraccion relativo m;.

1.2 Resonancia de plasmones superficiales localizados

Si a nanoparticulas esféricas de oro re-suspendidas en un medio acuoso se le hace incidir luz,
se emitiran una variedad de tonos del rojo rubi hasta purpura, resultado de una oscilacién
colectiva de electrones de la banda electrénica de conduccion cerca del nivel de Fermi. Esta
propiedad dptica es la resonancia de plasmones superficiales localizados (SPRL) [10] que se
observa en espectroscopia UV-Visible como una Unica banda maxima de absorcion. La
ubicacion de la banda SPRL es caracteristica para el material, el tamafio, la formay el medio

circundante de las nanoparticulas.

Cuando el campo eléctrico de la luz interacciona con la nanoparticula metélica, este
produce movimiento de los electrones de conduccion que se desplazaran hacia la superficie
generando un dipolo eléctrico cuyo campo eléctrico es opuesto al de la luz, forzando el
retorno de los electrones a la posicion de equilibrio (Figura 4). La oscilacion de la densidad

electronica a una cierta frecuencia origina una banda de absorcion conocida como banda de
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plasmones de superficie localizados, que para nanoparticulas de oro (AuNPS) se observa en

la region visible a partir de 500 nm.

CAMPO
ELECTROMAGNETICO

| NANOPARTICULAS
DE

ORO

Figura 4. Resonancia de plasmén de superficie localizada (LSPR). Tomada de [10].

1.3 Sintesis de nanoestructuras
Los métodos para obtener una amplia gama de nanoestructuras, generalmente se dividen en

dos rutas:

1. Los métodos que reducen particulas macroscépicas a un tamafio nanomeétrico, se les
conoce como “top-down”.

2. Por otro lado, a los métodos que inician con atomos que se agregan en una solucion
0 en fase gaseosa para formar particulas de tamafio nanométrico se les conoce como

“bottom-up”.

En ellos, las rutas para la sintesis de nanomateriales se pueden clasificar en tres grandes

métodos: 1) quimicos, 2) fisicos y 3) bioldgicos.

A diferencia de los métodos fisicos donde por ejemplo puede tomarse un blanco y
desbastarlo (ablacién laser), los métodos quimicos implican transformaciones quimicas,
generalmente de reduccidn de iones metalicos para la formacion de nanoparticulas metéalicas.
Por su parte, los métodos bioldgicos emplean organismos vivos, por ejemplo hongos, para su
obtencion [11]. En esta tesis se emple6 una ruta de sintesis de reduccién quimica de una sal,
para la fabricacién de AuNPs empleando un biopolimero de tres pesos moleculares como

agente reductor y estabilizador.
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1.4 Técnicas de Caracterizacion

El tamafio y la estructura a escala atomica de las NPs dependen del método de fabricacion,
la temperatura empleada durante la sintesis y entornos a los que estdn expuestos
posteriormente [12]. En general, junto al tamafio, la forma de una nanoparticula tiene gran
influencia en el espectro de absorcién. Para la caracterizacién morfologica, composicional y
Optica se emplean diversas técnicas fisicas y quimicas. En este trabajo se empleo
espectroscopia UV-Vis (UV-Vis), para la determinacion de las bandas plasmonicas y la
isoterma de absorbancia vs tiempo fueron determinadas, mientras que la morfologia y tamafio

de particula fueron determinadas mediante microscopia de fuerza atomica (AFM).

1.4.1 Microscopia de Fuerza Atomica
La microscopia de fuerza atomica es una técnica que no s6lo nos permite ver y medir la
morfologia de la superficie con una resolucion atdmica, sino también permite investigar

varias propiedades de las muestras, en particular propiedades mecénicas [13].

El microscopio de fuerza atomica fue inventado en 1986 por Binnig, Quate y Gerber. Este
funciona segun el principio de interacciones mecanicas en lugar de electronicas entre la punta
(montada en una micropalanca, voladizo o cantilever) y la superficie de la muestra. A medida
que la punta se acerca a unas pocas decenas de handémetros, entra en el régimen de una fuerza
atractiva de van der Waals. La punta es atraida débilmente hacia la superficie de la muestra
y, a medida que se acerca a la muestra, la punta se encuentra en el régimen repulsivo en
términos del potencial de Lennard-Jones, donde la punta es repelida fuertemente de la
superficie de la muestra. Si se mide la fuerza de atraccion o de repulsion mediante la
mecéanica del resorte que refleja la interaccién de la punta con la superficie de la muestra, se
puede reproducir el mapa del contorno de la superficie de la muestra en términos de su altura
[14].

En la Figura 5 se muestra un diagrama esquematico de un AFM, la punta se encuentra
montada en una micropalanca, a la cual se le hace incidir un laser. Asi, cada vez que la punta
sube o baja debido a la interaccion con la superficie que se encuentra analizando, la
micropalanca reflecta la desviacion del laser a un fotodetector y es interpretada por el

software del instrumento, generando una imagen [15].
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Figura 5. Diagrama esquematico de AFM. 1. Diodo laser; 2. Cantilever; 3. Espejo; 4. Fotodetector sensible a
la posicidn; 5. Electronica; 6. Escaner con muestra. Tomada de [16].

El microscopio puede trabajar en los siguientes modos:

Modo de contacto: Es el método mas directo, donde la punta se pone en contacto con
la superficie de la muestra y la deflexion del cantilever se mantiene constante durante
el escaneo [16].

Modo de no-contacto: La punta es levemente distanciada de la muestra, mientras que
el cantilever se excita cerca de su frecuencia de resonancia de modo que vibre cerca
de la superficie de la muestra, por lo que la interaccion entre punta-muestra varia.
Modo intermitente (tapping mode): La superficie de la muestra se escanea mientras
el cantilever oscila a una frecuencia cercana a su frecuencia de resonancia. La
amplitud de estas vibraciones se ve afectada por las interacciones entre la punta y la
superficie. Las imagenes topograficas se obtienen gracias a estas diferencias en
amplitud o fase. Este modo es mas suave con la punta a diferencia del modo de

contacto [17].

1.4.2 Espectroscopia ultravioleta-visible

La espectroscopia ultravioleta-visible o espectrofotometria UV-Vis es una técnica que se

basa en el anélisis de la cantidad de radiacion electromagnética (en el rango de longitudes de

onda del ultravioleta y visible) que puede absorber o transmitir una muestra en funcion de la

cantidad de sustancia presente.
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Un espectrofotdmetro UV-Vis es un instrumento para medir la transmitancia o
absorbancia de una muestra, en funcion de la longitud de onda de la radiacion

electromagnética.

Para cada longitud de onda de luz que pasa a traves del espectrofotdmetro, se mide la
intensidad de la luz que pasa a través de la celda de la muestra. A esta cantidad se le denomina
I, (luz incidente) y a la cantidad de luz que atraviesa la celda de muestra y emerge por el

otro lado se le llama I (luz transmitida), como se observa en la Figura 6.

Luz incidente Luz transmitida

Figura 6. Luz incidente y transmitida a través de la celda de muestra.

Cuando se calcula el porcentaje de transmitancia (%T), se relacionan estos dos valores
. I . .
mediante % T = (1_) * 100%, que es una medida de la luz que atraviesa la muestra para
0

después incidir en el detector. Si I es menor que I, quiere decir que la muestra ha absorbido
luz. La absorbancia A, es la cantidad de luz que absorbe la muestra, y se relaciona con la

transmitancia T por

|
A= —logT = —log (I—> (87)
0
En la Tabla 1 se muestran los valores de absorbancia y transmitancia.

Tabla 1. Valores de absorbancia y transmitancia.

Absorbancia Transmitancia

0 1

0.1 0.79

0.25 0.56

0.5 0.32

0.75 0.18

0.9 0.13
1 0.1
2 0.01
3 0.001
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Los espectrofotometros pueden tener una configuracion ya sea de haz simple o de haz
doble. En un espectrofotometro de haz sencillo, el haz de luz sigue una Unica trayectoria entre
la fuente y el detector. La muestra estandar o de referencia se mide primero para tener una

lectura de base y posteriormente se analiza la muestra.

En un espectrofotometro de haz doble la luz proveniente de la fuente es dividida en dos
haces después de salir del monocromador mediante un sistema de espejos divisores. Esta
division produce dos haces de luz, uno de ellos se dirige a la celda de referencia, que contiene
el blanco, y el otro haz se dirige hacia la celda de muestra. Los dos haces de luz después de
atravesar la celda de referencia y la de muestra llegan a detectores separados para obtener la

sefial correspondiente [18].

Las componentes basicas de un espectrofotdmetro (Figura 7) son:

e Una fuente que genera una banda ancha de radiacion electromagnética.

e Un dispositivo de dispersion que selecciona una longitud de onda particular de la
radiacion de la fuente.

e Un area de muestra.

e Uno o mas detectores para medir la intensidad de la radiacion.

e Otros componentes Gpticos, como lentes dpticos o espejos, transmiten la luz a través

del instrumento [19].

Monocromador
Detector

‘ endija de salida
posfz‘ivo de

dispersion
Fuente Rendija de P

® entrada

Figura 7. Esquema de un espectrofotometro convencional. Tomada de [19].
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Capitulo 2
Metodologia y desarrollo experimental

En este capitulo se describe la metodologia aplicada en la realizacién del presente trabajo de tesis, incluyendo
los reactivos y protocolos empleados para la sintesis de las nanoparticulas de oro y los equipos de fabricacion
y caracterizacion de las muestras.

2.1 Materiales
2.1.1 Reactivos
Quitosano

El quitosano o quitosan es un copolimero natural, amino-polisacarido catiénico y N-
acetilglucosamida obtenido por la desacetilacion alcalina de la quitina, que es el segundo
polisacérido mas abundante en la naturaleza y se encuentra en crustaceos y algunos hongos.
El quitosano es un biopolimero mucoadhesivo no toxico, biodegradable, biocompatible y
cargado positivamente. Las condiciones utilizadas para la desacetilacion determinaran el
peso molecular promedio y el grado de desacetilacion [20]. El quitosano tiene tres tipos de
grupos funcionales reactivos, un grupo amino/acetamido, asi como grupos hidroxilo

primarios y secundarios [21]. La Figura 8 muestra la formula estructural del quitosano.

- —n

Figura 8. Estructura quimica del quitosano. Tomada de [20].

En este trabajo de tesis se emplea la ruta de sintesis quimica por reduccién de acido
tetraclorodurico tri-hidratado para la fabricacion de nanoparticulas de oro (AuNPS),
empleando al quitosano como agente reductor/estabilizador durante y después del proceso de
fabricacion de las muestras. En esta tesis se proponen emplear tres diferentes pesos

moleculares (PM, Sigma Aldrich) de quitosano, derivando en tres protocolos:

= Quitosano de bajo peso molecular (QPB). PM: 50-190 KDa.
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» Quitosano de medio peso molecular (QPM). PM: 190-310 KDa.
= Quitosano de alto peso molecular (QPA). PM: 310-375 KDa.

Acido acético glacial (Ac.Ac)

El 4cido acético (CHsCOOH, Sigma Aldrich, CAS 64-19-7) es un liquido incoloro con un
olor agrio a vinagre. Es uno de los acidos carboxilicos méas simples y es un reactivo quimico

ampliamente utilizado para modificar el pH de soluciones [22].

Acido tetracloroaurico tri-hidratado

El &cido tetraclorodurico tri-hidratado (HAucCl, - 3H,0, Sigma Aldrich, CAS 16961-25-4,
393.83 g/mol) es un compuesto inorganico, solido y de color amarillo anaranjado [23]. Es el

precursor metalico empleado para la fabricacion de las AuNPs durante este trabajo de tesis.

2.1.2 Equipos
Espectrofotometro UV-Vis

El espectrofotometro UV-Vis (Figura 9) fue utilizado para medir la absorbancia a diferentes
longitudes de onda (A = 190 a 850 nm) de las disoluciones coloidales sintetizadas. Las

caracteristicas técnicas del espectrofotémetro Nanodrop One C (Thermo Scientific) incluyen:

= Camino 6ptico de la cubeta de cuarzo: 10 mm

Fuente de luz: lampara de xenon

Intervalo de longitud de onda: 190-850 nm

Precision de onda: 0.5 nm

Volumen de la cubeta de cuarzo: 0.75 mL

——— Portacubeta

Cubeta de cuarzo——

Figura 9. Espectrofotémetro Nanodrop One C. Tomada de [24].
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Bomba de infusion

La bomba de infusién KDS-100 (kD Scientific, Figura 10) fue utilizada para dosificar los
reactivos de manera controlada, especificamente el &cido tetracloroaurico, durante el proceso
de fabricacion de las nanoestructuras. El volumen de la jeringa que usa varia de 10 pL a 60

mL.

“;— SO

o=

Figura 10. Bomba de infusién KDS-100. Tomada de [25].

Microscopio de Fuerza Atomica

El microscopio de fuerza atomica Park XE7 (Park Systems, Figura 11) se empled para la
caracterizacion de la morfologia y determinaciéon del tamafio de las nanoparticulas. El

software Gwyddion 2.54 fue utilizado para la visualizacion y el analisis de los datos.

Figura 11. Microscopio de fuerza atdmica Park XE7. Tomada de [26].

21



2.2 Desarrollo experimental

2.2.1 Protocolo 1

Las AuNPs fueron sintetizadas mediante la reduccion de HAuCl, - 3H,0, 1 mM en una
disolucién de quitosano-acido acético. Se realizaron tres ensayos distintos con quitosano de
bajo (QPB), medio (QPM) y alto peso molecular (QPA). Se pesaron 0.25 g del quitosano
correspondiente, agregandolo por pipeteo a una disolucion de 9 mL de Ac.Ac. al 1% bajo
agitacion constante durante 15 h. Posteriormente, se sometieron a sonicacién durante 15 min.
A la disolucion previa se agreg6é una alicuota de 3 mL de HAuCl, - 3H,0, 1 mM en
proporcion 1:3, manteniéndola bajo agitacion mecanica a 80 °C durante 45 min. Transcurrido

este tiempo, la temperatura se aumentd a 100 °C por 105 min [27].

Cuando la reaccion concluyo, las disoluciones coloidales se almacenaron en frascos ambar
y se guardaron bajo dos temperaturas: 20 °C y 4 °C. En la Tabla 2 se presentan las muestras

fabricadas, el PM del quitosano y la temperatura de almacenamiento.

Tabla 2. Rotulacion de muestras coloidales de oro sintetizadas con Protocolo 1y almacenadas a 20 °C y 4 °C.

Temperatura de Peso molecular del
) . Nombre de la muestra .
almacenamiento ('C) guitosano
PBP1 Bajo
20 PMP1 Medio
PAP1 Alto
PBP1R Bajo
4 PMP1R Medio
PAP1R Alto

2.2.2 Protocolo 2

La sintesis se realizé también empleando quitosano de bajo, medio y alto pesos moleculares
como agente reductor/estabilizador, siguiendo el mismo procedimiento descrito en el
Protocolo 1, con las siguientes modificaciones: Se emple6 una bomba de infusion KDS-100
y una jeringa de 27GX30 mm, con el proposito de controlar la velocidad (v =15, 30 y 70
mL/h) y la forma de la gota al agregar el HAuCl, - 3H,0. La temperatura de la parrilla se

ajusto a 80 °C durante 45 min, e incrementandolo a 100 °C por 105 min [27]. Cuando la
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reaccion concluyd, las disoluciones coloidales se almacenaron en frascos ambar y se
guardaron bajo las mismas dos temperaturas del Protocolo 1: 20°C y 4°C. En la Tabla 3y
Tabla 4 se especifican los nombres, la velocidad de agregacion del cido tetraclorodurico
(mL/h), el peso molecular del quitosano utilizado y la temperatura a la que fueron

almacenadas las muestras.

Tabla 3. Rotulacién de muestras coloidales de oro sintetizadas con Protocolo 2, almacenadas a T = 20 °C.

Nombre de la Velocidad de agregacion del Peso molecular del
muestra acido tetracloroaurico (mL/h) quitosano
PBP215 15
PBP230 30 Bajo
PBP270 70
PMP215 15
PMP230 30 Medio
PMP270 70
PAP215 15
PAP230 30 Alto
PAP270 70

Tabla 4. Rotulacién de muestras coloidales de oro sintetizadas con Protocolo 2 con quitosano de medio peso

molecular, a diferente velocidad de agregacion del &cido tetracloroaurico y almacenadas a T = 4 °C.

Nombre de la Velocidad de agregacion del Peso molecular del
muestra acido tetracloroaurico (mL/h) quitosano
PMP215R 15
PMP230R 30 Medio
PMP270R 70
2.2.3 Protocolo 3

Se empled el Protocolo 2, incrementando la temperatura inicial a 100 °C durante 45 min, y
la segunda temperatura ajustandola a 130 °C por 105 min [27]. Cuando la reaccion concluyd
las soluciones coloidales se almacenaron bajo las mismas condiciones de temperatura que en

los protocolos previos: 20 °C y 4 °C.

Tabla 5. Rotulacién de muestras del Protocolo 3 almacenadas a T = 20 °C.

Nombre de la Velocidad de agregacion del Peso molecular
muestra acido tetracloroaurico (mL/h) del quitosano
PBP315 15
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PBP330 30 Bajo
PBP370 70

PMP315 15

PMP330 30 Medio
PMP370 70

PAP315 15

PAP330 30 Alto
PAP370 70

En la Tabla 5 y Tabla 6 se especifican los nombres, la velocidad de agregacion del acido
tetraclorodurico (mL/h), el peso molecular del quitosano utilizado y la temperatura a la que

fueron almacenadas las muestras.

Tabla 6. Rotulacién de muestras coloidales de oro sintetizadas con Protocolo 3 con quitosano de medio peso

molecular, a diferente velocidad de agregacion del &cido tetracloroaurico y almacenadas a T = 4 °C.

Nombre de la Velocidad de agregacion del Peso molecular
muestra &cido tetracloroaurico (mL/h) del quitosano
PMP315R 15
PMP330R 30 Medio
PMP370R 70

2.2.4 Caracterizaciones

Espectroscopia UV-Vis (UV-Vis)

Se emple6 UV-Vis para monitorear la absorbancia de la banda plasménica a diferentes
longitudes de onda (A=190 a 850 nm), de las disoluciones coloidales sintetizadas. Todas las
muestras se monitorearon cada hora durante las primeras siete horas, posteriormente una
medicién diaria durante siete dias, después una medicion cada semana por cuatro semanas Y,

finalmente, una medicion cada mes por seis meses.

Microscopia de fuerza atémica (AFM)

En la observacion de la morfologia y determinacion del tamafio de las nanoparticulas
fabricadas por los diversos protocolos se empleé AFM (imagen y fase en modo tapping). Las
muestras que fueron monitoreadas con esta técnica son: PMP1, PMP1R, PMP215, PMP230,
PMP230R y PMP270.
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Capitulo 3
Resultados y discusion

En este capitulo se presentan los resultados de la sintesis y caracterizacion morfolégica y de tamafio de las
nanoparticulas de oro fabricadas, por espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) Microscopia de Fuerza
Atoémica (AFM), asi como su estabilidad temporal. Los resultados por UV-Vis y AFM muestran que las AUNPs
sintetizadas por cualquier protocolo propuesto son esféricas, siendo las condiciones QPM; v = 30 mL/h; T, =
100°Cy T, =130°C; almacenada a 4 °C) las que mostraron valores de A, constantes durante los 6 meses que
duré el monitoreo. La simulacién computacional permitié determinar que la presencia de un recubrimiento que
QN sobre la AuNPs no modifica su banda plasmonica.

3.1 Sintesis de AuNPs almacenadas a 20 °C y su caracterizacion mediante
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

En el primer proceso de sintesis de nanoparticulas de oro esféricas coloidales (AuNPs) se
llevaron a cabo mediante los tres protocolos descritos en el capitulo 2 [29], donde se
utilizaron los tres pesos moleculares del quitosano (bajo, medio y alto) y se almacenaron las

muestras a 20 ‘C por seis meses.

En la Figura 12 se presentan los cambios de tonalidades durante el proceso de sintesis de
las AuNPs de la muestra PAP1, que corresponde al Protocolo 1 con quitosano de alto peso
molecular. La coloracion tipica que presenta la muestra coloidal de AuNPs esféricas al final

de la reaccidn es de un rojo rubi (t = 105 min, Figura 12 (d)).

— &7 — E : ="
Figura 12. Proceso de sintesis de las AuNPs esféricas de la muestra PAP1 (Protocolo 1). Se muestran los
cambios de tonalidades en los tiempos de sintesis de (a) 2 min, (b) 24 min, (c) 66 min y (d) 105 min.
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La caracterizacion oOptica de las muestras se realiz6 mediante espectroscopia UV-Vis,

donde se consideraa t = 0 h, cuando finalizé el proceso de sintesis de las AUNPSs coloidales.

Los espectros de absorcion se midieron para intervalos especificos, con el fin de medir la

cinética de la sintesis (Tabla 7). Se tomd una medicion cada hora durante las primeras siete

horas, posteriormente una medicion diaria durante siete dias, después una medicion cada

semana por cuatro semanas Yy, finalmente, una medicion cada mes por seis meses.

Tabla 7. Se muestra los intervalos de tiempo en que se realizaron las mediciones de los espectros UV-Vis
coloidales de AuNPs dado en horas, dias, semanas y meses con el respectivo logaritmo natural del tiempo dado

en horas.
Tiempo Logaritmo natural del tiempo en horas

Horas (h) Dias | Semanas | Meses In t(h)

1 0
2 0.6931
3 1.0986
4 1.3862
5 1.6094
6 1.7917
7 1.9459
24 1 3.1780
48 2 3.8712
72 3 4.2766
96 4 4.5643
120 5 4.7874
144 6 4.9698
168 7 1 5.1239
336 14 2 5.8171
504 21 3 6.2225
672 28 4 1 6.5102
1344 56 8 2 7.2034
2016 84 12 3 7.6088
2688 112 16 4 7.8965
3360 140 20 5 8.1196
4032 168 24 6 8.3020

En la Figura 13 se muestran los espectros de absorbancia A (unidades arbitrarias (u.a.))

vs longitud de onda A (nm) de las muestras AuUNPs esféricas coloidales PBP1. En esta gréfica,
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se observan las bandas de absorbancia de plasmones localizados tipicas en los tiempos: t =
1h, t=7h,t=24h, t=168 h (séptimo dia), t = 672 h (primer mes) y t = 3360 h

(quinto mes).

1.2
| PBP1 (Protocolo 1) Primera hora
672 h L .
—— Séptima hora
1.0 d . .
. — Primer dia
o —— Séptimo dia
2 o084 Primer mes
:’; Quinto mes
S 06-
@
=
3
& 044
<
0.2
0.0 : , , \.X

T T T T T
450 500 550 600 650 700 750

Longitud de onda A (hm)

Figura 13. Espectros de absorbancia de la banda de plasmones localizados tipicos de la muestra coloidal PBP1
(Protocolo 1). Se muestran espectros en la primera hora, séptima hora, primer dia, séptimo dia, primer mes y
quinto mes.

Posteriormente se obtuvieron los datos de absorbancia maxima a los que se les llamaron
Agpr y de longitud de onda maxima Agp,,. de estos espectros.

Los maximos de absorbancia y de longitud de onda se obtuvieron con el programa Origin,
y dichos maximos se graficaron respecto al logaritmo natural del tiempo dado en horas. En
la Tabla 7 se muestra la equivalencia en horas.

3.1.1 Sintesis y caracterizacion dptica: Protocolo 1

La Figura 14 muestra las gréaficas de los valores de absorbancia y longitud de onda maximas
de la banda de plasmones localizados, al término de la reaccion y después de almacenar las
disoluciones coloidales de AuNPs esféricas a temperatura ambiente (T~20 °C) por 6 meses.

Dichos valores se graficaron respecto al logaritmo natural del tiempo dado en horas In t(h).

Se incluyen las muestras coloidales sintetizadas con el Protocolo 1, y quitosano de pesos
moleculares bajo (PBP1), medio (PMP1) y alto (PAP1), respectivamente. En la Figura 14
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(a) se observa que la maxima absorbancia A, de las tres muestras aumento en el periodo de
0 a 6 meses. Esto indica, por la ley de Beer-Lambert, que la concentracion de AuNPs en la
disolucién aumento. Esto se puede atribuir a que las AuNPs sintetizadas siguen aun en
proceso de formacion de nanoparticulas por una semana después de ser sintetizadas, y
encontramos que la absorbancia se mantuvo estable desde la semana 1 a la semana 24, por lo
tanto, también la concentracion de AuNPs. En la Figura 14 (b) se representan los valores de
longitud de onda maximo de la banda de plasmones localizados vs el In (t). Se observa que
dichos valores no se mantienen constantes para las tres muestras, eso significa que las bandas
se fueron desplazando hacia el infrarrojo. Se ha reportado que, a mayor longitud de onda, el
didmetro de la particula aumenta, ya que nanoparticulas de mayor tamafio, interactian con

longitudes de onda mayores [28].

16 7h 7 dias 4sem 6 meses 552 7h 7 dias 4sem 6 meses
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vos 00 544 -
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Figura 14. Muestras de AuNPs esféricas coloidales sintetizadas con el Protocolo 1 y almacenadas a T= 20 °C.
(a) Maximos de absorbancia Ay, vsInt, (b) maximos de la longitud de onda maxima A,,vsInt de la banda

de plasmon localizado.

En la Tabla 8 se muestran los promedios de las longitudes de onda maximas para las
muestras del Protocolo 1y las desviaciones estandar o, correspondientes. La muestra PBP1
muestra un promedio de A,,,x = 530.5 + 2 nm, la muestra PMP1 una A,,,x = 526 + 1 nm

y la muestra PAP1 una A, = 528 £+ 1 nm. Entonces, empleando el Protocolo 1 es factible
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sintetizar nanoparticulas de oro de mayor diametro mediante la agregacion de quitosano de
bajo peso molecular y nanoparticulas mas pequefias mediante el uso de quitosano de medio
peso molecular.

Tabla 8. Longitud de onda maxima promedio y desviacién estandar de las muestras AuNPs sintetizadas con
el Protocolo 1.

Muestra Promedio 4,,(nm) Desviacion estandar o (nm)
PBP1 530.5 2
PMP1 526.0 1
PAP1 528.0 1

3.1.2 Sintesis y caracterizacion optica: Protocolo 2

En la Figura 15 se muestran las graficas de los valores de absorbancia A, y longitud de
onda maxima A, de la banda de plasmones de superficie al término de la reaccion y después
de almacenar las soluciones de AuNPs a temperatura ambiente (T~20 °C) por 6 meses, dichos

valores se graficaron respecto al logaritmo natural del tiempo dado en horas In t(h) (ver
Tabla 7).

En la Figura 15 se representan los valores de absorbancia de las muestras sintetizadas
bajo condiciones del Protocolo 2. En dicho protocolo se controla la velocidad de agregacion
del acido tetracloroaurico a 15, 30 y 70 mL/h, respectivamente. Los ultimos dos digitos de
los nombres de las muestras hacen referencia a la velocidad empleada. Las muestras se
sintetizaron con quitosano de bajo peso molecular (QPB, Figura 15 (a)), medio peso
molecular (QPM, Figura 15 (b)) y alto peso molecular (QPA, Figura 15 (c)). En la muestra
PBP215, Figura 15 (a), se observa que la absorbancia maxima se mantiene estable en el
tiempo, por lo que la concentracion de AuNPs también se mantuvo estable. Por su parte, la
longitud de onda méxima (Figura 15 (d)) se mantiene estable desde el principio de la sintesis
hasta el segundo mes (Int = 7.2034). Para las muestras PBP230 y PBP270 se observa que
durante las primeras 7 horas, la absorbancia se mantiene estable y presenta valores de 1.1 u.a.
y 0.9 u.a., respectivamente. La muestra PBP270 incrementa su absorbanciade 1.1 u.a. a 1.3
u.a. en los primeros tres dias, durante los siguientes cuatro dias no hay cambio y a los 6 meses

se ve un descenso gradual.
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Por otro lado, la muestra PMP215 (Figura 15 (b)) no presenta mucha variacion en la
absorbancia méxima, por lo que la concentracion de AuNPs en solucion no tuvo grandes
cambios. Para PMP230 sucede casi lo mismo, pero se observa que en los Gltimos 4 meses la
absorbancia desciende, lo cual podria indicar la formacion de precipitado. PMP270 exhibe
una débil absorbancia que va aumentando considerablemente en el tiempo, lo que indica que

sigue el proceso de formacion de AuNPs, hasta que se mantuvo estable en los ultimos cuatro

meses.
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Figura 15. Muestras de AuNPs esféricas coloidales sintetizadas con el Protocolo 2 y almacenadas a T= 20 °C.
(a), (b), (c) Méaximos de absorbancia Ay, vsInt; (d), (€), (f) maximos de la longitud de onda maxima Agp,vs In t
de la banda de plasmén localizado.

En la Figura 15 (c) se presentan las muestras sintetizadas con QPA. PAP215 y PAP230
exhiben el mismo comportamiento, con la absorbancia constante y por lo tanto la

concentracion de AuNPs en la solucién también constante. PAP270 empieza con un
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crecimiento gradual en absorbancia en los primeros siete dias y despues se aprecia la

disminucion de absorbancia, lo que indica la formacién de precipitado.

En la Figura 15 (d), (e) y (f) se presentan los valores de longitud de onda de la banda de
plasmones de superficie de las muestras QPB, QPM y QPA, respectivamente. Para QPB
(Figura 15 (d)), se observa que durante las dos primeras semanas la banda de absorcion no
se desplazd. A partir de la tercera semana y hasta el sexto mes, se observa un corrimiento de

la banda de absorbancia. Es por eso, por lo que los valores de A, aumentaron de 524 nm a

534 nm en PBP230 y PBP270, y en B1P270 de 520 nm a 524 nm. Esto se puede relacionar

con un aumento en el tamafo de particula.

En la Figura 15 (e), se observa que PMP215 donde los espectros de absorbancia no
presentaron corrimiento hasta el primer mes, donde A, empieza a tomar valores mas
grandes. En PMP230, A¢p,, se mantiene constante, eso significa que no hubo corrimiento en
los espectros de absorcion, y si los viéramos en una grafica estos se verian sobrepuestos,
como si s6lo fuera una Unica banda de absorcion. Esta muestra tiene un buen
comportamiento, estabilidad de tamafio de particula y concentracion en el tiempo.

En la Figura 15 (f) se presentan las muestras con QPA, en los tres casos: PAP215,
PAP230 y PAP270 tienen un comportamiento parecido, donde los valores que toma Ay, en
las primeras horas se mantiene constante; después empieza a disminuir gradualmente hasta
el séptimo dia, mientras que en las siguientes tres semanas se mantiene constante y en los
ultimos cuatro meses vuelve a aumentar su valor. En la Tabla 9 se muestran los promedios
de las longitudes de onda méaximas para las muestras del Protocolo 2, y las desviaciones
estandar o correspondientes. Se observa que la muestra PMP230 es la que presenta el menor
valor de desviacion estandar, es decir, el promedio de la longitud de onda tuvo menos
variaciones. Se observa de manera general que, independientemente del peso molecular del
quitosano usado, la velocidad de agregacion del acido tetraclorodurico influye en el diametro

de las nanoparticulas de oro.
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Tabla 9. Longitud de onda maxima promedio y desviacion estandar de las muestras sintetizadas con el
Protocolo 2.

Nombre de | Velocidad agregacion : Desviacion estandar o
la Muestra | AuClsH 3H,0 (mL/h) Promedio Aspy (nm) (nm)
PBP215 15 521.0 1.5
PBP230 30 525.5 3.0
PBP270 70 524.5 3.5
PMP215 15 524.5 2.0
PMP230 30 523.0 0.5
PMP270 70 531.5 4.0
PAP215 15 523.5 2.0
PAP230 30 524.5 15
PAP270 70 525.0 15

3.1.3 Sintesis y caracterizacion dptica: Protocolo 3

En la Figura 16, se muestran las gréaficas de los valores de absorbancia y longitud de onda
de la banda de plasmones de superficie al término de la reaccion, y después de almacenar las
soluciones de AuNPs a temperatura ambiente (T~20 °C) por 6 meses, sintetizadas bajo el
Protocolo 3. Dichos valores se graficaron respecto al logaritmo natural del tiempo dado en
horas, In t(h).

En la Figura 16 (a), (b), (c) se representan los valores de absorbancia de las muestras
sintetizadas con velocidad de agregacion del &cido tetracloroaurico de 15, 30 y 70 mL/h. A
diferencia del segundo protocolo, la temperatura a la que se ajusta la parrilla es mayor. Los

ultimos dos digitos de los nombres de las muestras corresponden a la velocidad empleada.

En la Figura 16 (a) se aprecian las muestras sintetizadas con QPB. Se observa que el
comportamiento de PBP330 y PBP370 es muy similar, donde el valor de la absorbancia
maxima de la banda plasmonica es muy parecido y se mantiene constante en el tiempo con
un valor de 1. Entonces, la concentracion de AuNPs no aumento, pero al aplicar mayor
temperatura durante el proceso de sintesis, aumentd la velocidad de reaccién. Esto permitio
obtener AUNPs en menor tiempo. Por su parte la muestra PBP315 mantiene estable su Agp,
hasta el primer mes, con absorbancia de 1.0 u.a. y a partir de ahi el valor empieza a

incrementar hasta 1.2 u.a. durante los siguientes meses.
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En la Figura 16 (b), que son las muestras sintetizadas con QPM, se puede observar un

comportamiento muy similar con un ligero cambio en el valor de la absorbancia. PMP330 y

PMP370 con 1.1 u.a. y PMP315 con un valor de 1.2 u.a., manteniendo las tres muestras un

valor constante en la absorbancia. Nuevamente entonces, al controlar la velocidad de

agregacion del precursor y al aumentar la temperatura, se incrementa la velocidad de reaccion

y se reduce el tiempo de sintesis de las nanoparticulas, no aumentando su concentracion en

la disolucion coloidal.

En la Figura 16 (c) se grafican las muestras sintetizadas con QPA. Estas exhiben un buen

comportamiento, dado que también la absorbancia se mantiene constante en el tiempo,
PAP315y PAP330 con un valor de 0.9 u.a. y PAP370 con un valor de 1 u.a.
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Figura 16. Muestras de AuNPs esféricas coloidales sintetizadas con el Protocolo 3 y almacenadas a T= 20 °C.
(@), (b), (c) Maximos de absorbancia Ay, vsint; (d), (e), (f) Maximos de la longitud de onda maxima

Aspr vsInt de la banda de plasmon localizado.
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En la Figura 16 (d), (e), (f) se presentan los valores de longitud de onda de la banda de
plasmones de superficie. Para las muestras sintetizadas con QPB de la Figura 16 (d), se
observa que no hay corrimiento en los espectros de absorcion hasta el primer mes, que es

donde el valor de A5, comienza a aumentar ligeramente. En el caso de PBP315 va de 524

nm a 526 nm (523+1), en PBP330 cambia de 523 nm a 527 nm (524.5+1) y en PBP370 de
522 nm a 528 nm (523.5+1.5).

En la Figura 16 (e), que son las muestras sintetizadas con QPM, no hay corrimiento de
los espectros de absorcion, lo que podria indicar que no hubo cambio en el tamafio de las
AUNPs. La muestra PMP315 presenta un promedio de A,,x = 524.5 + 1 nm; la muestra
PMP330 una Ap.x = 523.5 + 0.5nm y la muestra PMP370 una A, = 523.5 + 1 nm.

En el caso de la Figura 16 (f) que son las muestras sintetizadas con QPA, se observa que
a la segunda hora hay un ligero corrimiento en las bandas de absorcion y a partir de la tercera

hora se mantiene constante el valor de Ag,.. Al llegar al primer mes comienza a aumentar

ligeramente en las tres muestras. La muestra PAP315 tiene un promedio de A, = 521.5 +
1 nm, la muestra PAP330 una Ap.x = 521.5+ 1 nm y la muestra PAP370 una Ay =
5225+ 1 nm.

En la Tabla 10 se presentan los promedios de las longitudes de onda maximas para las
muestras del Protocolo 3y las desviaciones estandar correspondientes. Aquellas sintetizadas
con QPB, presentaron la mayor desviacion estandar.

Tabla 10. Longitud de onda maxima promedio y desviacion estdndar de las muestras sintetizadas con el
Protocolo 3.

Nombre de | Velocidad agregacion : Desviacion estandar
la Muestra | AuClsH 3H20 (mL/h) Promedio de Aspr (M) o (nm)
PBP315 15 523.0 1.0
PBP330 30 524.5 1.0
PBP370 70 523.5 1.5
PMP315 15 524.5 1.0
PMP330 30 523.5 0.5
PMP370 70 523.5 1.0
PAP315 15 521.5 1.0
PAP330 30 521.5 1.0
PAP370 70 522.5 1.0
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Con los resultados de la primera sintesis de AuNPs coloidales, se realizo otra sintesis de
repeticion que denominamos segunda sintesis. Para esta segunda sintesis solamente se eligio
el quitosano de medio peso molecular, que es el que mostrd6 mejor comportamiento en las
muestras de la primera sintesis. Nuevamente, se aplicaron los tres protocolos ya descritos,

pero esta vez se almacenaron las muestras coloidales a una temperatura de 4 °C.

3.2 Estabilidad temporal de AuNPs coloidales almacenadas a 4 °C

3.2.1 Estabilidad temporal de AuNPs coloidales mediante UV-Vis: Protocolo 1

En la Figura 17 se muestran las graficas de los valores de absorbancia maximay longitud de
onda méxima de la banda de plasmones de superficie al término de la reaccion de AuNPs
coloidales, sintetizadas con el protocolo 1 usando QPM y almacenadas en refrigeracion (T =
4 °C) en oscuridad por 6 meses. Dichos valores se graficaron respecto al logaritmo natural
del tiempo dado en horas, In t(h). Estas muestras se compararon con las almacenadasa T =
20 °C.

En la Figura 17 (a) se representan los valores de A, de la muestra sintetizada siguiendo
el Protocolo 1 con quitosano de medio peso molecular. Se observa que la Agp,, se mantiene
constante hasta las primeras 7 horas (20 °C) y la primera semana (4 °C), y a partir de ahi
comienza a aumentar gradualmente ambas muestras durante las siguientes fechas de
monitoreo. Esto significa que la concentracién de AuNPs en disolucién aumentd. Por su
parte, en la Figura 17 (b) podemos observar los valores que va tomando Ay, a diferentes
tiempos. Dichos valores se mantienen estables en el tiempo por lo que las bandas de
absorcion no tuvieron corrimiento y presentan un valor de longitud de onda promedio de
526 + 1 nm (20 °C) y 527 4+ 0.5 nm (4 °C), respectivamente.

35



7h 7 dias 4sem 6 meses 7h 7 dias 4sem 6 meses

16 3 552
1.4_. @ : 5484 (D)
1 : oo 544
124 /J‘“—‘” 2 J ]
] . 540 -

; e PMP1 (T =20°C) 1 * PMP1(T=20°C) A,=526.0 + 1 nm
02 —e— PMP1R (T =4°C) 516 —— PMPIR (T=4 °C) A,,,=527.0 + 0.5 nm
0.0 — T T T T T T T T T 512 — T T T T T T~ T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ln t(h) Ln t(h)

Figura 17. Muestras de AuNPs esféricas coloidales sintetizadas con el Protocolo 1 usando quitosano de peso
molecular medio y almacenadas a T= 4 °C. (a) Maximos de absorbancia A, vsIn t, (b) maximos de la longitud
de onda maxima Agp, vsInt de la banda de plasmon localizado.

En la Tabla 11 se muestran los promedios de las longitudes de onda méaximas para las
muestras del Protocolo 1 usando quitosano de medio peso molecular PMP1 (almacenada a
20 °C) y PMP1R (almacenada a 4 °C). Comparando ambas muestras, se observa que tienen
un promedio de longitud de onda maxima de 526 nm y 527 nm, respectivamente. La
desviacién estandar de PMP1 (muestra no refrigerada) es 1 y PMP1R (muestra refrigerada)
tiene un valor de 0.5 u.a., eso significa que almacenar las muestras a una menor temperatura
T = 4 °C mantiene mas estable a la muestra y la longitud de onda méxima muestra menor
variacion.

Tabla 11. Longitud de onda méaxima promedio y desviacion estdndar de las muestras sintetizadas con QMP
aplicando el Protocolo 1.

Il\laoml?gset(rjae T de al(rpg)cenado Promedio 4, (nm) Desviacion estandar ¢ (nm)
PMPI1R 4 527 0.5
PMP1 20 526 1.0

3.2.2 Estabilidad temporal de AuNPs coloidales mediante UV-Vis: Protocolo 2

Las gréficas de la Figura 18, representan los valores de absorbancia maxima y longitud de
onda maxima de la banda de plasmones de superficie de las muestras sintetizadas bajo el

Protocolo 2, al término de la reaccion y después de almacenar las disoluciones de AuNPs en
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refrigeracion (T = 4 °C) por 6 meses y se compararon con las muestras almacenadas T = 20

°C. Dichos valores se graficaron respecto al In t(h).

En la Figura 18 (c) se presentan los valores de absorbancia cuando se controld la
velocidad de agregacion del &cido tetraclorodurico (15, 30 y 70 mL/h) y se emple6 QPM (T
= 4 °C). Se observa que las tres muestras exhiben un comportamiento similar, pero con
diferente valor de la absorbancia méxima. Entonces conforme se aumenté la velocidad de
agregacion del acido tetracloroaurico, incremento el valor de Agp,.. Durante las primeras
horas y los primeros siete dias, se mantuvo constante, pero a partir de la segunda semana el
valor empez0 a incrementar. Esto indica que continu6 el proceso de formacion de AuNPs.
En la Figura 18 (d) se muestran los valores que va tomando Ay, a traves del tiempo.
PMP215R exhibe un valor constante en las primeras horas, y a partir de los siguientes dias y
meses empieza a incrementar ligeramente de 518 nm a 520 nm. Esto da lugar a un corrimiento
en las bandas de absorcion hacia el infrarrojo. Por su parte, la muestra PMP230R tiene un
ligero aumento y a partir del sexto dia se puede ver que crece. Para PMP270R se observa que

el valor de Asp- se mantiene constante hasta la tercera semana en donde se aprecia el

corrimiento Ay, hacia la izquierda de la banda de absorcion.

Aqui, nuevamente se compararon con las almacenadas a T = 20 °C, que corresponden a
la Figura 18 (a)-(b), se puede observar que, a una menor temperatura de almacenamiento,

las muestras mantienen mayor estabilidad.
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Figura 18. Muestras de AuNPs esféricas coloidales sintetizadas con el protocolo 2 usando quitosano de peso
molecular medio y almacenadas a T=4°C. (a) Maximos de absorbancia A, vsInt, (b) maximos de la longitud

de onda maxima Agp, vsInt de la banda de plasmon localizado.

En la Tabla 12 se muestran los promedios de las longitudes de onda maximas para las

muestras del Protocolo 2 y sus desviaciones estandar correspondientes. Encontramos que se

obtienen mayores tamarios de nanoparticulas estables cuando se sintetizan usando QMP y

una velocidad de agregacion de acido tetraclorodurico de 70 mL/h.

Tabla 12. Longitud de onda maxima promedio y desviacion estandar de las muestras sintetizadas con QMP

aplicando Protocolo 2.

Muestra Velocidad agregacion Promedio Agp, Desviacion
refrigerada (4 °C) AuCl;H 3H20 (mL/h) (nm) estandar o (nm)
PMP215R 15 520.5 2.0
PMP230R 30 521.0 1.0
PMP270R 70 526.5 0.5
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3.2.3 Estabilidad temporal de AuNPs coloidales mediante UV-Vis: Protocolo 3

La Figura 19 muestra las gréaficas de linea de los valores de absorbancia y longitud de onda
de la banda de plasmones de superficie de muestras sintetizadas con metodologia del
Protocolo 3, al término de la reaccion y después de almacenar las disoluciones de AuNPs en

refrigeracion (T = 4 °C) por 6 meses, dichos valores se graficaron respecto al In t(h).

Enla Figura 19 (c) se representan los valores de absorbancia maxima A, de las muestras
sintetizadas, controlando la velocidad de agregacion del &cido tetraclorodurico a 15, 30 y 70
mL/h. Nuevamente, a diferencia del segundo protocolo, la temperatura a la que se ajusta la
parrilla es mayor. Se observa que la muestra PMP370R exhibe valores de Ay, constantes en
el tiempo, y por lo tanto también lo es la concentracion de las AuNPs. En los casos de
PMP315R y PMP330R, el valor de la absorbancia comienza a incrementar gradualmente a
partir de la primera semana, por lo que la formacion de AuNPs sigue en proceso. En la Figura
19 (d) se representan los valores de A, y se puede observar que se mantiene constante en
los tres casos. Entonces, se puede decir que el tamafio de las AUNPs se mantiene estable en
los seis meses de estudio.

Y comparando las muestras a con las almacenadas a T = 20 °C (Figura 19 (a) y (c)) se

puede observar que siguen manteniendo su estabilidad.
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Figura 19. Muestras de AuNPs esféricas coloidales sintetizadas con el Protocolo 3 usando quitosano de peso
molecular medio y almacenadas a T= 4 °C. (a) Maximos de absorbancia A, vs In t, (b) maximos de la longitud

de onda maxima Agp, vsInt de la banda de plasmon localizado.

En la Tabla 13 se muestran los promedios de las longitudes de onda méaximas para las
muestras del protocolo 3 y las desviaciones estandar correspondientes. Los valores Ay, de
las muestras PAP315R, PAP330R y PAP330R son 522 + 0.5 nm, 522.5+0.5nm y
522.5+0.5 nm, respectivamente. Entonces, cuando se guardan en refrigeracion a 4 ‘C las
muestras presentan una gran estabilidad temporal. Se observa que se obtiene el mismo
maximo de la longitud de onda plasmonica Agp,,, Y por tanto el mismo radio de las AUNPs

sintetizadas.
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Tabla 13. Longitud de onda maxima promedio y desviacion estandar de las muestras sintetizadas con QMP
aplicando el Protocolo 3.

Muestra refrigerada Velocidad agregacion Promedio Desviacion
(4°C) AuClI;H 3H20 (mL/h) Agpr (NM) estandar ¢ (nm)
PAP315R 15 522.0 0.5
PAP330R 30 522.5 0.5
PAP370R 70 522.5 0.5

3.3 Microscopia de fuerza atomica y simulaciones en MiePlot

3.3.1 Caracterizacion por AFM

La microscopia de fuerza atdbmica AFM nos proporciona imagenes topograficas que se
pueden visualizar en tres dimensiones, por lo que brinda informacion sobre el tamafio de
nanoparticula y su morfologia. Para la caracterizacion de las muestras se utilizd un

microscopio de fuerza atomica de la marca Park Systems.

Antes de la medicion, a las muestras de AuNPs se les realiz6 un protocolo de lavado para
eliminar el exceso de quitosano, posteriormente se depositd una microgota (1 uL) de cada
una de las muestras sobre sustratos de vidrio con pelicula de oro de baja rugosidad + 2 nm

(pelicula de oro/vidrio).

En la Figura 20 se presenta una micrografia AFM de un area de (1 um X 1 um) y el perfil
del sustrato limpio de oro/vidrio. El perfil indica una rugosidad de +2 nm, por lo que es

posible observar las AUNPs.

Perfil

y (nm)

0 T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

X (pm)

Figura 20. Micrografia AFM y perfil del sustrato limpio de pelicula de oro /vidrio.
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Después de las mediciones se determind el tamafio de las nanoparticulas utilizando
Gwyddion 2.54, programa que permite la visualizacion, el procesamiento y analisis de los
datos, particularmente tamarfio de grano [29].

Determinacion del tamaiio de las AuNPs

Para determinar el tamafio de las nanoparticulas se utilizaron dos métodos:
1. Algoritmo Watershed

Este es un algoritmo llamado Watershed implementado en Gwyddion, el cual, a partir de las
micrografias (1 um X 1 um) de topografia de la muestra Figura 21 (a), detecta y marca los
bordes de las particulas como en la Figura 21 (b), de esta manera, nos da un promedio para
el tamafio de grano. Con la aplicacion de este algoritmo se detectan alrededor de 100

nanoparticulas.

50.72 nm 50.72 nm
(a) (b)
40.00 40.00
30.00 30.00
20.00 20.00
. 10.00 - 10.00
T =200 hm
2®Tm 0.00 0.00

Figura 21. (a) Topografia de la muestra, (b) Implementacion del algoritmo Watershed para la deteccion de los

bordes.

2. Manualmente

A partir de las micrografias (1 um X 1 um) de topografia de la muestra se marcaron
manualmente los ejes mayor y menor, ya que las AuNPs son no completamente esféricas,
como en la Figura 22, posteriormente se hizo un promedio de dichos ejes y se dividi6 entre
dos para obtener el radio promedio. Con este método se pueden marcar desde 25 hasta 100
AUNPs.
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Figura 22. Seleccion de los ejes de forma manual.

Micrografias AFM

En la Figura 23 se muestran las imagenes de AFM de areas de 1 um x 1 pum, la topografia

en 3Dy la fase del sustrato limpio de pelicula de oro/vidrio donde se depositaron las muestras

de AuNPs coloidales PMP1R (refrigerada) y PMP1 (sin refrigerar). Con la topografia

podemos comprobar que las AuNPs son esféricas, asi como que hay regiones con

aglomeracion de quitosano. Estas Ultimas se observaron mediante el modo fase de AFM. En

la Figura 23 (A) se puede apreciar que la fase no cambia, por lo que no hay presencia de otro

material en el sustrato. En Figura 23 (B) y (C), donde hay depdsito de AuNPs, la fase cambia.

En la Tabla 14 se muestran los radios promedios obtenidos a partir de la implementacién

de los dos métodos descritos anteriormente de las muestras PMP1R y PMP1 de la segunda

(refrigerada) y primera sintesis (sin refrigerar). Los tiempos en que se tomaron las mediciones

fueron el quinto y sexto mes, respectivamente.

Tabla 14. Radio promedio de las muestras PMP1R y PMP1.

T de Tiempo de . . . .
Muestra | almacenamiento medicion Radlo_promedlo (nm) | Radio promedio (nm)
o Algoritmo Watershed Manualmente
(°O (mes)
PMP1R 4 Quinto 2534+ 15 25.7+7
PMP1 20 Sexto 2194+ 2 33+4
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Topografia Topografia 3D Fase

1.21 deg
-10.00
-20.00
-30.00
5 . eI | [l-40.00
-50.00
400/ nmM
-65.98
—0.26 deg
-15.00
-20.00
-25.00
-30.00
-35.00
—-40.00
—45.00
400 nm
—-58.69
-11.20 deg

-20.00
-25.00
-30.00
-35.00
-40.00
-45.00

‘.—=.
40 Ong

-55.11

Figura 23. Imagenes AFM de (A) sustrato de vidrio con pelicula de oro, (B) quinto mes de la segunda sintesis
de PMP1R (refrigerada), (C) sexto mes de la primera sintesis de PMP1 (sin refrigerar). La columna izquierda
muestra la topografia, en el centro la topografia 3D y la columna de la derecha corresponde a la fase.

En la Figura 24 se muestran las imagenes de AFM de areas de 1 um x 1 pum, la topografia
en 3Dy la fase del sustrato limpio con pelicula de oro/vidrio, y de la muestra PMP215 de la
primera (sin refrigerar) y segunda sintesis (refrigerada), realizando la medicion al sexto mes

y a la primera semana. Nuevamente, se observa que las nanoparticulas son esféricas.

Como la fase depende de la interaccion entre la punta y la superficie, en las imagenes se
observa que hay cambios correspondientes al sustrato y a la presencia de AuNPs con trazas
de quitosano.

La Tabla 15 resume los radios promedios de las muestras PMP215 (sin refrigerar) en la

primera semana y en el sexto mes de la segunda y primera sintesis, respectivamente. Las
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comparaciones se hicieron respecto a la velocidad de agregacion del &cido tetracloroaurico,
a 15 mL/h. Se puede observar que hay gran diferencia en los radios promedios al implementar
los dos métodos, esto se debe a que, cuando se usa el algoritmo Watershed, este detecta
bordes que pertenecen al sustrato y los toma como AuNPs eso hace que el promedio
disminuya.

Tabla 15. Radio promedio de las muestras PMP215 almacenadas a 20 °C y sintetizadas con 15 mL/h de
velocidad de agregacion de AuClsH 3H:0.

Muestra Tiempo de Radio promedio (hm) | Radio promedio (nm)
Medicién Algoritmo Watershed Manualmente
PMP215 | Primera semana 246 +1.5 4415+7
PMP215 Sexto mes 27.69+ 25 72.84 + 11
Topografia Topografia 3D Fase
] 16.8 nm 1.21 deg
12.0 -10.00
12.0
—20.00
10.0
8.0 -30.00
6.0 —40.00
4.0 ~50.00
0.0 -65.98
33.6 nm —9.39 deg
30.0
25.0 —15.00
200 -20.00
15.0
-25.00
10.0
-30.00
0.0 -35.04
51 nm -9.53 deg
40 -20.00
30 |-30.00
20 —40.00
10 -50.00
0 -59.99

Figura 24. Imagenes AFM de (A) sustrato limpio de vidrio con pelicula de oro, (B) primera semana de la
segunda sintesis (refrigerada) de PMP215, (C) sexto mes de la primera sintesis (sin refrigerar) de PMP215. La
columna izquierda muestra la topografia, en el centro la topografia 3D y a la derecha la fase.
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La Figura 25 corresponde a micrografias AFM (1 pm x 1 pum), la topografiaen 3D y la

fase del sustrato limpio con pelicula de oro/vidrio y de AuNPs coloidales de la muestra
PMP230, PMP330 y PMP330R de la primera (sin refrigerar) y segunda sintesis (refrigerada).

Topografia Topografia 3D
| 16.8 nm

14.0
12.0
10.0

8.0

- 6.0
4.0

17nm
0nm

400 nmM

0.0

49.7 nm

40.0
35.0
30.0
25.0
20.0
15.0
10.0

0.0

50 nm

0nm

45.3 nm
40.0
35.0
30.0
25.0
20.0
15.0
10.0

45mm

0nm

0.0

20 nm

0nm

56 nm

0nm

‘ A
t 400/ nm

H
: H
|
|

1.21 deg
-10.00
—-20.00
-30.00
—40.00
—-50.00
—-65.98

6.49 deg
0.00

—10.00
—20.00
—30.00

—40.00
-53.26

—11.86 deg
—20.00

—30.00
—40.00
—50.00
—60.00
-76.49
—11.37 deg
—20.00
-30.00

—40.00

—-50.00

—66.87
—1.36 deg
—10.00
—20.00
—30.00
—40.00

—50.00
—62.08

Figura 25. Micrografias AFM de: (A) sustrato limpio de pelicula de oro/vidrio, (B) primera semana de la
segunda sintesis (sin refrigerar) de PMP230, (C) sexto mes de la primera sintesis (sin refrigerar) de PMP230,
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(D) primer mes de la segunda sintesis (sin refrigerar) de PMP330 y (E) primer mes de la segunda sintesis de
PMP330R (refrigerada). La columna izquierda muestra la topografia, al centro la topografia 3D y a la derecha
la fase.

La velocidad de agregacion del &cido tetraclorodurico en estas muestras fue de 30 mL/h.
En (B), muestra PMP230, se observa que las AuUNPs estan mejor distribuidas, comparadas
con (E), muestra PMP330R, la cual muestra exceso de quitosano. Por los cambios en la fase,
se observa que hay regiones con distintas propiedades cuando la punta pasa del sustrato a las
AUNPs.

La Tabla 16 corresponde a los radios promedios de las muestras PMP230 en la primera
semanay en el sexto mes de la segunda y primera sintesis, PMP330 y PMP330R en el primer
mes de la segunda sintesis. En estas muestras la velocidad de agregacion del acido
tetraclorodurico fue de 30 mL/h.

Tabla 16. Radio promedio de las muestras PMP230, PMP330 y PMP330R sintetizadas con 30 mL/h de
velocidad de agregacion de AuClsH 3H0.

almaczng%iento Tiempo de Radio promedio (nm) | Radio promedio (nm)
Muestra C) Medicion Algoritmo Watershed Manualmente
PMP230 20 Primera semana 31.57+3.5 4925+ 6
PMP230 20 Sexto mes 38.13+3.5 4383+ 8
PMP330 20 Primer mes 2194 +3 31.79+5
PMP330R 4 Primer mes 31.78+ 3 29.37+7

Por su parte, las imagenes de AFM (1 um x 1 um), la topografia en 3D y la fase del sustrato

limpio con pelicula de oro/vidrio de la muestra PMP270 de la segunda y primera sintesis con
velocidad de agregacion de acido tetracloroaurico de 70 mL/h se muestran en la Figura 26.
Los radios promedio de PMP270 determinados en el primer y sexto mes, respectivamente,
utilizando los dos métodos se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Radio promedio de las muestras PMP270 almacenadas a 20 °C y sintetizadas con 70 mL/h de
velocidad de agregacion de AuClsH 3H0.

. . Radio promedio (hm) | Radio promedio (nm)
Muestra Tiempo de Medicion Algoritmo Watershed Manualmente
PMP270 Primer mes 25+ 2 46.05+ 8
PMP270 Sexto mes 30+ 1 55.22+ 15
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Topografia Topografia 3D Fase

16.8 nm

1.21 deg
1a -10.00
12.0
~20.00
10.0
8.0 -30.00
o 6.0 -40.00
4.0 ~50.00
400 nmM
0.0 -65.98
20.4 nm —5.45 deg
-8.00
15.0 -10.00
[-12.00
10.0 ~14.00
-16.00
5.0 -18.00
0.0 -22.68
21.7 nm -9.11 deg
-15.00
T ~20.00
-25.00
1010 -30.00
-35.00
i -40.00
400 nm W =A5100)
0.0 -52.89

Figura 26. Micrografias AFM de (A) sustrato de vidrio con pelicula de oro limpio, (B) primer mes de la segunda
sintesis de PMP270 (sin refrigerar), (C) sexto mes de la primera sintesis de PMP270 (sin refrigerar). La columna
de la izquierda muestra la topografia, al centro el perfil 3D de la topografia y a la derecha la fase.
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Histogramas de los radios promedio, obtenidos con el método manual.

En la Figura 27 se observan los histogramas de frecuencia que corresponden a los radios

promedio de las AuNPs que se obtuvieron con el recuento manual, en este sentido, el analisis

gréfico de los histogramas provee informacion sobre la homogeneidad entre los distintos

tamafnos EIl recuento manual mostrd resultados con algunas diferencias significativas

respecto al recuento automatico.
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Figura 27. Histogramas de la distribucion de los radios promedio de las AuNPs.
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Resumen de los radios promedio con los dos métodos utilizados

En la Figura 28 se hace un resumen de los radios promedio de las AUNPSs que se encontraron
con el algoritmo Watershed, se pueden visualizar 10 muestras que se sintetizaron con
quitosano de medio peso molecular y que fueron analizadas en los distintos tiempos
mencionados en cada caso. En la Figura 29 se presentan los radios promedio que se
obtuvieron de forma manual. En las dos figuras, eje x corresponde a la velocidad de
agregacion del &cido tetraclorodurico, el eje y al protocolo utilizado y el eje z al radio

promedio dado en nm.

' PMR21S

(1" semana|

Figura 28. Radios promedio de AuNPs determinados con el algoritmo Watershed.
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Figura 29. Radios promedio de AuNPs obtenidos de forma manual.

3.3.2 Simulaciones en MiePlot

Las predicciones tedricas de la banda de Resonancia del Plasmon de Superficie de las
soluciones se determinaron utilizando el software MiePlot v4 [30]. En este modelo se
obtuvieron las eficiencias de extincién, dispersion y absorcién en funcién de la longitud de

onda incidente sobre la nanoparticula. Las simulaciones se hicieron para nanoparticulas de
0ro con y sin capa de quitosano.

En el caso de las simulaciones de las nanoparticulas de oro sin la capa de quitosano, se
consideraron las condiciones:

1. Material: Oro.

2. Radio de la estructura: Los determinados experimentalmente por AFM a partir del
algoritmo Watershed.

3. Medio circundante: Agua.

4. Rango de longitud de onda: 450 a 650 nm.

5. NUmero de pasos: 1000
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Por su parte, para el caso de las nanoparticulas de oro con capa de quitosano, ademas de

los datos anteriores, adicionalmente se considero:

1. Material de la capa: Quitosano
2. Radio del nacleo y de la capa.
3. Indice de refraccion del ntcleo y de la capa: el indice de refraccion del oro se tomé de

la base de datos del software y el indice de refraccidn del quitosano se tomo de [31].

Las gréaficas correspondientes de este modelo se compararon con los datos de los espectros
de absorbancia obtenidos experimentalmente, empleando la absorbancia de una disolucién
que contiene NPs cuando se hace incidir radiacion electromagnética a una longitud de onda
especifica (A):

1
2

A = —log,, (%) (88)

donde I, y I son la intensidad de la luz incidente y transmitida que atraviesa la disolucion,
respectivamente. La relacion puede expresarse ademas en términos de la eficiencia de
extincion Q.x¢, longitud del camino éptico |, densidad numérica N y radio R de la NPs como
[32]:
TR? QexcIN
T 2303 (83)

donde Qey = O'e_th Oyt €S la seccidn transversal de extincion de las particulas.

mR2’

Dado que la absorbancia A y la eficiencia de extincién Q... son proporcionales, es factible
comparar la longitud de onda maxima A, obtenida a partir de las mediciones
experimentales UV-Vis, con la longitud de onda maxima de la banda de la eficiencia de

extincién mediante teoria de Mie Q.4 (Tabla 18).

En las disoluciones de AuNPs con capa de quitosano, se vario el espesor de la capa (dado
el radio del nucleo se fue aumentando el radio de la capa cada 2 nm, asi hasta obtener cuatro
simulaciones por cada muestra), y se observo que no hubo cambios significativos en la
longitud de onda maxima, por lo que sélo se report6 un solo valor. Todas las simulaciones

se hicieron para AuNPs resuspendidas en agua.
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Tabla 18. Comparacion de los datos tedricos y experimentales.

Agpr de Agpr de Aspr R (nm)
Muestra | lalmac | ¢ Qex (SN Qexc (COn | experi- Aﬁrac?lritmo Rprom (NM)
(°0) medicién capa de capa de mental Wgtershe q Manual
QN) (nm) | QN) (nm) (nm)

PMP1R 4 5% mes 530.60 530.63 527.5 25.37 +1.5 25.7 +7
PMP1 20 6° mes 527.10 527.07 527.0 21.94 £+2 33 +4
PMP215 20 1@ 529.85 529.61 522.0 24.6 +£1.5 4415+ 7

semana
PMP215 20 6° mes 533.37 533.44 529.0 27.69 +£2.5 72.84 + 11
PMP230 20 1@ 538.69 538.59 5215 31.57 £3.5 49.25+6
semana
PMP230 20 6° mes 548.47 548.52 524.5 38.13 £3.5 4383+ 8
PMP270 20 1% mes 530.18 530.12 530.5 2512 31.7945
PMP270 20 6° mes 536.41 536.27 5275 30 £1 29.37+7
PMP330 20 1% mes 526.60 526.56 524.0 21.94 +3 46.05 + 8
PMP330R 4 1% mes 538.95 538.85 522.5 31.78 £3 55.22 + 15

En la Figura 30 se muestran las simulaciones de las eficiencias de extinCcion Qy:,

absorcion Qs y dispersion Qg., en funcion del tamafio de particula obtenido por AFM y

basados en la teoria de Mie para las muestras PMP1R (refrigerada, quinto mes) y PMP1 (sin

refrigerar, sexto mes). En estos resultados se pudo observar un corrimiento del maximo

principal hacia longitudes de onda mayores (infrarrojo), a medida que se aumentaba el

tamano.

Q;

530.6 nm
/

Qext
Qsca
Qabs

PMP1R
Quinto mes
T=4°C
r=25.34 nm

527.10 nm
/

Qext
Qsca
Qabs

PMP1
Sexto mes
T=20°C

r=21.94 nm

T T
500 550

T
600

Longitud de onda A(nm)

650

T
500

T
550

T
600

Longitud de onda A(nm)

650

Figura 30. Simulacion computacional de Qgyt, Qsca0 Qaps VS longitud de onda de las muestras de AuNPs
coloidales PMP1R (refrigerada) y PMP1 (sin refrigerar). a) Quinto mes y b) sexto mes.
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Por su parte, la Figura 31 corresponde a las simulaciones de las eficiencias de extincion
Qext, absOrcion Q,ps Yy dispersion Qg., en funcion del tamafio de particula (obtenido por
AFM), basados en la teoria de Mie para el primer y sexto mes de la muestra PMP215
almacenada a 20 °C. Nuevamente, se observa un corrimiento hacia el rojo de la longitud de

onda del maximo principal, a medida que aumenta el tamafio de las nanoparticulas.

- Qext - Qext
Qsca Qsca
— Qubs 533.37 nm |—— Qs
529.85 nm /
PMP215 PMP215
Primera semana - b Sexto mes
T=20°C 4 ) T=20°C
r=24.6 nm 31 r=27.69 nm
24 24
14 14
0 ‘—./\ 0 e —
450 500 550 600 650 450 500 550 600 650
Longitud de onda A(nm) Longitud de onda A(nm)

Figura 31. Simulacion computacional de Q. Qsca© Qaps VS longitud de onda de la muestra PMP215 (sin
refrigerar). a) Primera semana y b) sexto mes.

Asi mismo, las simulaciones computacionales correspondientes a las muestras PMP230
(almacenada sin refrigerar) en la primera semana, primer mes y sexto mes y la muestra
PMP330R (almacenada en refrigeracion) en el primer mes (Figura 32), se observa que a

medida que aumenta el tamafio de las nanoparticulas hay corrimiento hacia el rojo de los
maximos principales.

Finalmente, las simulaciones de las eficiencias de extincion, absorcion y dispersion en
funcién del tamafio de particula de las muestras PMP270 (almacenada a 20 °C) en el primer
y sexto mes (Figura 33), se observa que a medida que aumenta el tamafio de las

nanoparticulas hay corrimiento hacia el rojo de los méximos principales.
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Figura 32. Simulacién computacional de Qexr, Qsca0 Qaps VS longitud de onda de PMP230 (sin refrigerar) y

PMP330R (refrigerada). a) Primera semana, b) Sexto mes, ¢) primer mes y d) primer mes.
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Figura 33. Simulacion computacional de Qext, Qsca 0 Qaps VS longitud de onda de PMP270 (sin refrigerar). a)
Primer mes y b) sexto mes.
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Entonces, los resultados de UV-Vis muestran que empleando la sintesis del Protocolo 1
(QPB, QPM, QPA,; sin velocidad controlada; T, = 80°C y T, = 100 °C; almacenadas a 20
°C), se observa que la absorbancia de las tres muestras fue en aumento. Es decir, el proceso
de formacion de AuNPs continuaba dado que quedaba presencia de reactivos en la solucion
precursora. Después de la primera semana de iniciada la sintesis, se mantiene estable en

absorbancia.

En el Protocolo 2 (QPB, QPM, QPA; v =15,30y 70 mL/h; T, =80°Cy T, = 100 °C;
almacenadas a 20 °C), se observa que al controlar la velocidad de agregacion del &cido
tetraclorodurico las muestras presentan mayor estabilidad en el tiempo. De las nueve
muestras fabricadas, PMP230 (QPM; v = 30 mL/h) tiene un comportamiento de su banda

plasmonica méas uniforme.

Por su parte, el Protocolo 3 (QPB, QPM, QPA; v =15,30y 70mL/h; T, =100°Cy T, =
130 °C; almacenadas a 20 °C) indica que, al aumentar la temperatura durante el proceso de
sintesis, aumenta la velocidad de reaccién y se obtienen AuNPs en menor tiempo. Entonces,

la absorbancia se mantiene estable en el tiempo y por ende el tamafio de particula.

Con los resultados de la primera sintesis de AuNPs coloidales, se elige el quitosano de
medio peso molecular para realizar una segunda sintesis. Aqui, nuevamente, se aplican los
tres protocolos, pero esta vez las muestras coloidales se almacenan a una temperatura de 4
°C.

Comparando los resultados de la primera y segunda sintesis del Protocolo 1 se observa
que almacenar las muestras a una menor temperatura (4 °C) mantiene mas estable a la
muestra con el tiempo, dado que la longitud de onda méaxima de la absorbancia muestra

menor variacion.

En el caso del Protocolo 2 de la segunda sintesis, se observa que a una mayor velocidad
de agregacion (70 mL/h) de acido tetraclorodurico, la muestra es més estable en el tiempo.

Esto se confirma dado un menor valor de desviacion estandar o (nm).

Por su parte, el Protocolo 3 de la segunda sintesis muestra valores de Agp,, Y Aspr CONstantes

en el tiempo. Particularmente, la muestra PMP370R (QPM; v = 30 mL/h; T, = 100 °C y
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T, = 130 °C; almacenada a 4 °C) mostr6 valores de Ay, constantes durante los 6 meses que

durd el monitoreo, y por lo tanto también lo es la concentracion de las AuNPs.

Lo que se logro con el Protocolo 3 es que se obtuvieran AUNPs en menos tiempo ya que

al incrementar la temperatura durante la sintesis hizo que aumentara la velocidad de reaccion.

La presencia de una sola banda plasmanica A, empleando los tres tipos de protocolos,

independientemente de la temperatura y tiempo de almacenamiento, indica la formacién de

nanoestructuras esféricas.

La morfologia esférica de las AuNPs empleando los protocolos propuestos, se corrobord
empleando microscopia de fuerza atbmica (AFM).

Los radios obtenidos a partir de la implementacion del algoritmo Watershed son menores
a los obtenidos manualmente, esto se debe a que el algoritmo detecta y marca bordes del
sustrato y los cuenta como AuNPs, que en tamafio son méas pequefias, esto implica que al

hacer el promedio de todas las nanoparticulas disminuya su valor.

Finalmente, las simulaciones permitieron obtener las eficiencias de extincion, dispersién
y absorcion en funcion de la longitud de onda. Se realizaron para AuNPs con y sin capa de
quitosano, empleando la teoria de Mie. Se determind que con y sin la capa de quitosano el

valor de Ay, de la banda de Q. de las AUNPs no varia. Esto se puede atribuir a que el indice

de refraccion del quitosano es muy cercano al indice de refraccion del agua.
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Conclusiones

Se sintetizaron nanoparticulas de oro empleando quitosano de bajo, medio y alto pesos
moleculares coloidales mediante la técnica de reduccion quimica, variando las velocidades
de agregacion de la sal de oro y de las rampas de temperatura de sintesis, las cuales se
almacenaron a dos temperaturas (4 y 20 °C).

Con los espectros de absorbancia UV-Vis se determiné que, en todos los casos, las AUNPs
sintetizadas presentan una Unica banda plasmonica, por lo cual presentan una estructura
esférica.

Los colores que presentaron las disoluciones coloidales de AuNPs muestran que las
propiedades Opticas de los materiales a escalas nanométricas son diferentes al material en
bulto, dado que varian las bandas plasmanicas de absorcion Agy,,. en el espectro UV-Vis.

Se determind la longitud de onda de resonancia de plasmon superficial A, en cada muestra,
concluyendo que las muestras sintetizadas con quitosano de medio peso molecular, velocidad
de agregacion de la sal de oro de 30 mL/h, rampas de temperatura de 100 y 130 °C,
almacenadas a 4 °C, y monitoreadas hasta por 6 meses, presentan mayor estabilidad en su
morfologia y tamafio respecto de las otras condiciones de fabricacion.

En las simulaciones, el valor de Q.4 para las AuNPs aumenta a medida que aumenta el
tamafio de la nanoparticula. Esta tendencia refleja la dependencia directa de la seccion
transversal de extincidn, asi como la contribucion relativa de la dispersion.

Con un aumento del didmetro de las AuNPs hay un ligero desplazamiento al rojo en el valor
de Agpr, que indica un aumento en el tamafio de las particulas.

Se observo un aumento de la absorbancia cuando se incrementa el tiempo de interaccion. El
incremento de la absorbancia podria verse influido por un aumento en la cantidad de especies
absorbentes. La estabilidad resulta de una barrera potencial que se desarrolla como resultado
de la competencia entre las fuerzas débiles de atraccion de Van der Waals y la repulsién
electrostética.

Las diferencias en los tamafios de particula obtenidos se debieron a la alta dispersidad de la
muestra y a la acumulacion de quitosano.
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