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RESUMEN

El desarrollo de la nanotecnologia ha permitido la elaboracion de nanomateriales para
su uso en diversas &areas como Optica, catalisis, electronica y medicina. En la
actualidad, el control del tamafio, forma, composicion y estabilidad de las
nanoparticulas sigue siendo un desafio para ciertas aplicaciones por lo que contintan
las investigaciones sobre la sintesis y caracterizaciéon de nanomateriales. Entre las
nanoparticulas metalicas, las de oro (nAu) son consideradas las mas estables aunque
los métodos de sintesis tradicionales involucran el uso de reactivos téxicos para el
medio ambiente o para su uso en medicina. En el presente trabajo se obtuvieron nAu
por medio de un método de sintesis verde que utilizé el biopolimero quitosana como
agente reductor y estabilizador. Estas nanoparticulas de oro con quitosana fueron

caracterizadas por técnicas microscopicas y espectroscépicas.

En primer lugar, se sintetizaron nAu en solucién acuosa por medio de la reduccién de
iones Au®* con quitosana bajo calentamiento y agitacion constante. Mediante la
caracterizacion por espectroscopia UV-Vis, se evaluaron distintos parametros como
relaciéon molar quitosana/Au®*, tiempo de reaccién, temperatura, pH y concentracion de
ambos reactivos en la formacion y estabilidad de las nAu. Las nAu iniciaron su
formacion dentro de los 20 minutos de reaccién, siendo estables aquellas con relacién
molar quitosana/Au®" desde 95/1 hasta 367/1 que fueron sintetizadas a pH 4,46, a 75°C
y con concentraciones de quitosana y HAuUCl, de 0,27% (w/v) y 1,58 x 10* mollL,
respectivamente. Asimismo, para las nAu estables se observdO una banda de
plasmones de superficie a 522 nm. A partir de las técnicas de TEM, ELS y AFM, se
concluy6 que las nAu son esféricas, monodispersas, poseen tamafio entre 10 y 15 nm

y su superficie tiene carga positiva.

En segundo lugar, y a modo de comparacién, se sintetizaron nAu con otros agentes
reductores como los monémeros de quitosana (D-glucosamina y N-acetil-D-
glucosamina), glucosa y citrato de sodio con las condiciones de reaccion reportadas en
la literatura para la obtencion de nAu estables. Para las sintesis con los monémeros de
guitosana y glucosa se observé la reduccion de los iones Au** mas no la estabilizacién
de las nAu formadas pero para la sintesis con citrato de sodio se obtuvieron nAu
estables a pH 6. Luego se logré obtener a pH 4,46 nAu con quitosana y citrato al

mismo tiempo para compararlas con las nAu con quitosana.
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Por dltimo, se llevo a cabo la reduccion en fase heterogénea, para lo que se utilizaron
perlas y peliculas de quitosana para la sintesis de nAu. Se observé una ligera
diferencia en la velocidad de reaccion a los distintos pH (4 y 8). Para las perlas de
quitosana y las de quitosana entrecruzadas con epiclorhidrina la velocidad de
reduccion fue comparable con la de la reduccion homogénea. En general, una mayor
porosidad de la estructura favorecio la formacién de nAu de manera mas homogénea,

siendo las peliculas las que tardaron mas tiempo en formar nAu.
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DESCRIPCION Y OBJETIVOS:

En la actualidad, las nanoparticulas de metales como el oro tienen gran interés debido a
que sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas pueden ser aprovechadas en diversas
aplicaciones como catalisis, tratamiento de aguas, electrénica, dptica y medicina. Por
ejemplo, en el ambito de la biotecnologia, las nanoparticulas de oro pueden utilizarse
como agente fotosensibilizador en terapia fotodindmica para tratamiento del cancer, o
también como biosensor. En catalisis, dichas nanoparticulas se emplean como
catalizadores heterogéneos para reacciones redox en el caso de la oxidacion de CO y
CH,0H, la reduccidén de O, y para hidrogenaciones de sustratos insaturados.

Estos nanomateriales pueden ser sintetizados mediante reduccién quimica, fotoquimica
o empleando técnicas electroquimicas. En la actualidad, se busca desarrollar métodos
de sintesis verde ya que comunmente las nanoparticulas metalicas requieren de
reactivos agresivos o toxicos, que son perjudiciales no solo para el medio ambiente sino
también para su uso en ciertas aplicaciones. La sintesis verde de nanoparticulas de oro
puede llevarse a cabo utilizando el biopolimero quitosana. Como se sabe, este
polisacarido, ademas de ser soluble en agua, es biocompatible, biodegradable y no
téxico. Ademas, la ventaja de emplear quitosana esta en que sirve no sélo como agente
reductor sino que también estabiliza las nanoparticulas formadas, lo cual podria influir en
el tamano de las nanoparticlas producidas.

En este trabajo se estudiara la formacién de nanoparticulas de oro utilizando quitosana,
la cual reducira al catién metalico Au** y estabilizara las particulas formadas. Durante la
sintesis, se analizard el efecto de los siguientes parametros: relacién molar
quitosana:Au®*, tiempo de reaccion, temperatura y pH, tanto en la formacién de las
nanoparticulas como en su estabilidad. Para la caracterizacién del producto se utilizara
espectroscopia UV-Vis (banda de plasmones de superficie) y microscopia electrénica de
transmisiéon (TEM) para determinar la forma, tamano y distribucién de las particulas.
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1. MARCO TEORICO
1.1 Introduccioén

La ciencia de los materiales es un area que abarca la investigacion, el disefio y la
fabricacion de materiales como ceramicos, polimeros, metales y materiales no
cristalinos con la finalidad de otorgarles aplicaciones en diversos ambitos. En los
ultimos afos, la ciencia de los materiales ha desarrollado una nueva tecnologia, un
campo de estudio interesante, que es la nanotecnologia. Esta tecnologia avanzada
comprende la sintesis, caracterizacion, procesamiento y aplicaciones de
nanomateriales [1, 2]. Los nanomateriales obtenidos pueden ser de distinto tamafio,
forma y de una, dos o tres dimensiones a nanoescala segun el método de sintesis
elegido. Por tal motivo, la caracterizacion es fundamental para entender sus novedosas
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas las cuales se distinguen de los materiales

macroscépicos [3].

Las nanoparticulas de metales nobles Ag, Au y Cu poseen una larga historia pues
existen evidencias de su presencia como colorante en ceramicos y en vitrales, y de su
uso en el tratamiento de algunas enfermedades [4, 5]. Por ejemplo, estudios de
microscopia electrénica de transmision han determinado que la copa de Lycurgus
fabricada a base de vidrio durante el imperio romano, asi como algunos vitrales de las
catedrales de la Edad Media, poseen nanoparticulas de oro y plata [6]. Ademas, en el
siglo XVII se reportdé por primera vez la obtencion y uso de coloides de oro para el
diagnostico de la sifilis [7]. En la actualidad, las investigaciones se basan en la
optimizacion de métodos de sintesis de nanoparticulas que permitan controlar el
tamafio, forma, dispersion y estabilidad ya que estos factores influyen en sus
propiedades Opticas, térmicas, electrénicas y cataliticas. Por otra parte, como algunas
técnicas emplean reactivos toxicos que generan residuos contaminantes para el medio
ambiente, se busca el desarrollo de métodos verdes con reactivos y solventes no
toxicos. Estos métodos no solo minimizan efectos adversos para el medio ambiente
sino que también reducen riesgos biolégicos para las distintas aplicaciones en

medicina [8].

De esta manera, la presente investigacion tiene como objetivo sintetizar nanoparticulas

de oro mediante el método verde de reduccién quimica con el biopolimero quitosana y
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caracterizarlas por técnicas espectroscépicas y microscépicas. La ventaja de utilizar
guitosana estd en que actla tanto como agente reductor y como estabilizador de la
superficie de las nanoparticulas de oro. Ademads, este biopolimero posee alta
biodegradabilidad, biocompatibilidad, elevada actividad antimicrobiana, no es téxico y
es obtenido a partir de fuentes naturales de gran disponibilidad [9].

1.2 Nanomateriales

Una de las investigaciones de sintesis de nanoparticulas de oro mas resaltantes a
mediados del siglo XIX fue la de Michael Faraday quien reporté por primera vez la
sintesis de coloides de oro por medio de la reduccion del complejo [AuCls] con fésforo
en un sistema de dos fases. Posteriormente, Faraday estudio las propiedades Opticas
de peliculas delgadas de coloides de oro mediante la compresion mecanica con lo cual
observd cambios en la coloracion de purpura a verde [7]. Un siglo después, en 1960,
Feynman publicé en un articulo la posibilidad de reducir los componentes electrénicos
a niveles de menor escala con el objetivo de almacenar mayor informacién. Con el
avance de la tecnologia de transistores y la aplicacion de la ley de Moore, la
manufactura de materiales a escala cada vez mas pequefia contribuyé con el
desarrollo de la nanotecnologia. Desde 1990, el uso de métodos de microscopia de
imagen ha permitido la visualizacién de nanomateriales y el inicio de investigaciones

para controlar su elaboracion de manera mas precisa [10].

Los nanomateriales son materiales con tamafio comprendido entre 1 y 100 nm al
menos en una de sus dimensiones [4]. Poseen gran diversidad quimica ya que pueden
ser metales, 6xidos metalicos, polimeros, materiales de carbono y semiconductores.
Asimismo, presentan gran variedad de formas, como esferas, cilindros, cubos, discos,
tubos, barras, esferas huecas, estructuras nucleo-capa protectora, anillos, alambres,
prismas y piramides [5, 11, 12]. Ejemplos de nanomateriales con una dimension a
nanoescala son las peliculas finas y monocapas, por otra parte, los nanotubos de
carbono y nanoalambres tienen dos dimensiones a nanoescala mientras que las
nanoparticulas, fulerenos, dendrimeros y puntos cuanticos (quantum dots) poseen sus

tres dimensiones a nanoescala [4].

Estas dimensiones hacen que los nanomateriales posean propiedades fisicas y

guimicas Unicas y que los diferencian de los materiales de la misma composicion pero

2
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de mayores dimensiones [2, 13, 14]. Estas propiedades son diferentes porque los
nanomateriales presentan una gran area superficial por unidad de volumen lo cual los
hace méas reactivos por la alta proporciébn de atomos en la superficie y porque los
nanomateriales poseen confinamiento cuantico que les otorga propiedades o6pticas y
mejora las propiedades electrénicas y magnéticas [4, 5].

En la actualidad, existen dos aproximaciones para la obtencion de nanomateriales. La
aproximacion top-down consiste en la reduccién del tamafio de un material
macroscépico por medio de técnicas fisicas como litografia, grabado, pulverizacion [2]
0 deposicion fisica de vapor la cual se emplea para producir peliculas finas [11]. En
cambio, la aproximacién bottom-up se refiere a la formacién de nanoestructuras a partir
de precursores atdmicos 0 moleculares mediante sintesis quimica o auto-ensamblaje
[4]. Durante la elaboracion de nanomateriales es fundamental el control del tamafio,
forma, estructura, composicion, uniformidad y pureza, ya que estos factores influyen en

sus propiedades [2].

Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas metélicas son sistemas a nanoescala interesantes, faciles de
sintetizar y modificar quimicamente [15]. Las nanoparticulas metélicas que han llamado
mas la atencibn son las de oro pues son consideradas las mas estables en
comparacion con los otros metales nobles. Entre sus propiedades destacan las Opticas
y cataliticas que son dependientes del tamafio de particula. Por ejemplo, como se
observa en la Figura 1, el color de las soluciones de nanoparticulas de oro puede ser
rojo, rosado, violeta, morado, azul o amarillo segin se incrementa el tamafio de
particula hasta la formacién de aglomerados y agregados [4, 7, 16]. El origen del color
de las soluciones y el cambio en la coloracién con el tamafio de particula se explicara
en la Seccion 1.5.2.1. Para los diferentes métodos de sintesis de nanoparticulas de oro
se han reportado tamafios en el rango de 1 a 99 nm. El uso de ligandos tiol como
agente estabilizador permite obtener nAu entre 1-9 nm, citrato trisédico para nAu desde

9 nm hasta 60 nm e hidroxilamina para nAu entre 60-99 nm [17, 18, 19].
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Figura 1. Variacion de las propiedades Opticas de nAu con el tamafio (De

izquierda a derecha aumenta el tamafio de particula) [16].

Este cambio de las propiedades 6pticas de nAu en funcion al tamafio ha permitido su
aplicacion como sensores, por ejemplo, se ha reportado el uso de nanoparticulas de
oro funcionalizadas con éter 15-corona-5 para el reconocimiento de iones K*, Li* y
metales pesados en agua. La adicion de iones Li* a la solucion de nAu estabilizadas
con el ligando bidentado produce una variacion en el color de rojo a azul debido a la
agregacion de las nAu [7]. Investigaciones recientes realizadas por Smith y
colaboradores han propuesto un método para la deteccion de cocaina que se basa en
un ensayo colorimétrico de nAu estabilizadas con aptameros. Los aptameros son
moléculas de ADN/ARN que se unen a particulas pequefias, péptidos, proteinas y
células con elevada selectividad y sensibilidad. Inicialmente, las nAu se encuentran
estabilizadas con aptameros que poseen conformacion abierta (una sola cadena) pero
la unién con la cocaina modifica la conformacion de cadena simple a una entrecruzada
en si misma. Esta conformacion mas cerrada y rigida de los aptdmeros no estabiliza de
manera efectiva la superficie de nAu las cuales se agregan cuando se incrementa la

fuerza idnica del medio con la adicién de NacCl [20].

Por otro lado, estudios llevados a cabo por Haruta y colaboradores han mostrado la
alta actividad catalitica de nAu sobre soportes de 6xidos metalicos como Co0304, Fe20s
y TiO, para la oxidacion de CO e H,, reducciéon de NO, hidrogenacion de CO,
alquenos y alquinos e hidrosililacién [7]. Las nanoparticulas de oro de 2-4 nm de
diametro sobre soporte de Fe-Os son muy buenos catalizadores heterogéneos para la
oxidacion de CO a baja temperatura [12]. La actividad catalitica se debe a la
reactividad de los &tomos de oro y es mayor a menor tamafio de particula por la mayor

cantidad de atomos en la superficie [7]. Se puede calcular que una nanoparticula de 30
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nm posee 5% de sus &tomos en la superficie, una de 10 nm el 20% y una de 3 nm el
50% [4]. Asimismo, peliculas delgadas de nanoparticulas de oro con ligandos tiol
encuentran aplicaciébn en el area de electroquimica al unirse quimicamente a
electrodos de carbono los cuales se utilizan en la oxidacién de CO y CH3OH en medio
bésico para formar CO- [7, 12].

La inercia quimica, minima toxicidad y biocompatibilidad de las nAu hacen posible su
aplicacion en el area de medicina. Desde el siglo Xlll hasta el siglo XX, estas
nanoparticulas fueron utilizadas en medicina para el tratamiento de distintas
enfermedades como problemas cardiacos, venéreos, epilepsia, tumores y para el
diagnéstico de sifilis [7]. En los Gltimos afos, con el desarrollo de la nanotecnologia se
ha mejorado la sintesis de nAu para su uso como sistemas de administracién de
farmacos en terapia fotodinamica de cancer. La terapia fotodinamica es una técnica de
tratamiento para varios tipos de cancer que emplea luz y un agente fotosensibilizador
que es un farmaco hidrofébico. Debido a la insolubilidad del farmaco, en condiciones
fisiologicas, se requiere de un sistema de administracion como las nAu estabilizadas
con polietilenglicol que es un polimero soluble en agua. Este sistema contiene el
farmaco hidrofébico de interés, se administra de manera intravenosa, se espera a que
sea absorbido y luego se irradia con luz visible, asi, el tiempo de administracion se
reduce a 2 horas comparado con los 2 dias que tarda el farmaco libre en localizarse en

las zonas tumorales [21].

El agente estabilizador permite obtener nAu hidrofilicas o hidrof6bicas, y ademas
puede modificar su superficie para que pueda enlazarse a biomoléculas y moléculas de
reconocimiento como secuencias de ADN, enzimas, péptidos y anticuerpos [5]. Esto se
logra mediante enlaces covalentes 0 interacciones polares a distintas capas
protectoras con grupos tiol (-SH), hidroxilo (-OH), amino (-NH>) y fosfino (-PH). Incluso
es posible la incorporacion de farmacos dentro de la matriz polimérica biocompatible y
asi la funcionalizacién permite la utilizacién de las nAu en diagnostico, terapia y en

electroquimica, principalmente, como biosensores [22, 23].

Finalmente, en ciertas aplicaciones en electronica, medicina y catdlisis se requiere que
las nanoparticulas formadas se encuentren organizadas o ensambladas en estructuras

de una, dos o tres dimensiones. Este ensamblaje de nanoparticulas puede producirse
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de manera espontdnea por interacciones no covalentes como electrostéticas,
hidrofébicas, puentes de hidrégeno, dipolo-dipolo y van der Waals [11]. Por ejemplo,
las cadenas de un polimero pueden formar un arreglo tridimensional aleatorio
alrededor de las nanoparticulas que estabilizan para obtener un nanomaterial poroso

de gran utilidad en catalisis o adsorcion [5].

1.3 Métodos de sintesis de nanoparticulas de oro

Se han reportado una variedad de métodos para la obtencion de nanoparticulas
metalicas usando procesos fisicos, quimicos o mecanicos, ya sea en fase gaseosa,
liquida o sélida. Entre estos métodos se encuentran la evaporacion a alta temperatura,
sintesis con plasma, pirolisis, irradiacibn con microondas, sol-gel, coprecipitacion,
microemulsion, auto-ensamblaje molecular y procesos de reduccion de tamafio como
aleacion, molienda y pulverizacion a partir de metales y minerales [5, 11]. Sin embargo,
los métodos quimicos como reduccion quimica, técnicas electroquimicas y reduccion
fotoguimica son los mas utilizados porque la distribucion de tamafio de particula es

menor con respecto a los otros procesos [3, 22].

Como se menciond antes, las propiedades fisicas y quimicas de las nanoparticulas
metalicas dependen de su tamafio, forma, estructura y estabilidad, que pueden ser
controlados mediante las condiciones experimentales como la variacion de parametros
durante la sintesis [24]. Pero también pueden ser afectados por la cinética de
interaccion entre iones metalicos y agentes reductores y por procesos de adsorcion del

agente estabilizador a la superficie de las nanoparticulas metalicas [3].

Por lo general, la sintesis de nanoparticulas de oro requiere de un agente reductor, un
agente estabilizador y de energia como calentamiento convencional, irradiacion con
microondas o ultrasonido. Por ejemplo, la reduccion quimica de compuestos que
poseen cationes de oro puede utilizar un agente reductor como borohidruro de sodio o
citrato trisédico, mientras que los estabilizantes pueden ser biomoléculas como

polisacéaridos y proteinas y compuestos polifendlicos derivados de plantas [7, 23].
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1.3.1 Meétodos de sintesis tradicionales

Los compuestos mas comunes gue actian solo como reductores en la sintesis de nAu
son borohidruro de sodio e hidracina, ambos son téxicos [25]. Adicionalmente, todas
las sintesis requieren de un agente estabilizador o protector debido a la alta reactividad
de la superficie de las nanoparticulas y su facilidad de agregacién. El agente protector
se asocia a la superficie de la particula, proporciona carga o propiedades de solubilidad
para estabilizar la superficie y evitar su agregacion [24, 26]. Ejemplos de compuestos
que poseen capacidad reductora y protectora son citrato trisédico, acido tanico, acido

ascorbico y bitartrato de potasio [27].

La eleccion del agente estabilizador depende del tipo de sintesis y aplicacion de los
nanomateriales. Por ejemplo, los métodos tradicionales de sintesis utilizan ligandos tiol
como agentes estabilizadores de la superficie metélica. Los grupos tiol poseen atomos
de azufre que se unen fuertemente a los atomos de oro de la superficie, por lo que, las
nAu muestran gran estabilidad a la agregacion [7]. También, se puede modificar la
guimica de esta capa protectora mediante reacciones de intercambio de ligandos con
otros méas funcionalizados para alterar las propiedades del nanomaterial [12]. Por
ejemplo, se ha reportado el intercambio de ligandos con grupos tiol y ligandos tiol
funcionalizados con distintos grupos como Br, CN, vinilo, fenilo, ferrocenil, OH, CO2H,

CO.CHjs y antraquinona, lo cual modifica las propiedades de las nAu [7].

Otros agentes protectores de nAu ampliamente utilizados son los polimeros ya que
permiten obtener nanoparticulas monodispersas del mismo tamarfio y forma. Entre los
diversos tipos destacan los homopolimeros como polietilenglicol y poli(vinil-pirrolidona),
copolimeros en bloque y polimeros que responden a estimulos como pH y temperatura
[7, 23]. Estas macromoléculas estabilizan de manera estérica la superficie metalica a
comparacion de otros agentes como el citrato y controlan mejor el tamafio de particula.
En los ultimos afos, ha surgido interés por utilizar polimeros que actlen tanto como
agentes reductores y estabilizadores, principalmente, para minimizar costos de
reactivos y tiempos de reaccion. Los polimeros mas utilizados, que presentan ambas
caracteristicas son poliacrilamida, poliaziridina (Figura 2) y dendrimeros de poli(2-

metilaziridina) de tercera generacion [23, 28].
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Figura 2. Polimeros utilizados como agentes reductores y protectores.

En 1951, Turkevich introdujo la sintesis de nanoparticulas de oro esféricas de 20 nm
mediante la reduccién con citrato de sodio del precursor HAUCls en agua [7]. Desde
entonces se han modificado distintos parametros como la concentracion del reductor,
pH y tiempo de reaccién, para entender el mecanismo de formacion de las
nanoparticulas y controlar de manera efectiva su tamafio, forma y distribucién de
tamafio. De esta manera, es posible obtener nanoparticulas de distintos tamafios
variando la relacion entre citrato de sodio y el precursor, NasCt:HAuCl, [18]. En cambio,
el método de Brust-Schiffrin utiliza borohidruro de sodio, dodecanotiol y un agente de
transferencia de fase como bromuro de tetraoctiiamonio para la obtencién de
nanoparticulas de oro de diametro entre 1,5-5,2 nm en fase organica de tolueno. El
tamafio de las nanoparticulas es controlado por la relacion tiol:HAuCls y por la
velocidad de adicién del agente reductor. Una elevada relacién molar tiol:HAuCl, y la
adicion répida del reductor favorecen la formacion de nanoparticulas mas
monodispersas y con tamafio menor a 2 nm [7]. Ambos métodos pueden utilizar otros
compuestos que controlen el tamafio de particula y que permitan la sintesis en fase

acuosa, por ejemplo [24]:

= La reduccion de HAuUCI,; en solucién con citrato en presencia de acido tanico
produjo una solucién roja que indicé la formacion de nanoparticulas de oro
esféricas con tamafio de particula de 6-9 nm estabilizadas con &cido tanico.

» La reduccion de HAuCl. en solucién con NaBH4 en presencia de polietilenglicol
dio lugar a una solucién naranja clara de nanoparticulas de oro esféricas entre

3-4 nm estabilizadas con polietilenglicol.
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1.3.2 Métodos de sintesis verde

La mayoria de agentes estabilizadores empleados en los métodos de sintesis verde
también son agentes reductores, siendo los mas conocidos la glucosa, sacarosa y
polisacaridos como heparina, acido hialurénico, almidén, celulosa, acido alginico,
dextrano y quitosana. En general, la capacidad reductora de los carbohidratos y
polisacaridos se debe al grupo reductor aldehido que esta en equilibrio con su forma
hemiacetal. Sin embargo, los grupos alcohol presentes en gran cantidad en
polisacaridos de ciertas algas, también, pueden ser grupos reductores, oxidandose a
grupos carbonilos [29]. Por otra parte, las nanoparticulas metalicas protegidas con
polisacaridos son biocompatibles, poseen mayor estabilidad y encuentran aplicaciones
potenciales en biotecnologia, medicina y bioelectroquimica [23].

Los métodos de sintesis verde reducen el impacto ambiental pues se caracterizan por
utilizar condiciones suaves de reaccion y agentes reductores, agentes estabilizadores y
solventes no toxicos. En este sentido, se ha sintetizado nAu con &cido tanico (polifenol
extraido de plantas) en medio acuoso y a temperatura ambiente. En este caso, la
adicion lenta del acido tanico a una solucion de HAuCls produjo nanoparticulas con
menor dispersion que la adicidn rapida. Asimismo, la variacion del pH y relacién molar
de reactantes influyd en la distribucion de tamafio y forma de las nanoparticulas [25].
Otro método de sintesis verde empled una solucion acuosa de NaAuCl., un aminoacido
y distintos carbohidratos, como agentes reductores no toxicos, que afectaron el tamafio
y distribucién de tamafio de nAu. Por ejemplo, cuando se utilizé lactosa se formaron
nAu de 3 + 1 nm, sacarosa 10 + 6 nm, mientras que almidon produjo diametros de 39 +
9 nm [30].

Quitosana en la sintesis de nanoparticulas

La quitosana, como se observa en la Figura 3, es un copolimero lineal formado por
unidades estructurales de D-glucosamina (GIuN) y N-acetil-glucosamina (GIUNAc) a
través de enlaces glucosidicos B (1-4). Se obtiene por desacetilacion alcalina y parcial
de la quitina que es el segundo polisacarido natural mas abundante [9, 31]. La quitina
se encuentra en los caparazones de crustaceos, en los insectos, en la membrana

celular de hongos y en la levadura [13].
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Figura 3. Estructura del biopolimero quitosana. Unidad GIUNAc (X) enlazada
a unidad GIuN (y). Si x es mayor o igual a 90%, la estructura corresponderia
al polimero de quitina [32].

Las cadenas de quitosana tienen grupos amino e hidroxilo libres que le otorgan
propiedades fisicoquimicas Unicas como solubilidad, agente quelante y capacidad para
formar peliculas e hidrogeles [13]. La quitosana es insoluble en agua, solventes
organicos, bases acuosas y solo es soluble en acidos acuosos como acido acético,
acido nitrico y acido clorhidrico porque los grupos amino se protonan, confiriéndole
carécter cationico al polimero, esto ocurre a pH menor a 6,2 [33]. Por otra parte, la
guitosana se usa como agente quelante para la recuperacion de cationes metalicos en
forma de precipitados con una selectividad mayor por Cu?* y Hg?* [34]. En cuanto a las
peliculas de quitosana, estas se caracterizan por ser homogéneas, estables,
resistentes al agua y por poseer buenas propiedades mecanicas [32]. Otras
propiedades de la quitosana son la densidad de carga y reactividad. El grado de
protonacién de los grupos amino o densidad de carga depende del pH y fuerza iénica.
Por otro lado, la quitosana puede ser modificada quimicamente por medio de
reacciones de eterificacion y esterificacion de los grupos hidroxilo en el carbono-6,
ademas, la reactividad de los grupos amino permite reacciones selectivas como N-

alquilacion, N-acilacién, formacion de iminas, entre otras [32].

Las propiedades de solubilidad, reactividad y adsorcién de iones metalicos asi como la
biodegradabilidad de la quitosana dependen de la proporcion entre unidades de GIluN y
GIuNAc [9]. Esta proporcion es el pardmetro de grado de desacetilacion (DDA),
expresado como porcentaje [26]. Cuando el DDA es mayor a 50%, el polimero es
soluble en medio &cido acuoso [28]. Existen varios métodos que permiten obtener el
grado de desacetilacién de la quitosana como 'H-RMN, espectroscopia infrarroja,

espectroscopia UV, titulacion conductimétrica, titulacién potenciométrica y analisis por
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HPLC. La forma mas comun de caracterizar al biopolimero es mediante *H-RMN, con
D,O como solvente, en la cual el grado de desacetilacién se calcula a partir de las
integrales relativas de los protones [9].

En general, la viscosidad de la quitosana en solucion depende de su peso molecular,
caracter catidnico, concentracion, asi como del pH y fuerza iénica del solvente. Asi, se
puede determinar el peso molecular promedio en viscosidad (M,) mediante la técnica
de viscosimetria capilar. Para ello, el biopolimero se disuelve en una solucion buffer
acido acético/acetato de sodio y con un viscosimetro se miden los tiempos de flujo del
solvente (to) y de soluciones de quitosana (t) de distinta concentracion (c). Con estos

datos se calculan la viscosidad especifica (nsp) Y reducida (nred), definidas por:

_t_to Nsp

Nsp = to ) Nrea = —

Las mediciones de los tiempos de flujo dependen del volumen hidrodindmico del
polimero, el cual se relaciona con las conformaciones del polimero debido a su peso
molecular y con las interacciones polimero—solvente. De la grafica de viscosidad
reducida versus concentracion se obtiene la viscosidad intrinseca [n] que se refiere a la
capacidad del polimero para incrementar la viscosidad del solvente y se define como el
limite de la viscosidad reducida cuando la concentracion de la solucion del polimero
tiende a cero [32, 35].

[77] = lim Nred
c—0

El polisacarido quitosana actia tanto como agente reductor y como agente
estabilizador de las nanoparticulas formadas. También se conoce que la quitosana
actia como agente estabilizador de la superficie de otras nanoparticulas metéalicas
como Ag, Pd, Pt y FesO4 y evita su agregacion. La estabilidad se logra porque los
grupos amino del biopolimero se adsorben a las superficies de los metales mediante
fisisorcion [34, 36, 37]. Por otro lado, la concentracion de quitosana influye en el
tamafio y estabilidad de las nanoparticulas [13]. Por ejemplo, el incremento de la
concentracion del biopolimero disminuye el tamafio y mejora la estabilidad de

nanoparticulas de plata [38].
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Con respecto a las nanoparticulas de oro con quitosana, Huang y Yang han reportado
que la concentracion del biopolimero influye en el tamafio y forma de particula,
mientras que su peso molecular afecta la distribucion de tamafios. En ese caso, la
sintesis se realiz6 a 70°C por dos horas con un rango de concentracion de quitosana
de 0,01% a 0,5% (w/v) en solucion de acido acético 1% (v/v). En su mayoria, las nAu
obtenidas fueron esféricas pero la disminuciébn de la concentracion de quitosana
favorecid la obtencién de nanocristales de oro poligonales e incluso la formacién de
agregados o precipitados. El uso de quitosana de bajo peso molecular (5,4 kDa, DDA =
100%) y el aumento de su concentracion de 0,05% a 0,25% disminuy6 el tamafio de
particula de 20 nm a 15 nm y redujo la distribucién de tamafio. Cuando se empled
quitosana de peso molecular medio (400 kDa, DDA = 84,5%), el tamafio de particula
se mantuvo alrededor de 20 nm vy la distribucion de tamafo varié ligeramente con el

cambio de concentracion [39].

Por otra parte, Fan y colaboradores han desarrollado un método rapido y eficiente para
la obtencion de nanoesferas de 30 nm, nanotridngulos y nanobarras de oro con
quitosana 0,1% (w/v) por irradiacion microondas. En este caso, los parametros de
potencia de microondas y tiempo de irradiacion no afectaron el tamafio de las
particulas sino el tiempo para completar la reduccién de iones Au®*. Ambos parametros
aumentaron la intensidad de la banda de plasmones de superficie pero no modificaron
su posicién (525 nm). Cuando la sintesis se efectu6 con una potencia de microondas
de 850 W, se necesité 3 minutos de reaccién, mientras que con una potencia de 144 W
fue necesario 6 minutos. Fan y colaboradores prolongaron el tiempo de irradiacién de
la solucién de nAu-Qna a 144 W y observaron que la intensidad de la banda de
plasmones de superficie no cambié luego de 25 minutos de reaccién por lo que

concluyeron que la reduccién se completd en ese tiempo [28].

La sintesis de nanoparticulas de oro involucra una reaccion redox. Sin embargo, el
mecanismo de reaccion con quitosana todavia no se conoce ya que existen dos grupos
reductores distintos: -CH,OH (grupo hidroxilo) y -CHO (grupo aldehido) [28, 29]. La
Figura 4 muestra un posible mecanismo, propuesto por Sun y colaboradores, en el cual
la degradacién de quitosana permite que los grupos aldehidos en los extremos de la

cadena se oxiden y reduzcan a los cationes metalicos a a&tomos neutros [40].
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Figura 4. Quitosana como agente reductor: a) Hidrdlisis en medio acido de

la quitosana a glucosamina, b) Equilibrio de glucosamina a cadena abierta

y ¢) Oxidacién del grupo aldehido a acido carboxilico (oxigeno proviene del
agua) [40].

La ruptura del enlace glucosidico también es posible en medio basico y el cambio de
equilibrio de glucosamina a cadena abierta es un proceso reversible. En la Figura 5, el
espectro IR de quitosana oxidada por HAuCl, muestra los picos a 1740 y 1710 cm?

que corresponden a la frecuencia de vibracién de estiramiento de grupos COOH [40].
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Figura 5. Espectro IR de quitosana oxidada por HAuCl, [40].

1.4 Formacién y estabilidad de nanoparticulas de oro
1.4.1 Nucleacidn y crecimiento

La formacion de nanoparticulas de oro monodispersas en solucion puede explicarse
mediante el mecanismo de nucleacion-crecimiento propuesto por LaMer (Figura 6) [41].
Este modelo indica, en primer lugar, la reduccion de los iones Au** a atomos de Au
cuya concentracion se incrementa hasta alcanzar un nivel de sobresaturacion [42]. En
este nivel ocurre la nucleacion por colisiones entre los atomos de oro para formar
clusters irreversibles o nucleos [43]. La siguiente etapa es el crecimiento de los nucleos
por el mecanismo de maduracion de Ostwald en el cual los &tomos de oro individuales
se difunden hacia la superficie de los nlcleos para generar nanoparticulas con la
finalidad de disminuir la alta energia de su superficie [44]. Durante esta etapa se
forman aglomerados que pueden ser asociaciones reversibles de nanoparticulas que
permanecen en suspension, por ello, la presencia de un estabilizador es necesaria
para controlar el crecimiento [5]. Por ultimo, el tamafio final de particula se logra al
consumirse todo el reactivo precursor y cuando el tamafio de las nanoparticulas es

termodinamicamente estable [45].
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Figura 6. Mecanismo de nucleacidn-crecimiento para nanoparticulas de oro.

La nucleacion rapida, es decir, la formacién simultdnea de nucleos previo a su
crecimiento controlado favorecen la monodispersidad de las nanoparticulas de oro,
mientras que una segunda nucleacién contribuye a que las nanoparticulas presenten
distribucion de tamafio bimodal. Por otro lado, cuando los procesos de nucleacion y
crecimiento ocurren al mismo tiempo las nanoparticulas son polidispersas, es decir, de
distinto tamafio y forma [41]. En general, cuando el crecimiento es uniforme se
favorece el tamafio de particula de los nucleos de oro para formar nanoesferas, en
cambio, el crecimiento anisotrépico de los nucleos, en distintas direcciones, favorece

otras formas como nanobarras, nanocubos y nanoprismas [22].

Sin embargo, el modelo de LaMer no explica los cambios de coloracién en la sintesis
por reduccién con citrato y con borohidruro de sodio ya que en ambas la solucion
primero es oscura y luego roja. Por ello, otros mecanismos de formacion de
nanoparticulas de oro han sido propuestos que dependen, ademas, de parametros
como pH y temperatura. En el mecanismo por reduccién con citrato entre pH 3,7-6,5y
100°C, la nucleacion es rapida pero en la etapa de crecimiento los nucleos de oro se
ensamblan para formar nanoestructuras tipo alambres que producen la tonalidad
oscura en la solucion. Conforme se adsorben mas atomos de oro, los nanoalambres se
desestabilizan al incrementar su diametro y colapsan en particulas esféricas las cuales
crecen hasta formar nanoparticulas estables cuya coloracién en solucién es roja [18,
42].
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1.4.2 Estabilidad de nanoparticulas

Las dispersiones acuosas de nanoparticulas de oro son consideradas coloides ya que
se encuentran dentro del rango entre 10 nm y 10 um. Las particulas pueden ser
neutras o poseer carga y su estabilidad en dispersiones acuosas es explicada por la
teoria DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek) [46]. Esta teoria considera los
distintos tipos de interacciones o fuerzas entre particulas y las representa como la

energia libre total de interacciones en la siguiente ecuacion:
Gr=Ga+Gr+GH+Gs

A grandes distancias predominan las interacciones de atraccién (Ga) que son las
fuerzas de Van der Waals y las interacciones de repulsion (Gg) representadas por las
fuerzas electrostaticas. Mientras que las interacciones entre particulas a pocos
nandémetros involucran las fuerzas de hidratacién (Gy) y las fuerzas estéricas (Gs) [43].
Por lo general, las nanoparticulas son estables cuando las fuerzas de repulsion son
mas intensas que las fuerzas de atraccién, de lo contrario, el sistema es inestable y se
favorece la coagulacion-floculacién, es decir, el crecimiento de coloides hasta la
formacion de agregados [46]. Los agregados son asociaciones irreversibles de
particulas debido a interacciones interparticulas fuertes, su crecimiento se favorece con

la adicién de sales y precipitan con el tiempo [5, 13].

Las nanoparticulas de oro pueden ser estabilizadas, principalmente, por fuerzas
electrostaticas o0 estéricas en medio acuoso u organico [43]. La estabilizacion
electrostatica se debe a la repulsion entre particulas cuando se traslapan sus dobles
capas eléctricas. La doble capa eléctrica se refiere a la distribucién de cargas positivas
y negativas alrededor de una nanoparticula cargada y esta formada por una capa fija y
otra difusa. Por ejemplo, como se observa en la Figura 7, si el coloide posee carga
negativa, atrae contraiones alrededor de su superficie para formar una capa fija
positiva, mientras que el resto de iones se encuentran un poco alejados de la superficie
formando la capa difusa. Segun la teoria de Gouy-Chapman, los iones de la capa
difusa presentan una distribucién de Boltzmann conforme se alejan de la superficie a lo
largo de la solucion [41]. EI movimiento por difusién o por campo eléctrico de estos
iones de la capa difusa junto con las nanoparticulas es diferente al movimiento de los

iones en solucién. De esta manera, el potencial eléctrico que limita la doble capa
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eléctrica (de la solucién) se conoce como potencial zeta y se asocia con la estabilidad
de las nanoparticulas [47]. Es posible afectar la estabilidad de las nanoparticulas
mediante el aumento de la fuerza i6nica del medio. En el caso de nAu estabilizadas
con ligandos citrato se ha reportado que conforme se incrementa la concentracion de
sales como NaCl se observa mayor agregacion de las nanoparticulas porque la
compresion de la doble capa eléctrica favorece las fuerzas de atraccion entre
particulas. Esta compresion se debe a que el aumento de iones en la solucién reduce

el espesor de la capa difusa [41].

» Capa fija

» Capa difusa

Figura 7. Doble capa eléctrica de una nanoparticula con carga negativa.

Por otro lado, la estabilizacion estérica se presenta cuando un polimero se adsorbe a la
superficie de la nanoparticula y se encuentra preferentemente en su forma extendida
en la cual predominan interacciones polimero-solvente. De esta manera, cuando dos
particulas se acercan existe repulsion entre las cadenas, en cambio, si las
interacciones polimero-solvente son desfavorables las cadenas del polimero se
contraen y las nanoparticulas se aglomeran debido a la atraccion entre las cadenas. En
general, un polimero que proporciona carga positiva 0 negativa a la superficie otorga
estabilidad cinética a las nanoparticulas ya que genera repulsiones electrostaticas y

estéricas entre particulas [41].

1.5 Caracterizacion de nanoparticulas metalicas
1.5.1 Técnicas de microscopia

Una de las técnicas mas comunes para la caracterizacion de nanoparticulas metélicas
es la microscopia electrénica de transmision (TEM). En este tipo de microscopia

electronica se utiliza un filamento de tungsteno para generar un haz de electrones que

17

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




S VENER,

T+l % | N s0AD
TESIS PUCP % Gh/sRsiD

DEL PERU

es acelerado por un voltaje en el rango de 40 a 400 kV a alto vacio. El voltaje
empleado determina la energia del haz de electrones asi como la longitud de onda del
electron. Mediante un sistema de lentes electrostaticos y electromagnéticos este haz
de electrones es dirigido hacia la muestra la cual debe ser transparente a los
electrones para obtener informacién sobre la estructura, forma, tamafio y distribucion
de particulas mediante una imagen. De esta manera, el analisis por TEM requiere que
la muestra posea un espesor entre 20-100 nm para que los electrones de alta energia
sean transmitidos. La técnica de TEM presenta resolucién de 1-2 nm y magnificacion
de 2 millones de veces comparada con la microscopia éptica debido a la menor

longitud de onda del electrén [48, 49].

Otra de las técnicas de caracterizacion de nanoparticulas es la microscopia de fuerza
atémica (AFM), la cual permite evaluar el tamafio de particula en cada una de las
dimensiones asi como la morfologia de la superficie. EI microscopio de fuerza atdmica
posee una viga flexible con una sonda afilada de diametro menor a 8 nm que escanea
la superficie de la muestra. A partir de interacciones de van der Waals entre una sonda
de silicio y la superficie de la muestra se generan fuerzas de repulsion o atraccién que
generan deflexiones en la viga. Estas deflexiones son medidas y, como son pequefias
comparadas con las dimensiones de la viga, es posible relacionar linealmente la
deflexién con el desplazamiento de la viga. Segun el tipo de interaccion entre sonda y
superficie y la distancia de separacion es posible llevar a cabo el analisis AFM en modo
de contacto, intermitente (dinamico) o no-contacto. La operacion en modo dindmico es
preferible para la medicion del tamafio de nanoparticulas pues en este caso las
particulas se encuentran adheridas débilmente a la superficie del soporte y se reduce
el nimero de interacciones entre la sonda y la superficie bajo estudio. Los soportes
comunmente empleados son silicio y mica porque tienen una superficie lisa. En
algunos casos es necesario realizar un tratamiento de activacion de la superficie del
soporte para facilitar su adhesion a la muestra. Las imagenes del AFM poseen
resolucion vertical (z) y resoluciéon lateral (x, y) aunque esta ultima se encuentra
influenciada por parametros como radio, geometria, dureza e inclinacién de la sonda
[7,47, 50, 51].
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1.5.2 Técnicas espectroscdpicas

En cuanto a las técnicas espectroscopicas, la caracterizacion se puede realizar
mediante espectroscopia infrarroja y espectroscopia UV-Vis [7]. La técnica de IR no
proporciona informacion de las dimensiones ni de la estructura de las nanoparticulas
metalicas pero si de la interaccion con los grupos funcionales de los agentes
protectores. Investigaciones realizadas por Wei y Qian reportaron que cuando la
gquitosana actlia como agente estabilizador de nanoparticulas de plata se observa una
disminucion en la intensidad de la banda de vibracion de enlace N-H debido a que el

atomo de nitrégeno se une a la superficie metalica [13].

En cambio, la espectroscopia de absorcion ultravioleta visible es la técnica mas
utilizada para la caracterizacion de las propiedades Opticas de las nanoparticulas ya
que permite obtener la banda de plasmones de superficie y evaluar la estabilidad de
las nanoparticulas. Ademas, a partir de la informacién proporcionada por los espectros
UV-Vis es posible estimar la concentracion y el tamafio de las nanoparticulas de oro
[52]. Aparte de las espectroscopias infrarroja y UV-Vis, la resonancia magnética
nuclear de protén puede brindar informacion sobre el grado de interaccién entre el
agente estabilizador y la nanoparticula. Estudios previos de nAu estabilizadas con
cisteina, realizados por Aryal y colaboradores, indican que las sefales de protones
cercanos al centro metalico se desplazan por la interaccion de los atomos de azufre

con la superficie de la nanoparticula [53].

1.5.2.1 Bandade plasmones de superficie localizados

Fuera de la escala nanométrica, el oro tiene una absorbancia continua en la regién UV-
Vis-IR, mientras que el complejo HAuCls en solucion acuosa de NaCl 0,1M posee una
banda de absorcién en la region ultravioleta a 313 nm [24, 54]. En cambio, las nAu en
medio acuoso presentan variedad de colores debido a una propiedad fisica
denominada resonancia de plasmones de superficie localizados. Esta propiedad se
define como la oscilacién colectiva de los electrones libres de la banda de conduccion
en la superficie de la nanoparticula al absorber radiacion electromagnética de una
determinada energia [55]. En la Figura 8 se representa la interaccion del campo
eléctrico de la luz con la superficie de una nanoparticula metalica, este campo eléctrico

produce el movimiento de los electrones de conduccion que se desplazan hacia la
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superficie generando un dipolo eléctrico cuyo campo eléctrico es opuesto al de la luz y
fuerza el retorno de los electrones a la posicion de equilibrio [56]. La oscilacion de la
densidad electronica a una cierta frecuencia origina una banda de absorcién conocida
como banda de plasmones de superficie localizados y que para nAu se observa en la
region visible a partir de 500 nm. Sin embargo, las nanoparticulas metalicas de
dimensiones menores a 1-2 nm no presentan esta banda ya que sus electrones se
encuentran en niveles de energia discretos, donde la diferencia energética entre

niveles es mayor [24].
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Figura 8. Interaccion de la luz con la superficie de una nanoparticula metalica [56].

La forma y el tamafio de las nanoparticulas metalicas son factores importantes que
determinan la posicion de la banda de plasmones de superficie localizados [24]. En
general, las nAu esféricas muestran una sola banda de absorcion alrededor de 520 nm,
una banda adicional entre 600-900 nm indica la presencia de nanoparticulas no
esféricas [5, 39]. Por ejemplo, las nanobarras de oro poseen dos bandas de absorcion,
la banda cercana a 520 nm corresponde al modo de plasmon transversal y otra banda
de mayor intensidad en la region infrarroja entre 700 nm y 1000 nm sefiala el modo de
plasmén longitudinal [2]. En la Figura 9, se presentan espectros UV-Vis de nAu con
citrato sintetizadas a diferentes condiciones de reaccién, las cuales producen
nanoparticulas de distinto tamafio. Las nAu con tamafio comprendido en el rango de 9-
99 nm poseen bandas de plasmones de superficie que se encuentran entre 515 y 585
nm [19]. Una posible explicacién a la dependencia de la posicién de la banda con el
tamafio de particula estd en la magnitud de la fuerza restauradora o frecuencia de
resonancia. Cuando las nanoparticulas son pequefias, la acumulacion de carga en la
superficie es mayor debido al menor desplazamiento de los electrones de conduccion.
Como la fuerza restauradora es proporcional a la acumulacién de carga, la frecuencia

de resonancia es mayor, lo cual corresponde a menores longitudes de onda [56].
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Figura 9. Influencia del tamafio de nAu esféricas en la banda de plasmones de
superficie [19].

Otros parametros que influyen en la banda de absorcién son la constante dieléctrica
del medio, interacciones entre nanoparticulas, carga superficial, tipo de agente
protector y temperatura [7, 57]. El incremento de la constante dieléctrica del medio
aumenta la intensidad de la banda y, al igual que las interacciones entre particulas,
desplaza la banda hacia mayores longitudes de onda. El aumento de la constante
dieléctrica eleva la polarizacion del medio y esta acumulacion de carga en la interfase
nanoparticula-dieléctrico compensa en parte la acumulacion de carga en la superficie
de la nanoparticula. Esto ocasiona una disminucién en la carga neta en la superficie
asi como en la frecuencia de resonancia, lo que se refleja como mayores longitudes de
onda [56]. En cuanto a la temperatura, se ha reportado que para nAu de 12 nm en una
matriz de vidrio, el aumento de la temperatura en el rango de 196°C a 514°C disminuye
la intensidad de la banda de absorcién, aumenta el ancho de banda y produce ligero
desplazamiento hacia mayores longitudes de onda [19].

Como se observa en la Figura 9, ademas de la banda de plasmones de superficie
localizados también se presenta otro tipo de transicion electronica denominada
transicion interbanda entre niveles internos de la banda de valencia y la banda de
conduccion. La absorcion de las transiciones interbanda empieza a 200-300 nm y se
traslapa con la banda de plasmones antes de los 500 nm [56, 57]. El ancho de la

banda de plasmones de superficie localizados se asocia con el tamafio, distribucion de
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tamafio y las interacciones entre particulas. Para nAu menores a 25 nm, el ancho de
banda se incrementa al disminuir el tamafio pero para nanoparticulas mayores a 25
nm, la relacion entre ancho de banda y tamafio es directa [7]. En este caso, el
ensanchamiento de la banda y la aparicion de un hombro sefalan interacciones entre
nanoparticulas metélicas polidispersas o con amplia distribucién de tamafios [56, 58].
Debido al ensanchamiento de banda por la dispersion del tamafio, no es posible
determinar el tamafio de particula a partir del ancho a la mitad de la banda [56]. Como
se observa en la Figura 10, la adicion de NaCl favorece el aumento de las
interacciones entre particulas a partir de los 5 segundos hasta la formacién de
agregados luego de 5 minutos y 30 segundos. La banda de absorcion a 520 nm
disminuye en intensidad porque emerge una banda muy ancha entre 600-900 nm cuya
intensidad depende del estado de agregacién [58, 59]. Para comparar la distribucion de
tamafios entre nAu con bandas de absorcibn a longitudes de onda similares
comunmente se normalizan los espectros UV-Vis. Este procedimiento consiste en
localizar entre los espectros la maxima absorbancia a 400 nm a la cual se le sustrae
los otros valores de absorbancia a 400 nm. Luego, a esta diferencia se le adiciona
cada valor de absorbancia en el rango de 300 a 800 nm para que las absorbancias a
400 nm coincidan. La normalizacion se efectia a 400 nm porque en este valor la
absorbancia corresponde a transiciones interbanda y no influye en la absorbancia de la
banda de plasmones de superficie localizados [60].
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Figura 10. Efecto de agregacion de nAu en la banda de plasmones de superficie

localizados [58].
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1.5.2.2 Estimacion del tamafio y concentracién de nanoparticulas de oro por

espectroscopia UV-Vis

Haiss y colaboradores, en base a estudios tedricos y experimentales, implementaron
un método para calcular el tamafio y concentracién de nAu a partir de ecuaciones que
utilizan los pardmetros de espectros UV-Vis [52]. Si la banda de plasmones de
superficie se encuentra debajo de los 600 nm, su absorbancia asi como la absorbancia
de la banda a 450 nm (transiciones interbanda) se relacionan con el didmetro de la
particula (d) en el rango de tamafios de 5-80 nm mediante la ecuacion (1). Donde,
B1=3,00 y B»=2,20 son pardmetros de ajuste calculados experimentalmente y que
explican la funcion dieléctrica del metal empleado segun la longitud de onda y el
tamafio de particula para nAu esféricas. La absorcion depende del material (indice de
refraccion) y de su geometria y esté relacionado con la longitud de onda mediante la
eficiencia de extincion Qex (absorcién y dispersién). Para una mayor precision del
tamafio de particula en el rango de 5-50 nm se utiliza la ecuacién (2) que requiere de la
concentracion inicial de la solucién precursora (cay) €n mol/L y la absorbancia de la
banda de plasmones de superficie. Donde, Ci= -4,75 y C,=0,314 son también

parametros experimentales.

A
d = exp(B; ABPS

=P )

450

1/C,

A 5.89 x 10°°
- Bps( ) .(2)
Canexp(Cr)
La estimacion de la concentracion (c) de las nanoparticulas de oro en mol/L se realiza
con la ecuacion (3) de Beer-Lambert para una trayectoria del haz de 1 cm de longitud.
Los valores de absortividad molar (€) en L molicm™ a 450 nm estan reportados para

un rango de tamafo entre 2-100 nm [52].

A
c="450/g . (3)

Este método no considera la influencia de capas protectoras como citrato trisédico e
hidroxilamina ya que son moléculas pequefias, sin embargo, el indice de refraccion de
agentes estabilizadores poliméricos puede influir en la banda de plasmones de

superficie, por ello, se necesitarian otras ecuaciones [52].
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1.5.3 Otras técnicas de caracterizacion

La técnica de dispersion de luz electroforética (ELS) brinda informacion sobre la carga
de la superficie y la estabilidad de las nanoparticulas. La mediciéon del movimiento de
nanoparticulas cargadas en una solucion en presencia de un campo eléctrico
determina el potencial zeta, el cual se define como el potencial eléctrico debido a los
iones en el limite de la capa difusa y la solucién. Valores absolutos de potencial zeta
mayores a 30 mV indican que las nanoparticulas poseen elevada estabilidad y aquellas
con valores absolutos menores a 10 mV pueden ser consideras neutras [47]. Como las
nanoparticulas con un alto valor de potencial zeta experimentan repulsion unas de
otras, su interaccion no es favorable. En cambio, las nanoparticulas con un bajo valor
de potencial zeta son mas propensas a la agregacién debido a que no existe una
fuerza significativa de repulsion. Entre los factores que influyen en el potencial zeta se
encuentran el pH y la conductividad [61].

1.6 Objetivos del trabajo

Como se ha presentado, se han reportado investigaciones sobre la sintesis y
caracterizacion de nAu-Qna en las cuales se estudia el efecto de la relacién molar
Qna/Au®, pH, grado de deacetilacion y peso molecular del polisacéarido en la forma,
tamafio y distribuciébn de tamafio de las nanoparticulas. En el presente trabajo,
adicionalmente al estudio del efecto de la relacion molar y pH, se analizaron el efecto
de otros parametros tales como el tiempo de reaccién, la temperatura y la
concentraciéon de los reactivos en la formacién y estabilidad de las nAu. A partir de los
resultados obtenidos mediante la caracterizacion se encontraron las condiciones de
reaccion para la obtencién de nAu estables. Por otro lado, a pesar de que se cuenta
con informacién acerca de la reduccién de Au®* con los monémeros de quitosana (D-
glucosamina y N-acetil-glucosamina), la glucosa y el citrato, se realizaron dichas
sintesis a condiciones de reaccién distintas a las reportadas en la literatura. También,
se realizaron experimentos de viscosimetria capilar de las soluciones de quitosana y
nAu para analizar el efecto en la viscosidad intrinseca de la quitosana como se ha
sefialado en la literatura. Finalmente, se llevé a cabo la reduccién heterogénea de los
iones Au®* con perlas y peliculas de quitosana a distintos pH, la cual ha sido poco

estudiada a comparacion de la reduccion homogénea.
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2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Reactivos, Materiales y Equipos
2.1.1 Reactivos y Materiales

Todos los reactivos, excepto el biopolimero, fueron de grado analitico y se emplearon
sin purificacion previa. A continuacion se listan los reactivos empleados agrupandolos

segun su procedencia.

o Quitosana, MW = 456 kDa, DDA = 87,12% fue obtenida a partir de quitina de
centollén IDEBIO mediante desacetilacion parcial alcalina. EI peso molecular
promedio se determind por viscosimetria capilar a 30°C y el grado de
desacetilacion por *H-RMN, en D>O/DCl a 70°C.

e Quitosana, MW = 834 kDa, DDA = 79,61% de quitina de centollén IDEBIO.

e SCP Science: Solucién de acido tetracloroaurico en HCl 10%. Estandar de

absorcion atémica trazable a NIST, concentracion 1000 pg/mL.
e JT Baker: Acetato de sodio e hidroxido de sodio.

e Merck: Acido clorhidrico concentrado, &cido nitrico concentrado, acido acético
glacial, cloruro de sodio, nitrato de plata, epiclorhidrina, glutaraldehido (50%) y
agua deuterada (99,9%).

e Sigma-Aldrich: Hidrocloruro de D-glucosamina (98%) y N-acetil-D-glucosamina
(99%).

¢ Riedel-de Haén: Citrato trisédico dihidratado y D-glucosa monohidratada.
¢ Mallinckrodt: Dihidrégeno fosfato de potasio.

e Agua ultrapura (grado Milli Q, pH 6,01 y resistividad 18,2 x 10° Q-cm) obtenida
de un sistema conformado por 6smosis inversa y filtracion mediante filtro de

fibra hueca con tamafio de poro 0,2 pm.

¢ Membrana de celulosa para dialisis Spectra/Por® de Spectrum Laboratories,

Inc. MWCO (limite de peso molecular retenido al 90%) entre 6 y 8 kDa.
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e Filtro metalico a presioén con malla metélica

2.1.2 Equipos

Los equipos utilizados se encuentran en la Seccibn Quimica de la Pontificia

Universidad Catélica del Pert a menos que se indique lo contrario.

e Espectrémetro UV-Vis de doble haz, Perkin Elmer modelo Lambda 2, cuenta
con lamparas de deuterio y halogenuro de tungsteno como fuente de radiacion,
monocromador de rejilla hologréafica céncava de 1053 lineas/mm, par de diodos

como detector y rango de longitud de onda entre 190 y 1100 nm.

e Espectrémetro UV-Vis de simple haz, Agilent 8453E, posee lamparas de
deuterio y tungsteno como fuente de radiacion, monocromador de rejilla
hologréafica concava, arreglo de fotodiodos como detector y rango de longitud de
onda entre 190 y 1100 nm.

o Espectrémetro infrarrojo, Perkin Elmer modelo FT-IR 100, consta de una fuente
de luz laser de He, Ne; detector LiTaO; (tantalato de litio) y una barra de

carburo de silicio como fuente de radiacion.

e Espectrometro de resonancia magnética nuclear Bruker de 300 MHz y consola
Avance" 300, posee un magneto superconductor Ultrashield de 7,05 T, una
sonda de banda ancha de 5 mm que observa nucleos de protén (*H) y carbono
(BC) y una unidad de temperatura Eurotherm B-VT200 que varia entre 20°C y
200°C. Se cuenta con una sal de sodio del acido 3-(Trimetilsilil)-propiénico-D, al

98% (TSP) como estandar interno para la calibracion de espectros de RMN.

e Microscopio de fuerza atémica, Nanosurf Easyscan 2, posee una sonda de
carburo de silicio de tipo NCLR-10 y opera de modo dindmico con una

frecuencia de resonancia de 185 KHz. Ingenieria Mecanica (PUCP).

e Microscopio electronico de transmision, FEI Tecnai T20, el equipo cuenta con
rejillas de cobre recubiertas con carbono (CF200-Cu de Electron Microscopy

Sciences) y opera a 200 kV. Universidad de Zaragoza, Espafia.
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e Analizador de potencial Z por ELS, Malvern Zetasizer Nano Series. Universidad
de Minho, Portugal.

e pH-metro ORION modelo 420 con electrodo de Ag/AgCl y soluciones buffer
MERCK pH 4, 7 y 10 para calibracion del equipo.

e Liofilizador Labconco modelo 4,5 a 0,07 x 10 mbar y -47°C.

Termostato Julabo modelo MP para bafio de agua.

2.2 Metodologia

Todos los materiales de vidrio utilizados para la sintesis fueron lavados previamente
con agua regia (HNOs/HCI en proporcién 1/3), luego con agua destilada y finalmente

con agua ultrapura para retirar impurezas que pudieran afectar la formacion de nAu.

2.2.1 Preparacion de soluciones de quitosanay HAuCl. en buffer

El biopolimero quitosana de MW = 456 kDa y DDA = 87,12% se disolvié por completo
con agitacion constante en una solucién buffer NaOAc/HOAc (0,10 M / 0,20 M) a pH
4,46 para obtener soluciones de quitosana en el rango de concentracion de 0,03%-
1,00% (w/v). La solucién incolora resultante se filtr6 con filtro metdlico para retirar
impurezas. Como reactivo precursor de las nanoparticulas de oro se utilizé una
solucién estandar acuosa de HAuCls de concentracién 5,08 x 102 mol/L y pH 1. La
dilucion de la solucibn de HAuCls en buffer NaOAc/HOAc (pH 4,46) para una
concentracion de 1,58 x 10 mol/L resulté en una solucién con ligera tonalidad amarilla.
Las mediciones de los espectros UV-Vis de ambos reactivos se realizaron con agua

ultrapura como blanco.

2.2.2 Sintesis de nanoparticulas de oro con quitosana y caracterizacién por
espectroscopia UV-Vis

A partir de la solucion estandar de HAuUCl, y de las soluciones de quitosana (MW = 456
kDa, DDA = 87,12%) se realizaron distintos experimentos modificando los siguientes
parametros: relacion molar Qna/Au®* desde 10/1 hasta 367/1, tiempo de reaccion entre
20 minutos y 8 horas, temperatura a 50°C, 75°C y 100°C, pH de 1 a 595 vy

concentracion de ambos reactivos desde cinco veces menos concentrado hasta cinco

27

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




STENEB,,

59‘7’ N % | N RsinaD
TESIS PUCP % Gh/sRsiD

DEL PERU

veces mas concentrado. El pardmetro de relaciéon molar Qna/Au® se basa en las moles
de unidades repetitivas de quitosana y las moles de Au®* presentes en la mezcla de
reaccion antes de la sintesis. El calentamiento se llevé a cabo con agitacion constante
en un recipiente con un bafio de silicona para un adecuado control de la temperatura.
Inmediatamente, se realiz6 la caracterizacion por espectroscopia UV-Vis de las
soluciones de nanoparticulas de oro con quitosana sin dilucién. Como la sintesis fue en
medio acuoso, se empled agua ultrapura como blanco de todas las mediciones, las

cuales se realizaron entre 190 y 1100 nm en celdas de cuarzo de 1 cm de espesor.

2.2.2.1 Efecto de larelacién molar Qna/Au®*

Para obtener relaciones molares Qna/Au®" entre 10/1 y 367/1 (Tabla 1) se utilizé 5 mL
de soluciones de quitosana en el rango de concentracién de 0,03%-1,00% (w/v) en
buffer NaOAc/HOAc (pH 4,46) y cada solucion se mezclé con 161 pL de solucién de
HAuCl; 5,08 mM. Inmediatamente, se calentd a 75°C cada mezcla de reaccion con
agitacion constante por una hora. Al finalizar este tiempo, la mezcla de reaccion se
enfrid en un bafio de hielo para detener la reaccion y se caracterizé por espectroscopia
UV-Vis. Se trabajé cada sintesis por duplicado. Ademas se estudié la estabilidad
durante 2 meses luego de almacenar las soluciones a temperatura ambiente (20°C) y a
2°C.
Tabla 1. Valores de relacién molar Qna/Au®*.

[Au¥] [Qna] "

(moliL) % (W/v) mol de unidades/L S
0,03 9,29 x 10 10/1

0,06 1,86 x 10 20/1

0,08 2,48 x 10°3 30/1

0,11 3,41 x 103 40/1

0,14 4,34 x 102 50/1

158 x 104 0,18 5,58 x 103 65/1
’ 0,23 7,13 x 103 85/1
0,26 8,06 x 103 95/1

0,34 1,05 x 107 125/1

0,41 1,27 x 107 150/1

0,82 2,54 x 1072 300/1

1,00 3,09 x 1072 367/1
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2.2.2.2 Efecto del tiempo de reaccidn

Se emple6é 5 mL de soluciones de quitosana de concentraciones 0,14%; 0,27% y
0,82% (w/v) en buffer NaOAc/HOAc (pH 4,46) y a cada solucion se le afadié 161 yL de
soluciéon de HAuCls 5,08 mM para obtener relaciones molares Qna/Au®* 50/1, 100/1 y
300/1. Las mezclas de reaccién para cada relacion molar se calentaron a 75°C con
agitacion constante y fueron retiradas en distintos intervalos de tiempo: 10, 20 y 40
minutos; 1, 2, 4, 6 y 8 horas. Inmediatamente, las soluciones de nanoparticulas de oro
con quitosana se colocaron en un bafilo de hielo y fueron caracterizadas por
espectroscopia UV-Vis. Todas las soluciones de nanoparticulas se almacenaron a

temperatura ambiente.

2.2.2.3 Efecto de latemperatura

Se utiliz6 5 mL de soluciones de quitosana de concentraciones 0,14%; 0,27% y 0,82%
(w/v) en el buffer de NaOAc/HOAc (pH 4,46) y a cada solucién se le agreg6 161 pL de
soluciéon de HAuCls 5,08 mM para obtener relaciones molares Qna/Au®* 50/1, 100/1 y
300/1. Las mezclas de reaccién para las tres relaciones molares se calentaron a 100°C
a reflujo con agitacion constante por 20 minutos y 1 hora. Por otro lado, las mezclas de
reaccién con relaciones molares 100/1 y 300/1 se calentaron a 50°C con agitacion
constante desde 1 hora hasta 10 horas. Al término de cada sintesis, las soluciones de
nanoparticulas de oro con quitosana fueron colocadas en un bafio de hielo y se

caracterizaron por espectroscopia UV-Vis.

2.2.2.4 Efecto del pH

Para estudiar la reaccion a pH 1 se prepar6 5 mL de una solucién de quitosana de
concentracién 0,27% (w/v) en una mezcla de agua ultrapura y 161 pL de solucién
estandar de HAuCI, 5,08 mM en HCI 10%, lo que da una relacién molar Qna/Au®
100/1. En cambio, para llevar a cabo las reacciones a pH 3,42, 4,46, 5 y 5,95 se
prepararon distintas soluciones buffer NaOAc/HOAc. Se empled 5 mL de soluciones de
quitosana de concentracion 0,27% (w/v) en buffer NaOAc/HOAc a diferentes pH y a
cada solucion se le afiadié 161 pL de solucion de HAuCls 5,08 mM para obtener la
relacion molar Qna/Au®" 100/1. Todas las mezclas de reaccion se calentaron a 75°C

con agitacion constante durante una hora. Al concluir las sintesis, las soluciones se
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colocaron en un bafio de hielo, fueron caracterizadas por espectroscopia UV-Vis y

luego se almacenaron a 2°C.

2.2.2.5 Efecto de laconcentracion de Qna-Au®*

Se empleé una solucién de quitosana de concentracion 1,32% (w/v) en buffer
NaOAc/HOAc (0,5 M/ 1,0 M) con pH 4,46 y se afiadid 3,89 mL de soluciéon de HAuCl,
5,08 mM para obtener relacion molar Qna/Au®* 100/1. A partir de la mezcla anterior se
realizaron diluciones con la solucién buffer para obtener mezclas de reacciéon con
menores concentraciones. En la Tabla 2 se muestran los valores de concentracion
para ambos reactivos, donde C es la concentracién que representa a 5 mL de una
solucion de quitosana al 0,27% (w/v) y 161 pL de solucion de HAuCls 5,08 mM. Las
mezclas de reaccion se calentaron a 75°C con agitacién constante durante una hora. Al
finalizar este tiempo, las mezclas de reaccién se enfriaron en un bafio de hielo y fueron
caracterizadas por espectroscopia UV-Vis. Se trabajé cada sintesis por duplicado y las

soluciones se almacenaron a 2°C.

Tabla 2. Valores de concentracién Qna-Au®*.

Qna % (w/v) | [Au®*] mol/L [Qna-Au3']
1,35 7,90 x 10* 5C
0,81 4,74 x 10* 3C
0,27 1,58 x 10 C
0,14 7,90 x 10 C/2
0,05 3,16 x 10° C/5

2.2.3 Caracterizacion de nanoparticulas de oro con quitosana
2.2.3.1 Caracterizaciéon por UV-Vis

Se estimé el diametro de nAu para cuatro relaciones molares Qna/Au®* 50/1, 85/1,
150/1 y 300/1 a partir de la absorbancia de la banda de plasmones de superficie y de la
absorbancia de la banda a 450 nm (espectros UV-Vis). Asimismo, se calcul6 la
concentracion de nAu para las cuatro relaciones molares mediante la ley de Beer-

Lambert. Las ecuaciones utilizadas fueron las que se reportan en la Seccion 1.5.2.2.
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2.2.3.2 Caracterizacion por TEM

Se caracterizaron cuatro soluciones de nAu-Qna de relacion molar Qna/Au®* 50/1,
85/1, 150/1 y 300/1 sintetizadas a 75°C durante una hora de reaccion. Para la
obtencion de imagenes del TEM, se colocd una gota de las soluciones de nAu sin
dilucién sobre una rejilla de cobre recubierta con carbono y se evaporé el solvente a
temperatura ambiente. A partir de las imagenes del TEM se determiné el tamafio de
200 unidades de nAu-Qna para cada relacion molar con el programa Image J (Wayne
Rasband) y se calculé el tamafio promedio de particula asi como la desviacion

estandar.

2.2.3.3 Caracterizacion por ELS

En el caso de la caracterizacién por potencial zeta, las mediciones se realizaron en
celdas de plastico con soluciones de nanoparticulas de oro sin dilucién y con diluciones
en agua ultrapura 1:10, 1:100 y 1:1000. El tratamiento de los datos para cada relaciéon
molar Qna/Au®" se realizé con el programa Zetasizer, el cual brinda informacién sobre
el potencial zeta en base a una distribuciébn de potencial zeta. En el Anexo 1 se
presentan los datos que fueron utilizados para la obtencion de las gréficas de
distribucion de potencial zeta para cada una de las soluciones de nAu-Qna.

2.2.3.4 Caracterizacion por AFM

Previo al analisis de la muestra de nAu-Qna se obtuvieron imagenes del AFM del
sustrato de mica limpio. Para ello, se marcé una circunferencia de 3 mm sobre la mica
de 2,5 cm x 2 cm, se retiraron unas capas de mica y se limpi6 el sustrato con un flujo
bajo de nitrégeno. Como blanco se analiz6 una muestra seca de quitosana a partir de
una solucion de 0,23% (w/v) en buffer NaOAc/HOAc calentada a 75°C por una hora de
la cual se emple6 3 pL para recubrir la circunferencia en el sustrato. Para el andlisis de
la muestra de nAu-Qna, se utilizé una solucién con relacién molar Qna/Au®* 85/1
diluida en agua ultrapura en proporcion 1:10. Se recubrid la circunferencia en el
sustrato limpio de mica con 3 pL de la dilucion y se evaporé a temperatura ambiente.
Luego del analisis, esta muestra de nAu-Qna fue lavada con agua ultrapura y al secar
se realizaron mediciones por AFM. Las imagenes del AFM se obtuvieron con el
programa Nanosurf Easyscan 2 en modo dinamico a temperatura ambiente. La
determinacion del tamafio de particula (altura y longitud) se realizé con el programa
Gwyddion 2.31.
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2.2.3.5 Caracterizaciéon por IRy 'H-RMN

Para la caracterizacién del agente estabilizador de las nanoparticulas de oro se emple6
espectroscopia infrarroja y resonancia magnética nuclear de protén. En ambos casos,
se utilizaron muestras de quitosana y de nanoparticulas de oro con quitosana con
relaciébn molar 95/1, previamente dializadas en agua ultrapura y liofilizadas. En cuanto
a la caracterizacion por IR, se prepararon pastillas en KBr de las muestras liofilizadas y
se obtuvieron espectros IR entre 400-4000 cm. Con respecto a la caracterizacién por
H-RMN, se disolvieron con agitacion constante 11 mg de los sélidos liofilizados en 700
puL de DO méas unas gotas de DCI/D2O. La soluciébn de quitosana resultante era

incolora; en cambio, la solucién de nanoparticulas de oro con quitosana era morada.

2.2.4 Sintesis de nanoparticulas de oro con otros agentes reductores y
caracterizacion por espectroscopia UV-Vis

Se utilizaron cuatro agentes reductores los cuales fueron D-glucosamina-HCI, N-acetil-
D-glucosamina (ambos monémeros de la quitosana), D-glucosa y citrato trisddico. Para
la caracterizacién por espectroscopia UV-Vis se empledé agua ultrapura como blanco
de todas las mediciones, las cuales se realizaron entre 190 y 1100 nm en celdas de

cuarzo de 1 cm de espesor.

2.2.4.1 Sintesis y caracterizacién de nAu con mondmeros de quitosana

Para comparar con las sintesis anteriores se utilizaron soluciones de D-glucosamina,
N-acetil-D-glucosamina y mezclas de ambas en distintas proporciones para asemejar
la presencia de quitosana (igual DDA). Para obtener relaciones molares
mondémero/Au®" de 85/1 y 300/1 (Tabla 3) se emplearon soluciones de D-glucosamina
y N-acetil-D-glucosamina en el rango de concentracion de 0,26%-1,058% y 0,003%-
1,085% (w/v) respectivamente en buffer NaOAc/HOAc (pH 4,46). Cada solucién de
monémero y cada mezcla de mondmeros en diferentes proporciones se mezclaron con
161 pL de solucion estandar HAuCls 5,08 mM. Seguidamente, cada mezcla de
reaccion se calent6 a 75°C con agitacion constante por una hora. En el caso de las
mezclas que tenian solo N-acetil-D-glucosamina se continud la reaccién hasta 4 horas.
Al concluir la reacciéon, cada solucion de nAu sin dilucion se caracterizé por

espectroscopia UV-Vis.
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Tabla 3. Valores de concentracion y relacién molar monémero/Aus*.

[Au3] GluN % GIluN/ GIluNACc GIluNAc/ Mondmero/
(mol/L) (w/v) GluNAc % % (W/v) GluN % Aud
0,299 100 0 0
0,297 99 0,003 1
0,285 95 0,015 5 85/1
1,58 x 10* 0,260 87 0,039 13
0 0 0,308 100
1,058 100 0 0
300/1
0 0 1,085 100

2.2.4.2 Sintesis y caracterizacion de nAu con D-glucosa

Para obtener relacion molar glucosa/Au®* 85/1 se utilizé una solucién de D-glucosa
monohidratada 0,28% en solucién buffer NaOAc/HOAc (pH 4,46) y se mezcl6 con 161
uL de solucion HAuCl: 5,08 mM. La mezcla de reaccion se calentd a 75°C con
agitacion constante durante una hora. Inmediatamente, la solucién de nAu-D-glucosa

sin dilucién se analiz6 por UV-Vis.

2.2.4.3 Sintesis y caracterizacion de nAu con citrato trisédico

Previamente a la sintesis, se evaporé 246 pL de solucion HAuCl, 5,08 mM a
temperatura ambiente en un recipiente con silica gel con un flujo bajo de nitrégeno para
acelerar el proceso. Se obtuvieron cristales amarillos de HAuCl, que se disolvieron en
4,75 mL de agua ultrapura y la solucion de pH 5 se calent6 a 100°C con agitacién
constante a reflujo por 25 minutos. A esta solucién de HAuCl, se le afiadié rapidamente
64,5 puL de solucién de citrato trisédico dihidratado 5% para obtener relacion molar
Nascitrato/Au®* 10/1. La mezcla de reaccién se mantuvo a 100°C con agitacion
constante por 25 minutos. Al concluir la reaccion, la solucion de nAu-citrato se enfrio
hasta temperatura ambiente y se caracteriz6 por UV-Vis. No se afadio la soluciéon
estandar de HAuCl, porgue disminuye el pH de la solucion acuosa de 6 a 1 y no se

forman nanoparticulas de oro estables.
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A modo de comparacion, se realizo la sintesis de nAu con citrato trisddico y quitosana
al mismo tiempo a 75°C para observar el efecto de ambos agentes reductores y
estabilizadores en la formacién de nAu. Primero, se disolvi6 quitosana en solucion
NaOAc/HOAc (pH 4,46) para obtener una solucién con relacion molar Qna/Au®* 100/1.
A esta solucion del biopolimero se le afadi6 citrato trisddico dihidratado para obtener
solucién con relacién molar Nascitrato/Au®* 3,5/1 y se mezclé con solucién HAuUCI, 5,08
mM. La mezcla de reaccién se calent6é a 75°C con agitacién constante por una hora. Al
concluir la reaccion, la solucién sin dilucién se analizé por UV-Vis. Se utilizé relaciéon
molar Nascitrato/Au®* 3,5/1 para asemejar un menor tamafio de nAu como se ha

reportado para la sintesis con citrato trisédico en condiciones de ebullicion [18].

2.2.5 Comparacion de la viscosidad intrinseca de quitosana, nAu-Qna y nAu-
Qna-citrato

Para la determinacion de la viscosidad intrinseca se utilizaron soluciones de quitosana,
soluciones de nAu-Qna y soluciones de nAu-Qna-Nascitrato en el rango de
concentracion de quitosana 1,3 x 102 g/mL a 1,988 x 102 g/mL en solucién
NaOAc/HOAc (0,1 M/ 0,2 M) a pH 4,46. Cada solucion fue diluida tres veces con
soluciéon buffer hasta alcanzar una concentracion entre 8,125 x 10“ g/mL y 1,2425 x 10°
3 g/mL. Se realizaron 4 mediciones de tiempo para cada una de las cuatro
concentraciones por cada muestra. Todas las mediciones se efectuaron en un
viscosimetro Ubbelohde 1C a 30°C. Como blanco se empleé la solucion NaOAc/HOAc
0,1M/0,2 M.

2.2.6 Reduccién heterogénea con perlas y pelicula de quitosana

Las perlas y peliculas se elaboraron con quitosana de MW = 834 kDa y DDA = 79,61%.

2.2.6.1 Preparacion de perlas de quitosana

La quitosana se disolvid en una solucion HOAc 1% v/v con agitacion constante. La
solucién ligeramente amarilla resultante al 2% wi/v se filtrd con filtro metalico a presion.
Para formar las perlas, la solucién de quitosana se goted sobre una solucion NaOH
0,70 M en etanol con agitacion constante. Las perlas de quitosana obtenidas se

lavaron con agua destilada hasta pH neutro.
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2.2.6.2 Entrecruzamiento de perlas de quitosana con epiclorhidrina

Se lavaron perlas de quitosana con agua ultrapura, luego se sumergieron en una
solucion de epiclorhidrina 0,01 M en NaOH 0,067 M a 50°C por 4 horas. Al finalizar, las
perlas entrecruzadas se lavaron con agua destilada y ultrapura hasta pH neutro [62].
Se realizé una prueba de solubilidad de una perla entrecruzada en solucién HOAc 1%

viv.

2.2.6.3 Entrecruzamiento de perlas de quitosana con glutaraldehido

Se lavaron cinco perlas de quitosana con agua ultrapura y se sumergieron en una
soluciéon acuosa de glutaraldehido 2,5% v/v a temperatura ambiente por 17 horas.
Luego, se lavaron los perlas entrecruzadas con agua destilada y ultrapura hasta pH
neutro [63]. Se llevé a cabo una prueba de solubilidad de una perla entrecruzada en

solucion HOAc 1% v/v.

2.2.6.4 Preparacion de pelicula de quitosana

En primer lugar, la quitosana se disolvié en una soluciéon HOAc 1% v/v con agitacion
constante. La solucion ligeramente amarilla obtenida al 2% w/v se filtr6 con filtro
metalico a presion y fue vertida sobre una placa petri de plastico. La pelicula se formé
después de la evaporacion del solvente en una camara ventilada. Para la
desprotonacion de los grupos amino, la pelicula fue lavada sucesivamente con una
solucién de NH3z en metanol y un ultimo lavado con metanol. Finalmente, la pelicula de

quitosana fue secada en la camara ventilada y luego al vacio.

2.2.6.5 Sintesis de nAu con perlas y peliculas de quitosana

Se colocaron perlas, perlas entrecruzadas con epiclorhidrina y con glutaraldehido y
trozos de peliculas de quitosana (1,5 cm x 0,7 cm y 31,9 um de espesor) en una
solucion buffer KH.PO4/NaOH pH 8 a la que se agreg6 161 pL de soluciéon HAuCl, 5,08
mM. Las distintas mezclas de reaccion que contenian perlas se calentaron a 75°C con
agitacion suave por 30 minutos y 1 hora con 30 minutos la que contenia peliculas. Al
término de la reaccion se retiraron las perlas y peliculas de quitosana con nAu y se
lavaron con agua destilada y ultrapura hasta pH neutro. Similarmente, se sintetizaron

nAu con perlas entrecruzadas en solucién buffer NaOAc/HOAc pH 4,46.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Espectros UV-Vis de soluciones de quitosana y HAuCl4 en buffer

En la Figura 11 se presentan los espectros UV-Vis entre 220-500 nm de soluciones de
guitosana a distintas concentraciones expresadas en porcentaje (w/v) en buffer
NaOAc/HOACc (pH 4,46) que se emplearon en las sintesis de nanoparticulas de oro. La
quitosana presenta una banda de absorcion en la region ultravioleta alrededor de 294
nm que corresponde a la transicion electrénica n—1* del grupo C=0. Se observa que la
absorbancia se incrementa de manera directa con la concentracién del biopolimero en
solucion segun la ley de Beer-Lambert. Por otro lado, el espectro UV-Vis de la solucién
de HAUCI, diluida en buffer NaOAc/HOAc (pH 4,46) para una concentracién de 1,58 x
10* mol/L y el complejo de coordinacién cuadrado plano [AuClsy se muestran en la
Figura 12. Estudios previos llevados a cabo por Ling, Wang y colaboradores sefialan
gue la absorbancia intensa a 311 nm en la region ultravioleta, corresponde a la banda
de transferencia de carga entre los ligandos CI- y el cation metalico Au®* que representa
una transferencia electrénica p—d [64, 65]. Sin embargo, la leve coloracién amarilla de
la solucién se debe a la débil absorbancia en la region visible por encima de 380 nm.
La concentracion 1,58 x 10 mol/L de HAuCl, corresponde a las moles de iones Au®*
en el volumen final de la mezcla de reaccion antes de la sintesis. Como las bandas de
absorcion de la quitosana y del complejo HAuCls se superponen no es posible evaluar
la disminucién de la concentracién de los iones Au®* durante el transcurso de la

reaccion por medio de la espectroscopia UV-Vis.
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Figura 11. Espectros UV-Vis de soluciones de quitosana en buffer NaOAc/HOACc.
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Figura 12. Espectro UV-Vis de solucién de HAUCI, 1,58 x 10 mol/L en NaOAc/HOAc.

3.2 Sintesis de nanoparticulas de oro con quitosana y caracterizacion por
espectroscopia UV-Vis
3.2.1 Efecto de larelacién molar Qna/Au®*

La banda de plasmones de superficie localizados depende del tamafo, forma y
distribucion de tamafio de particula. Su relaciéon con el tamafio no es directa debido a la
influencia de factores como la constante dieléctrica del medio, interacciones entre
nanoparticulas y carga superficial (Seccion 1.5.2.1) en la posicion de la banda de
absorcion [57]. A pesar de ello, se ha reportado que a mayor longitud de onda el
tamafio de particula es mayor [19, 66]. En cuanto a la forma de la particula, una Unica
banda de absorcion en la region de 500-600 nm indica nanoparticulas esféricas y una
banda adicional en la region de 600-900 nm o en el infrarrojo sefiala nanoparticulas
con otras geometrias [39, 67]. En el caso de la distribucién de tamafio de particulas
esféricas, una banda de absorcibn angosta corresponde a nanoparticulas

monodispersas y una banda ancha indica nanoparticulas polidispersas.

En la Tabla 4 se muestran los valores de longitud de onda y absorbancia de la banda
de plasmones de superficie obtenidos al término de la reaccion y después de
almacenar las soluciones de nAu-Qna a temperatura ambiente por 2 meses. En la
Tabla 5 se presentan los valores de banda de plasmones de superficie para soluciones
de nAu-Qna que fueron almacenadas a 2°C también durante 2 meses. En ambas
tablas y para cada relacion molar, al comparar la longitud de onda y absorbancia al
finalizar la reaccion se observa similitud en los valores lo que demuestra que la sintesis

es reproducible. En el rango de relaciéon molar Qna/Au®*" desde 10/1 hasta 367/1, la
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quitosana actué como agente reductor de los iones Au®* en solucién a pH 4,46 pero su
capacidad estabilizadora depende de su cantidad.

Tabla 4. Valores de A, A 'y AA (nm) de banda de plasmones de superficie segun

relacion molar Qna/Au®* y estabilidad a temperatura ambiente.

Al finalizar reaccién 1 mes después 2 meses después

A(nm) ts A (AN) A (nm) A (AN) A (nm) A (AN)
10/1 708,5+2,1 | 0,15 (244) - - - -
20/1 5345+21 | 0,47 (98) | 540,0 | 0,03 (93) - -
30/1 526,0+0,0 | 0,55(63) | 533,0 | 0,18 (92) | 537,0 0,06 (104)
40/1 524,0+0,0 | 0,59 (57) | 533,0 | 0,49 (93) | 535,0 0,19 (93)
50/1 524,7+0,8 | 0,60 (55) | 5289 | 0,60(77) | 531,9 0,60 (92)
65/1 5239+09 | 0,62(53) | 526,2 | 0,64(59) | 527,9 0,67 (67)
85/1 522,6 +0,1 | 0,61(48) | 523,8 | 0,65(50) | 525,0 0,69 (52)
95/1 522,0+0,3 | 0,64 (48) | 523,7 | 0,66 (49) Liofilizado
125/1 | 521,7+0,6 | 0,64 (48) | 523,7 | 0,68(48) | 5242 | 0,72 (48)
150/1 | 521,9+1,3 | 0,64 (49) | 523,6 | 0,65(49) | 523,7 | 0,66 (48)

300/1 | 522,3+0,0 | 0,65(48) | 523,1 | 0,67 (48) | 523,7 | 0,69 (48)

367/1 | 522,6+0,2 | 0,65(48) | 523,2 | 0,68(47) | 523,8 | 0,70 (48)

Qna/Au®

Tabla 5. Valores de A, Ay AA (nm) de banda de plasmones de superficie segun

relacion molar Qna/Au®* y estabilidad a 2°C.

Ona/Au® Al finalizar reaccién 1 mes después 2 meses después
na/Au

A(nm) £s A (AN) A (nm) A (AN) A (nm) A (AN)
10/1 708,5+2,1 | 0,18 (258) - - - -
20/1 5345+2,1 | 0,51(92) 534,0 | 0,29 (93) 534,0 0,22 (98)
30/1 526,0+0,0 | 0,54 (65) 528,0 | 0,54 (67) 529,0 0,52 (72)
40/1 524,0+0,0 | 0,55 (56) 525,0 | 0,55 (56) 525,0 0,54 (58)
50/1 524,7+0,8 | 0,59 (57) 527,8 | 0,57 (62) 527,9 0,57 (65)
65/1 523,9+0,9 | 0,61 (53) 525,7 | 0,60 (55) 525,1 0,60 (56)
85/1 5226 +0,1 | 0,62 (50) 523,6 | 0,62 (50) 523,5 0,61 (50)
95/1 522,0+0,3 | 0,63 (49) 522,7 | 0,62 (49) 522,4 0,62 (50)
125/1 521,7+0,6 | 0,63 (49) 522,2 | 0,63 (49) 522,5 0,63 (49)
150/1 521,9+1,3 | 0,63 (48) 521,4 | 0,63 (48) 522,2 0,63 (48)

300/1 522,3+0,0 | 0,64 (48) 522,8 | 0,65 (48) 5227 0,65 (47)

367/1 522,6 +0,2 | 0,64 (48) 522,5 | 0,65 (47) 522,9 0,65 (47)
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En la Figura 13, se observa que la tonalidad de las soluciones de nanoparticulas de oro
con quitosana cambié desde una ligera coloracion azul hasta el rojo conforme aumenta
la relacién molar Qna/Au®*. Cuando se emplearon relaciones molares menores a 50/1,
las soluciones de nAu-Qna presentaron un soélido adherido al agitador magnético al
finalizar la sintesis. Para la relacion molar 10/1, la solucién tenia una ligera tonalidad
azul con precipitado azul y al usar proporciones 20/1, 30/1 y 40/1 las soluciones
tuvieron una coloracion morada, violeta y rosada, respectivamente. Asimismo, para
Qna/Au® 50/1 y 65/1, las soluciones fueron rosadas pero no poseian soélido al término
de las sintesis. En el caso de las sintesis con relaciones molares desde 85/1 hasta
367/1, las soluciones de nAu-Qna eran rojas y tampoco presentaron sélido alguno.
Este aumento del numero de moles de unidades de quitosana controla el crecimiento
de las nAu por medio de la estabilizacion electrostatica y estérica, de esta manera,
disminuye el tamafio de particula lo cual se evidencia en el desplazamiento de la

banda de absorcién a menor longitud de onda [13, 39, 68].

Figura 13. Soluciones de nAu a diferentes relaciones molares Qna/Au®*.

Para la relacion molar 10/1, durante la hora de reaccion se observé una variacion del
color de la solucion de nAu desde el rosado leve hasta el azul leve. En la Figura 14 se
muestra la banda de plasmones de superficie al finalizar la sintesis. Esta banda de
absorcion a 710,0 nm al ser muy ancha sefialaria la presencia de interacciones fuertes
entre particulas de oro no esféricas en solucion e indica amplia distribucién de tamafio
tal como se ha reportado en investigaciones realizadas por Huang y colaboradores
[39]. La débil absorbancia indica una baja concentracion de nAu en solucién porque
existen particulas que forman precipitado. Después de 1 mes a temperatura ambiente y

a 2°C, las soluciones de nanoparticulas resultaron casi incoloras y se observé la
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presencia de un sélido azul en mayor cantidad. De esta manera, se hace evidente que
la cantidad de quitosana utilizada no fue suficiente para estabilizar la superficie de las
nanoparticulas en la etapa de crecimiento y las fuerzas de atraccion predominaron
para formar agregados que al ser inestables precipitaron aun mas con el tiempo.

0.3
—— Al finalizar reaccion
0.25 - ——A1mes
——A 2 meses
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Figura 14. Espectros UV-Vis de nAu con relacién molar Qna/Au®* 10/1.

Para la relacién molar 20/1, la banda de plasmones de superficie se presenta en la
Figura 15. La posicion de la banda a 536,0 nm y su absorbancia indican la presencia
de nanoparticulas de oro en solucién, pero el hombro a 600 nm indica agregados de
nanoparticulas tal como se ha reportado en estudios llevados a cabo por Garcia, Eller y
colaboradores [56, 58]. Por lo tanto, la cantidad reducida de quitosana produjo la
formacion de nanoparticulas de oro polidispersas. Luego de 1 mes a temperatura
ambiente, la solucién se torné casi incolora, lo que se verificd con la disminucién de la
absorbancia y la formacion de un precipitado morado que indicé la formacién de
agregados por inestabilidad de las nanoparticulas (Anexo 2). En la Figura 16, se
observan las bandas de absorcién que corresponden a la solucién de nanoparticulas
de oro almacenada a 2°C después de 1 mes y 2 meses. La disminucién de las
absorbancias fue menor con respecto al almacenamiento a temperatura ambiente lo

gue mostré que las nAu son mas estables a 2°C.
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Figura 15. Espectros UV-Vis de nAu con relaciéon molar Qna/Au®* 20/1 (T.amb.).
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Figura 16. Espectros UV-Vis de nAu con relacion molar 20/1 (2°C).

La banda de plasmones de superficie al término de la reaccion para la relacion molar
50/1 se muestra en la Figura 17. La banda ahora aparece a 524,1 nm y no posee
hombro, lo que indica menor dispersion [56, 58]. Asimismo, el desplazamiento a menor
longitud de onda sefiala nAu de menor tamafio comparado con las sintesis anteriores
[19]. Sin embargo, luego de 1 mes a temperatura ambiente, las nanoparticulas se
agregaron y se observo la aparicion de un soélido, ademas, la banda de absorcién se
desplazé a mayor longitud de onda y muestra un hombro. A pesar de ello, no se
observo gran precipitaciéon ni disminucién en la absorbancia después de 2 meses. En la
Figura 18, se muestran las bandas de absorcién de la solucién de nAu que permanecio
a 2°C. En este caso se form6é muy poco solido en la soluciéon a los 2 meses y se
observd un ligero corrimiento hacia mayor longitud de onda asi como un

ensanchamiento de banda. Por lo tanto, las nAu a 2°C poseen mas estabilidad.
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Figura 17. Espectros UV-Vis de nAu con relacion molar Qna/Au®* 50/1 (T.amb.)
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Figura 18. Espectros UV-Vis de nAu con relacién molar 50/1 (2°C).

En la Figura 19 se muestra el espectro al finalizar la reaccion para la sintesis con
relaciébn molar 85/1. A diferencia de las bandas de absorcién para relaciones molares
inferiores, la banda a 522,6 nm es mas simétrica y angosta lo cual indica la presencia
de nAu esféricas con menor dispersion de tamafios. Al almacenar la solucién a
temperatura ambiente, no se observd ningun solido después de 2 meses pero se
observd un incremento en la absorbancia. La concentracion de nAu se elevo,
probablemente, al evaporarse un poco el solvente o porque al término de la reaccién
guedaron iones de Au*" que con el tiempo se redujeron. Por otro lado, el
desplazamiento de la banda hacia mayor longitud de onda y el ensanchamiento fueron
menores comparados con la sintesis 50/1 lo que muestra que estas nAu son estables.

Luego de 2 meses a 2°C se observé que las tres bandas de absorcion coincidieron en
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longitud de onda y ancho de banda (Figura 20) lo cual indica la estabilidad de las

nanoparticulas a 2°C.
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Figura 19. Espectros UV-Vis de nAu con relaciéon molar Qna/Au®* 85/1 (T.amb.).
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Figura 20. Espectros UV-Vis de nAu con relacién molar 85/1 (2°C).

Como se observan en las Tablas 4 y 5, el aumento de la relacion molar desde 85/1
hasta 367/1 mantiene la posicion de la banda de plasmones de superficie alrededor de
522 nm al concluir la sintesis. Esto significa que los tamafios de las nAu son similares
pero no necesariamente las distribuciones de tamafio. En la Figura 21 se muestran las
bandas de absorcién simétricas para las sintesis con Qna/Au®* 85/1, 150/1 y 367/1. Los
espectros UV-Vis de estas relaciones molares se normalizaron a 400 nm para
comparar el ancho de banda. En la Figura 22 se observa que conforme se incrementa
la relacion molar, disminuye el ancho de banda, asi como la absorbancia en la region
de 600-700 nm. Por ello, la dispersion del tamafio de particula es menor porque al
elevar las moles de unidades repetitivas de quitosana se controla el tamafio de

particula y se favorece la monodispersidad.
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Figura 21. Espectros UV-Vis de nAu con diferentes relaciones molares Qna/Au®".
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Figura 22. Espectros UV-Vis normalizados de nAu a diferentes relaciones molares.

Para relaciones molares desde 95/1 hasta 367/1, las soluciones de nAu-Qna
almacenadas a temperatura ambiente y a 2°C mostraron ser estables pues no
presentaron sélidos en suspension luego de 2 meses. En el caso de las soluciones de
nanoparticulas que permanecieron a temperatura ambiente se observo un incremento
en la absorbancia de manera similar a la sintesis con Qna/Au®* 85/1 y el
desplazamiento de la banda de absorcion a mayor longitud de onda fue minimo.
Ademas, para el caso de las soluciones de nAu con relacién molar Qna/Au®" 50/1 y
367/1 almacenadas a temperatura ambiente se continué con el estudio de estabilidad
hasta los 6 meses. A los 6 meses se observo que la solucion con relacién molar 50/1
se torné azul, tenia precipitado y la banda de plasmones de superficie se desplaz6 de
524,7 nm hasta 600-700 nm y presentaba muy baja absorbancia. En el caso de la

solucion con relacion molar 367/1, a los 6 meses la solucion seguia con la tonalidad
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roja, no se observé precipitado y la banda de plasmones se desplaz6 de 522,6 a 524

nm conservando su simetria.

Segun lo mencionado anteriormente, el aumento del nimero de moles de unidades de
quitosana controla el tamafio de las nAu. La relacion entre la posicion de la banda de
absorcion y el tamafio es directa, es decir, a menor longitud de onda las nAu tienen
menor tamafio. Asimismo, el aumento de la relacion molar Qna/Au®* contribuye a la
estabilidad de la superficie de las nAu. De esta manera, las nAu que poseen relacion
molar desde 10/1 hasta 50/1 no son estables y precipitan con el tiempo. En el caso de
las soluciones con relaciones molares desde 65/1 hasta 367/1, las nAu presentan
mayor estabilidad a 2°C con respecto al almacenamiento a temperatura ambiente, lo
cual se deberia a una reduccion de la cinética de agregacion de las nAu.

3.2.2 Efecto del tiempo de reaccion

Para todas las relaciones molares Qna/Au®*, se observé que a los 20 minutos de
reaccion aparecio la banda de plasmones de superficie y que la absorbancia aument6
conforme progreso la reacciéon. En la Figura 23 se muestran las bandas a diferentes
tiempos de reaccion para las soluciones de nAu-Qna con relacion molar 50/1. El
incremento de la absorbancia con el tiempo de reaccion indica un aumento de la
concentracion de nAu en solucién. En los primeros 20 minutos de reaccion, la solucién
adquiere una ligera tonalidad violeta (Figura 24) y la banda de absorcién que se
encuentra a 528,9 nm muestra una absorbancia de 0,24. A los 40 minutos de reaccion,
la solucion se torna roja (Figura 24) la banda se desplaza hacia menor longitud de
onda (522,9 nm) y aumenta la absorbancia. Este cambio en la longitud de onda se
correlaciona con una disminucion del tamafio de las nAu, que se podria explicar por la
formacion de aglomerados durante la etapa de crecimiento inicial que luego se
desintegran con el avance de la sintesis segun lo han reportado Nagarajan [5], y
Huang y colaboradores [39]. Al continuar la reaccién hasta 120 minutos, la solucion
cambia a violeta (Figura 24) y la banda de absorcion muestra un ligero desplazamiento
a mayor longitud de onda (525,8 nm) lo que indica un aumento de tamafo de las
particulas mientras que la absorbancia se mantiene sin mayor variacion. Sin embargo,
a los 120 minutos de reaccion, el ancho de banda aumenta, lo que corresponde a nAu
mas polidispersas lo cual ocurriria porque la superficie de la nanoparticula posee una

baja estabilidad.
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Figura 23. Espectros UV-Vis de nAu con relacién molar 50/1 a

distintos tiempos de reaccion.

Figura 24. Soluciones de nAu-Qna con relacion molar 50/1
sintetizadas a distintos tiempos de reaccién a 75°C.

En el caso de las soluciones de nAu-Qna con relacion molar 100/1, el tiempo de
reaccion se extendid hasta 8 horas pues no se observé formaciéon de sélidos. En la
Figura 25 se observa que la tendencia de desplazamiento de la banda de plasmones
de superficie es similar a la sintesis con Qna/Au®* 50/1. Después de 20 minutos de
reaccion, aquellas nanoparticulas de oro que forman aglomerados empezaron a
desintegrarse y la solucién inicialmente rosada se torné roja lo que corresponde a una
disminucién de la longitud de onda (Figura 26). A partir de los 40 minutos de reaccion,
las nanoparticulas crecieron hasta alcanzar un tamafio estable (igual longitud de onda).
Segun investigaciones realizadas por Pierre [41], esto se debe a que durante la etapa
de crecimiento los iones Au** continlan siendo reducidos pero la concentracion de
atomos de oro no alcanza el nivel critico para una segunda nucleacion, por ello, se
observa una unica banda de absorcion. Conforme transcurrié el tiempo de reaccion, la

banda de absorcién mostro un ligero ensanchamiento y aumenté la absorbancia. Como
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las absorbancias a 6 y 8 horas de reaccién coinciden, se puede asumir que la maxima
concentracion de nAu se alcanz6 a las 6 horas de reaccion. A ese tiempo de reaccion,
la tonalidad de la solucion fue rosada y la simetria de la banda de plasmones de

superficie indicé que las nanoparticulas permanecieron estables.

0.7
0.6 - —— 20 min
05 - —40 min
< ——1h
Q _
= 0.4 __oh
o)
5 0.3 - ——4h
3
< 02 - 6h
——8h
0.1 -
O T T T - —
300 400 500 600 700 800 900

nm

Figura 25. Espectros UV-Vis de nAu con relacién molar 100/1 a

distintos tiempos de reaccion.

20 min 40 min ]

Figura 26. Soluciones de nAu-Qna con relacion molar 100/1

sintetizadas a diferentes tiempos de reaccion a 75°C.

La Figura 27 muestra las bandas de plasmones de superficie para las soluciones de
nAu-Qna con relacion molar 300/1. A los 10 minutos de reaccion, la solucién continu6
incolora (Figura 28) lo que indic6 que todavia no se formaron las nAu, por ello, no se
detect6 absorcion. A partir de los 20 minutos de reaccion, se detectd la banda de
absorciéon y esta empezé a desplazarse ligeramente hacia mayores longitudes de
onda. En este caso, es posible que la etapa de crecimiento de las nAu no involucroé la
disociacion de nanoparticulas aglomeradas ya que la cantidad de quitosana utilizada
podria haber evitado las interacciones por la completa estabilizacién estérica y

electrostatica. En cuanto a la concentracion maxima de nAu, ésta también se alcanz6 a
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las 6 horas de reaccion, similarmente a la sintesis con Qna/Au®" 100/1, aunque la
absorbancia fue mayor debido a una mayor cantidad de nanoparticulas de menor
tamafio. La conservacion de la simetria y del ancho de banda se deberia al crecimiento

mas controlado de las nanoparticulas de oro con quitosana.
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Figura 27. Espectros UV-Vis de nAu con relacion molar 300/1 a

diferentes tiempos de reaccion.

Figura 28. Soluciones de nAu-Qna con relacion molar 300/1

sintetizadas a distintos tiempos de reaccién a 75°C.

Segun lo mostrado (Figura 29), para las soluciones con relacién molar 50/1, 100/1 y
300/1, las nAu se formaron poco antes de los 20 minutos de reaccion. En cuanto a las
soluciones con relacion molar 50/1 y 100/1, es posible que al inicio de la sintesis se
formen agregados, los cuales se desintegran a los 40 minutos de reaccién. En cambio,
para la solucién con relaciébn molar 300/1 el crecimiento de las nAu fue progresivo
(ligero desplazamiento de la banda de absorcién) hasta lograr un tamafio estable.
Ademas, con el avance del tiempo de reaccion, la concentracion de nAu aumento y

alcanzo6 un valor maximo a las 6 horas de reaccion.
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Figura 29. Valores de longitud de onda en funcién al tiempo de reaccion.

3.2.3 Efecto de latemperatura

Se estudié el efecto de la temperatura en la formacién de las nAu-Qna a 50°C, 75°C y
100°C. En la Tabla 6 se presentan los valores de longitud de onda y absorbancia de la
banda de plasmones de superficie para dos sintesis con relaciones molares Qna/Au*
100/1 y 300/1 a distintos tiempos de reaccién y a 50°C. A esta temperatura se observo
una diferencia en la coloracion de las soluciones de nanoparticulas de oro con
quitosana al modificar la proporcion Qna/Au®". Al utilizar relacién molar 100/1 y
conforme transcurrié el tiempo de reaccion, el color de la solucién varié de una leve
tonalidad morada a violeta (Anexo 3), mientras que para la relacion molar 300/1 se
intensifico la tonalidad rosada de las soluciones de nAu (Anexo 4). Esta variacion en la
longitud de onda para Qna/Au®* 100/1 y 300/1 indica que el tamafio de particula es

menor en el caso de la sintesis con mayor relacién molar.

De esta forma, se observé una diferencia en el tamafio de particulas entre ambas
sintesis a 50°C en comparacion con las sintesis a 75°C cuyos valores de longitud de
onda (Tabla 7) mostraron un tamafio de particula similar a partir de una hora de
reaccion. Asimismo, las longitudes de onda de la banda de absorcién de nAu
presentaron una tendencia distinta para las sintesis a 50°C y a 75°C ya que a las dos
horas de reaccion se observé un maximo de longitud de onda cuyo valor disminuy6 con
el avance de la reaccion. Por lo tanto, la formacion inicial de aglomerados de nAu-Qna
tardd mas tiempo a 50°C y que luego se desintegraron hasta alcanzar un tamafio

estable pero mayor al tamafio alcanzado a 75°C.
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Tabla 6. Valores de banda de plasmones de superficie de nAu para dos relaciones

molares en funcion del tiempo a 50°C.

Qna/Au?* 100/1 300/1
Tlemp(()hlél)(raar;accmn A (i) A Al A
1 534,9 0,01 528,0 0,05
2 540,5 0,11 531,2 0,22
4 537,5 0,40 528,8 0,64
6 534,8 0,62 527,8 0,75
8 531,7 0,73 527,9 0,74
10 531,7 0,72 527,9 0,76

Tabla 7. Valores de banda de plasmones de superficie de nAu para tres relaciones

molares en funcion del tiempo a 75°C.

Qna/Au’ 50/1 100/1 300/1
Tiempo de |\ ) A A (nm) A A (nm) A
reaccion
20 min 5289 | 024 | 5249 | 046 | 5191 | 0,58
1 hora 5232 | 060 | 5219 | 062 | 5220 | 0,65
6 horas Se detuvoa 2 h 525,3 0,66 524,1 0,72

En la Tabla 8 se muestran los valores de banda de plasmones de superficie para nAu
sintetizadas a 100°C para las mismas relaciones molares que las sintesis a 75°C. El
incremento de la temperatura produjo soluciones rojas a los 20 minutos de reaccién
independientemente de la relacion molar utilizada, sin embargo, en todos los casos se
observo la formacién de un soélido rojo con forma alargada que se adhirio al balon de
reaccion (Anexo 5). Este sélido rojo, que se encontr6 alrededor de la superficie de la
solucién, podria ser la quitosana con nAu que se concentra debido a la evaporacion de
la solucion durante el reflujo. Al extender el tiempo de reaccion hasta una hora,
también se formd el sdélido. Cuando se emplearon relaciones molares altas de
Qna/Au®*, las soluciones adquirieron color rojo y los valores de longitud de onda no
variaron significativamente. En el caso de la relacion molar 50/1, se obtuvo una
solucion rosada con un sélido del mismo color adherido al agitador magnético y la

banda de absorcion se encontr6 a mayor longitud de onda.
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Tabla 8. Valores de banda de plasmones de superficie de nAu para tres

relaciones molares en funcion del tiempo a 100°C.

Qna/Au®* 50/1 100/1 300/1
Tlempt_),de A (nm) A A (nm) A A (nm) A
reaccion
20 min 520,2 0,62 520,2 0,62 520,2 0,66
1 hora 524,1 0,46 521,2 0,65 522,4 0,67

El incremento de la temperatura a 100°C aumenta la velocidad de reaccién, por ello,
permite obtener nAu en menos tiempo. En las Figuras 30 y 31 se observan las bandas
de plasmones de superficie a 75°C y 100°C para soluciones de nanoparticulas con
relacion molar 50/1 al finalizar la sintesis a 20 minutos y 1 hora de reaccion,
respectivamente. A los 20 minutos de reaccion a 100°C, la banda de absorcion se
encuentra a menor longitud de onda que la banda a 75°C lo que indica que se obtienen
nAu de menor tamafio. Como la velocidad de reaccién a 100°C es mayor, también
aumentan las velocidades de nucleacion y de crecimiento para formar mayor cantidad
de nanoparticulas lo que genera una mayor concentracioén. Para una hora de reaccion,
las longitudes de onda son parecidas tanto a 75°C como a 100°C lo que sefiala que las
nAu poseen un tamafio similar. Sin embargo, la absorbancia a 100°C es menor lo que
indica una menor concentracion de nAu, que podria deberse a que la relacién molar
50/1 no logra evitar la agregacion de las particulas con el avance de la reaccion

(aparicién de sélido).
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Figura 30. Espectros UV-Vis de nAu con relacion molar 50/1 a 20

minutos de reaccién para 75°C y 100°C.

51

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP gz_:_\aELl}".;:I‘I\DAD

DEL PERU

0.7

0.6 1 ——50/1,1ha75°C

0.5 1 ——50/1, 1 h a 100°C

0.4 -
0.3 -

Absorbancia

0.2 -
0.1 -

0 T T T T
300 400 500 600 700 800 900
nm

Figura 31. Espectros UV-Vis de nAu con relacién molar 50/1 a 1

hora de reaccion para 75°C y 100°C.

Las bandas de plasmones de superficie para soluciones de nanoparticulas de oro con
relacién molar 100/1 luego de 20 minutos de reaccién, a 75°C y 100°C, se muestran en
la Figura 32. Para este tiempo de reaccién, el aumento de temperatura produjo el
desplazamiento a menor longitud de onda y la disminucion del tamafio de particula
porque la nucleacion, al ser mas répida, gener6 mayor cantidad de nucleos. En la
Figura 33 se observan las bandas de absorcion para las soluciones de nAu con
relacion molar 100/1 después de una hora de reaccion, a 50°C, 75°C y 100°C. La baja
absorbancia o concentracion de nAu a 50°C confirmé que a esta temperatura la
velocidad de reaccion es muy lenta. En cambio, las bandas de absorcion de las
soluciones de nAu sintetizadas a 75°C y 100°C mostraron similitud en su longitud de
onda, lo cual indicé que el tamafio de particula es semejante. La absorbancia es
ligeramente mayor a 100°C, posiblemente, por la evaporacion de parte de la solucion
durante el reflujo. En la Figura 34 se presentan los espectros UV-Vis normalizados a
400 nm de las soluciones de nAu obtenidas a 75°C y 100°C. La diferencia en los
espectros al realizar la normalizacién est4 en que para 100°C el ancho de banda es
ligeramente menor asi como la absorbancia a partir de 600 nm, por ello, estas

nanoparticulas de oro tienen una distribucion més estrecha de tamafio de particula.
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Figura 32. Espectros UV-Vis de nAu con relacién molar 100/1 a 20
minutos de reaccion para 75°C y 100°C.
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Figura 33. Espectros UV-Vis de nAu con relacion molar 100/1 a 1
hora de reaccion para 50°C, 75°C y 100°C.
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Figura 34. Espectros UV-Vis normalizados de nAu a 75°C y 100°C.
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En la Figura 35 se presentan las bandas de plasmones de superficie de soluciones de
nAu con relacion molar 300/1 al término de 20 minutos de reaccion a 75°C y 100°C.
Como las longitudes de onda de las bandas de absorcion son cercanas entre si, la
diferencia en tamafio de particula es minima pero la mayor absorbancia a 100°C
sefialé una diferente velocidad de reaccién. En la Figura 36 se observa que cuando se
efectud la sintesis a 50°C por una hora, la banda de absorcién presentdé muy baja
absorbancia a mayor longitud de onda (528,0 nm). Debido a que la velocidad de
crecimiento a 50°C es lenta con respecto a las otras temperaturas, se formaron pocas
nAu y de mayor tamafio. Para las sintesis a 75°C y 100°C, las longitudes de onda de
las bandas de plasmones de superficie a una hora de reaccion coincidieron con una
ligera diferencia en absorbancia. En la Figura 37 se muestran los espectros UV-Vis
normalizados para las soluciones de nanoparticulas sintetizadas a 75°C y 100°C. Para
ambas temperaturas, las nAu muestran igual distribucion de tamafio de particula y son

monodispersas.
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Figura 35. Espectros UV-Vis de nAu con relacion molar 300/1

a 20 minutos de reaccién para 75°C y 100°C.
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Figura 36. Espectros UV-Vis de nAu con relacién molar 300/1
a 1 hora de reaccion para 50°C, 75°C y 100°C.
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Figura 37. Espectros UV-Vis normalizados de nAu con relacién

molar 300/1 a 1 hora de reaccion para 75°C y 100°C.

De lo anterior se concluye que la velocidad de reaccion a 50°C fue lenta y que las
longitudes de onda obtenidas para relaciones molares 100/1 y 300/1 a 50°C
correspondieron a nAu de mayor tamafio con respecto a las otras temperaturas. En
este sentido, para las sintesis con relaciones molares 50/1, 100/1 y 300/1 luego de 20
minutos de reaccion a 100°C se observd una mayor absorbancia comparada con las
sintesis a 75°C debido a la diferencia en velocidad de reaccion. A pesar de ello, no
existe mucha diferencia entre las sintesis a 75°C y 100°C para alta relacion molar y
una hora de reaccion ya que las nAu con relacion molar 300/1 sintetizadas a 75°C y
100°C presentan tamafio semejante (20 minutos de reaccion). Similarmente, a una
hora de reaccion tanto las soluciones de nAu con relacion molar 100/1 como 300/1 a

75°C y 100°C tienen valores de concentracion de nAu y de tamafos similares.
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En la Figura 38 se presentan la banda de plasmones de superficie localizados para tres

relaciones molares Qna/Au®" segln el tiempo de reaccién y a tres temperaturas

diferentes. De esta figura se puede inferir que las condiciones de reaccion a 75°C y 1

hora de reaccién con Qna/Au®* 300/1 permiten obtener nAu mas pequeias y de

tamafio homogéneo.
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Figura 38. Efecto de relacién molar Qna/Au®* 50/1, 100/1, 300/1 en la formacién de

nAu segun tiempo de reaccion y temperatura.
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3.2.4 Efecto del pH

Cuando se realizaron las sintesis a pH 1 y 3,42, a los 20 minutos de reaccion se
observé una ligera coloracion rosada en ambas soluciones, pero luego de una hora de
reaccion las soluciones de nanoparticulas cambian a una tonalidad violeta y morada,
respectivamente, y muestran turbidez (Anexo 6). Para la sintesis a pH 4,46, la solucién
presentd una leve coloracion rojiza a los 15 minutos de reaccién que con el avance de
la reaccion se intensificd. Similarmente a la sintesis anterior, la solucion a pH 5 adquirié
un color rojo desde los 10 minutos de reaccién. Por lo tanto, al modificar el pH en la
region de 1 a 5 se produce una diferencia en la velocidad de reduccion de los iones
Au®*. Estos iones se encuentran como complejos [AuClg a pH menores a 6 y su
reactividad en el rango &cido podria estar influenciada por la presencia del biopolimero
catiénico [18]. Conforme se reduce el pH, la cantidad de grupos amino protonados en
la quitosana aumenta y genera mayor repulsion entre las cadenas por lo que éstas
tienden a estar extendidas y pueden atraer mas a los aniones [AuCls]" por fuerzas
electrostaticas. Dicha atraccion impide que los sitios de reduccion, ubicados en los
extremos de las cadenas poliméricas, interaccionen con los iones [AuCls]. Por ello,
disminuye la velocidad de la reaccion redox, asi como las velocidades de nucleaciéon y
crecimiento que influyen en el tamafio de las particulas [39]. Por otro lado, no se logré
sintetizar nanoparticulas de oro en solucion a pH 5,95 debido a la baja solubilidad de la

quitosana a estas condiciones.

En la Figura 39 se presentan las bandas de plasmones de superficie de las soluciones
de nAu con relacién molar 100/1 sintetizadas a 75°C entre pH 1y 5. A pH 1 la posicién
de la banda a 555,7 nm y la gran absorbancia en la regiéon de 700-900 nm indicaron la
presencia de nAu mayores a 50 nm y la formacion de agregados [19]. En cambio, a pH
3,42 las dos bandas de absorcién a 545,9 nm y 722,0 nm indicaron distribucion de
tamafio bimodal (dos tamafios de particula con geometrias esféricas y no esféricas) asi
como agregados [39]. Para estos valores de pH, la turbidez de las soluciones se debio
a la presencia de particulas grandes que dispersan la luz con gran intensidad. La
polidispersidad de las nAu a pH bajos podria deberse en parte porque al elevar la
concentracion de acido se incrementa la hidrélisis de las cadenas de quitosana, y este
acortamiento de cadenas disminuye la estabilidad estérica de la superficie de las nAu
[40]. Ademas a pH bajos se afecta la afinidad del nitrégeno (grupo amino) por oro pues

existen mas grupos con nitrégeno protonado que con pares de electrones libres. De
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esta manera, la polidispersidad a pH 1 y 3,42 puede explicarse cuando la velocidad de
crecimiento resulta mayor que la velocidad de nucleacion. Posiblemente, la forma del
espectro a pH 3,42 se debe a la mayor protonacién de grupos amino que redujo la
estabilidad estérica y a la presencia del buffer que contribuyé a la compresion de la
doble capa eléctrica lo que ocasiond la gran polidispersion. En el caso de la sintesis a
pH 1 que se realizé en medio acuoso acidificado con HCI 10% (3,26 M) también ocurrié
la hidrélisis de la quitosana y la protonacion de grupos amino pero no se observo gran
dispersién debido a la ausencia del buffer. Por otro lado, como se ve en la Figura 39,
cuando se llevo a cabo la sintesis a pH 4,46 y 5 se obtuvieron bandas de plasmones
de superficie a 521,9 y 521,0 nm, respectivamente, que indican menores tamafos de
particula. Asimismo, la simetria de ambas bandas indicé la formacion de nAu esféricas
estables pues en ambos casos la degradacién de las cadenas de quitosana es menor y
la presencia de especies ibnicas no afecta a la estabilizacion estérica. La diferencia de
tamafio de particula entre las nAu obtenidas a pH 4,46 y 5 es pequefia. En la Figura 40
se muestran los espectros UV/Vis normalizados a 400 nm de soluciones de nAu a pH
4,46 y 5. La banda de absorcién a pH 4,46 posee un mayor ancho de banda, lo que
indica que las nAu tienen distribucibn mas amplia de tamafio de particulas que las

sintetizadas a pH 5.
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Figura 39. Espectros UV-Vis de nAu con relacion molar 100/1 a distintos pH.
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Figura 40. Espectros UV-Vis normalizados de nAu a pH 4,46y 5.

A partir de la explicacion previa se concluye que la disminucion del pH desplaza la
banda de plasmones de superficie a mayor longitud de onda lo que sefiala incremento
del tamafio de particula. De esta manera, las soluciones de nAu a pH 1 y 3,42
muestran turbidez debido a la presencia de particulas grandes. Como la degradacion
es menor a pH 4,46 y 5, las nanoparticulas de oro obtenidas son mas estables, siendo
pH 5 la condicién con la cual se obtuvo un menor ancho de banda.

3.2.5 Efecto de la concentraciéon de Qna-Au®*

Se utilizé una solucion buffer NaOAc/HOAc 0,5 M/ 1,0 M para mantener el pH 4,46 de
la mezcla de reaccion ya que menores concentraciones no pueden mantener este pH
al afadir los 3,89 mL de solucion de HAuUCl;. En la Tabla 9 se muestran los valores de
longitud de onda y absorbancia de la banda de plasmones de superficie luego de 1
hora de reaccion para soluciones con nAu a cinco concentraciones manteniendo la
relacion molar constante (100/1). Al considerar a C como la concentracion de
referencia (5 mL de soluciéon de quitosana al 0,27% (w/v) y 161 pL de solucién de
HAuCl, 5,08 mM), se observo que las soluciones de nAu concentradas y diluidas
mostraron absorbancias mayores y menores, respectivamente, de manera proporcional
a la concentracién. Ademas, al comparar los valores de absorcién de dos reacciones

se observo que la sintesis es reproducible.
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Tabla 9. Valores de banda de plasmones de superficie al término de la

reaccion segun concentracion Qna-Au®* con relacién molar 100/1.

Reaccion 1 Reaccion 2
[Qna-Au®*] | [Au®*] mol/L
A (nm) A A (nm) A
5C 7,90 x 104 525,0 3,42 527,5 3,39
3C 4,74 x 10 524,1 1,98 524,2 2,06
C 1,58 x 10 521,2 0,62 522,0 0,64
Cl2 7,90 x 10° 521,0 0,28 522.,6 0,33
C/5 3,16 x 10° 521,9 0,13 521,3 0,12

En la Figura 41 se observan las coloraciones, que variaron desde ligeramente roja
hasta guinda, para concentraciones Qna-Au®** en el rango de C/5 a 5C y ninguna
solucién mostro precipitado alguno al concluir la reaccién. En la Figura 42 se presentan
las bandas de plasmones de superficie para cada concentracion Qna-Au®* con la
misma relacién molar Qna/Au®* 100/1. La posicién de la banda de absorcion para las
concentraciones mas diluidas (C/5, C/2 y C) se encuentra entre 521-522 nm, lo cual
indica un tamafio de particula similar. En cambio, el incremento de la concentracion a
3C y 5C, desplaza la banda de absorcién hacia mayores longitudes de onda (524-527
nm) lo que corresponde a nAu de mayor tamafio. Como la absorcion en la region de
600-700 nm sefala la presencia de particulas grandes, estas soluciones concentradas
de nAu dispersan la luz de un laser de 650 nm (Anexo 7). Luego de 6 horas de
reaccion, se observo la aparicion de un solido rojo en las soluciones de nanoparticulas
de concentracion 3C y 5C, lo que significa que, a pesar que la relacién molar Qna/Au*
sea constante en las sintesis, la elevada concentraciéon de ambos reactivos reduce las

fuerzas de repulsién entre nAu-Qna y causa su inestabilidad.

Figura 41. Soluciones de nAu-Qna con relacién molar 100/1 sintetizadas

a diferentes concentraciones Qna-Au®* a 75°C.
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Figura 42. Espectros UV-Vis de nAu con relacion molar 100/1 a

distintas concentraciones Qna-Au®*, 1 hora de reaccion.

En la Figura 43 se muestra una grafica que relaciona los valores de absorbancia de la
banda de plasmones de superficie de soluciones de nAu con los valores de
concentracion inicial de iones Au®* en las mezclas de reacciéon con relacién molar
100/1. Los valores graficados se ajustan a una recta cuya ecuacion permite determinar
la absorbancia de soluciones de nAu-Qna sintetizadas a 75°C por una hora para

concentraciones de Au®*" en el rango de 3,16 x 10°mol/L a 7,90 x 10 mol/L.

Variaciéon de A con la [Au®*] para relacion molar 100/1
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Figura 43. Valores de absorbancia de la banda de plasmones de

superficie en funcion de la [Au®].
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3.3 Caracterizacion de nanoparticulas de oro con quitosana
3.3.1 Caracterizacion por UV-Vis

Como se mencion6 en la Seccién 1.5.2.2, existe un método reportado por Haiss y
colaboradores para estimar el tamafio y la concentracion de nAu a partir del espectro
UV-Vis [52]. En la Tabla 10 se muestran los valores de didmetro de nAu para cuatro
relaciones molares Qna/Au®*. Didmetros entre 11 y 12 nm fueron calculados mediante
la ecuacion 1 de la Seccién 1.5.2.2 a partir de los valores de absorbancia de la banda
de plasmones de superficie y de absorbancia a 450 nm. Cuando la posicién de la
banda de plasmones de superficie de nAu coincide para nAu con diferentes agentes
estabilizadores no significa igual tamafio de particula debido a la influencia del indice
de refraccion del agente protector (Anexo 1) en la banda de absorcion. Por ejemplo, al
utilizar quitosana o citrato se pueden obtener nAu que presentan una banda a 525 nm
pero a partir de la estimacién del tamafio por espectroscopia UV-Vis se calcula que las

nAu-Qna tienen un didmetro de 12 nm y aquellas con citrato poseen 32 nm [52].

Tabla 10. Diametro de nAu a partir de espectros UV-Vis.

Qna/Au®* d (nm)
50/1 11,89
85/1 12,14
150/1 12,35

300/1 10,89

Por otro lado, en la Tabla 11 se presentan los valores de concentracion de nAu que
fueron determinados con los datos de absorbancia y absortividad molar a 450 nm
(ecuacion 3, Seccién 1.5.2.2). Se observa que la concentracion de nAu aumenta en el
rango de 3,5 a 5,0 nM conforme se incrementa la relacién molar Qna/Au®* debido a la
mayor cantidad de nAu de menor tamafo. Los valores calculados de tamafio y
concentracion de nAu son coherentes a pesar que las ecuaciones reportadas son

utilizadas para agentes estabilizadores de bajo peso molecular, como citrato trisodico.
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Tabla 11. Concentracion de nAu a partir de espectros UV-Vis.

Qna/Au® Ausso €m0 Mtcm? | [nAu] mol/L
50/1 0,38 1,09 x 108 3,51 x10°
85/1 0,39 1,09 x 108 3,567 x10°
150/1 0,40 1,09 x 108 3,68 x 10°
300/1 0,42 8,27 x 107 5,04 x 10°

3.3.2 Caracterizacion por TEM

En la Figura 44 se muestran las imagenes del TEM de nanoparticulas de oro con
relacion molar Qna/Au®* 50/1, 85/1, 150/1 y 300/1. Se observa en su mayoria nAu
esféricas y que no estan aglomeradas pero también se observan, en menor cantidad,
nanoparticulas de oro con otras geometrias como triangular, elipsoidal y rombica, y
cierta agregacion entre nanoparticulas. Estos agregados se pueden formar cuando se
evapora el solvente y no necesariamente porque las nanoparticulas sean inestables.

De esta manera, el crecimiento de las nAu puede ser considerado uniforme.

ety 100 NmM

Figura 44. Imagenes del TEM de nAu con relacién molar Qna/Au®*
a) 50/1, b) 85/1, c) 150/1 y d) 300/1.
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En la Figura 45 se presenta una seccion de imagen del TEM (ampliacion de a, Figura
44) en la cual es posible observar cristales de la sal NaOAc del buffer que se forman al
evaporarse el solvente y que al encontrarse aislados se diferencian de las nAu que
tienen quitosana alrededor de la superficie. Estos cristales poseen tonalidad gris clara,

menores dimensiones y se encuentran en menor cantidad que las nAu con quitosana.

@)

Figura 45. Imagen del TEM de nAu con sal NaOAc.

En las Figuras 46, 47, 48 y 49 se presentan los histogramas de distribucién de tamafio
de particula para cada muestra obtenidos a partir de las imagenes del TEM. Conforme
aumenta la relacion molar Qna/Au®*, disminuye el nimero de nAu con quitosana que
presentan didmetros entre 15 nm y 23 nm y se incrementa la cantidad de aquellas con
tamafio entre 6 nm y 10 nm. En general, los histogramas no son simétricos y presentan
una cola hacia tamafios grandes por lo que las distribuciones de tamafio se ajustan a
una distribucion logaritmica normal (curva roja). Investigaciones anteriores han
reportado este tipo de distribucion para el crecimiento de nanoparticulas por medio del
transporte, principalmente, por agitacion de los nucleos hacia las zonas de crecimiento.
Cuando la intensidad de la agitacion es fuerte, la distribucion de tamafio de particula
resultante se ajusta mejor a la distribucion logaritmica normal [57, 69]. Por otra parte,
en la Figura 22 de la Seccion 3.2.1 cuando se comparan los espectros UV-Vis
normalizados de Qna/Au®* 85/1 y 150/1, el menor ancho de banda para la relacion
molar 150/1 indica una menor distribucién de tamafio de particula y la disminucién de
la absorbancia en la regién de 600-700 nm sefala pequefia cantidad de particulas

grandes lo que coincide con los histogramas de las Figuras 47 y 48.
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Figura 46. Histograma de distribucion de tamafio de particula de

nAu con relacién molar 50/1 para N=200.
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Figura 47. Histograma de distribucion de tamafio de particula de
nAu con relacion molar 85/1 para N=200.
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Figura 48. Histograma de distribucién de tamafio de particula de

nAu con relacion molar 150/1 para N=200.
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Figura 49. Histograma de distribucion de tamafio de particula de

nAu con relacion molar 300/1 para N=200.

En la Tabla 12 se presentan los tamafios promedios de nAu asi como la desviacion
estandar para las diferentes relaciones molares Qna/Au®". Se observa que los valores
de tamafio promedio en nimero, en peso y en zeta son similares. El aumento de la
relacion molar Qna/Au®* de 50/1 a 85/1 aumenta la estabilizacién por lo que el tamafio
promedio de particula disminuye de 14,61 nm a 12,75 nm. Al emplear Qna/Au®" 150/1
las nAu son de 11,22 nm y para una relacién molar 300/1 el tamafio promedio es 10,31
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nm. En cuanto a la desviacion estdndar ésta resulta semejante para las cuatro
relaciones molares porque el rango de distribucion de tamafio de particula es igual.
Estos valores de desviacion estdndar son similares a los obtenidos en otras sintesis de
nAu-Qna reportadas. Bakar sintetizé a reflujo nAu con relaciéon molar Qna/Au®* 10:1 en
una mezcla de acido acético y metanol como solvente y obtuvo nAu con tamafio
promedio de 11,9 + 3,6 nm. También, realiz6 la sintesis en microondas con Qna/Au®*
10:1 en el mismo solvente a pH 5,5 y obtuvo nAu de 11,0 £ 2,0 nm [70, 71].

Tabla 12. Tamafos promedios de nAu segun relacion molar para N=200 (TEM).

Qna/Au* | X, (nm) | X, (nm) | X, (nm) s
50/1 14,61 15,05 15,53 2,59
85/1 12,75 13,28 13,82 2,60
150/1 11,22 11,82 12,41 2,57
300/1 10,31 11,06 11,82 2,85

Segln la Tabla 4 de la Seccién 3.2.1, para relaciones molares Qna/Au®* 85/1, 150/1 y
300/1, las bandas de plasmones de superficie se encuentran alrededor de 522 nm lo
cual indica un tamafio de particula similar, aunque el analisis por TEM sefala valores
de tamafio promedio de particula mas cercanos entre Qna/Au®* 150/1 y 300/1. A
diferencia de la determinacion del tamafio promedio de particula a partir del espectro
UV-Vis para el caso de nAu con citrato, no se ha reportado una ecuacion para el caso
de quitosana. Sin embargo, al utilizar la ecuacion 1 de la Seccion 1.5.2.2 se obtienen
diametros (d) de nAu entre 11 y 12 nm (Tabla 10, Seccion 3.3.1) similares a los

tamafios de particula determinados por TEM.

Con el tamafio promedio de particula obtenido por TEM es posible determinar el

namero de atomos en una nAu mediante el siguiente calculo:

3

4 cm 1 atomo de Au
—nr3nm3x10~21 ——x19,3 g
3 nm3 c

m3 ¥ 200x1,66x10-2%g

L)

La férmula 4 anterior utiliza el volumen de una nanoparticula esférica con radio de
particula (r), la densidad del oro y la relaciébn de masa por atomo de oro [9]. Por otro
lado, el numero de atomos de oro (férmula 5) también se puede calcular a partir de la
concentracion inicial de Au®** (1,58 x 10* mol/L) y la concentracién de nAu en mol/L
(Tabla 11, Seccion 3.3.1) obtenida del espectro UV-Vis. Esta formula asume que todos

los iones Au®* son reducidos por completo a &tomos de oro [72].
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N° total de &tomos de Au

N°at Au = .. (5
atomos en una nAu N° de A (5)

En la Tabla 13 se muestra el nUmero de atomos de oro por nanoparticula obtenido con
las férmulas 4 y 5 calculados para las cuatro relaciones molares Qna/Au®*. En ambos
casos, se observa que el nimero de &tomos de oro en una nanoparticula disminuye
conforme se reduce el tamafio de particula. Ademas, existe similitud en el calculo del
namero de atomos de oro a partir de la informacion de TEM y UV-Vis para relaciones
molares 150/1 y 300/1.

Tabla 13. Numero de atomos de Au por nAu a partir de TEM y espectros UV-Vis.

n u atomos de Au atomos de Au -VIS
Qna/Aud* | N° & de Au (TEM) | N° & de Au (UV-Vis)
50/1 94 728 45 040
85/1 63 833 44 307
150/1 42 763 42 946
300/1 34 239 31 368

De acuerdo a lo observado, al utilizar quitosana como agente reductor y estabilizador
se obtienen nanoparticulas de oro monodispersas, en su mayoria esféricas y depende
de la cantidad de moles de unidades repetitivas del biopolimero. Sin embargo, es
posible obtener nAu con quitosana de otras geometrias como triangulares y
hexagonales en presencia de sustancias como tripolifosfato o glutaraldehido [39, 67].
Segun otros estudios, cuando se realiza la sintesis con D-glucosa y almidén, las nAu
son hexagonales y al emplear glucosamina en medio acuoso con una relacion

[Glucosamina)/[HAuUCI,] de 1/60, las nAu resultantes tienen forma de estrellas [73, 74].

3.3.3 Caracterizacion por ELS

La técnica de dispersion de luz electroforética mide la movilidad electroforética de las
particulas en solucién para determinar el potencial zeta y la carga de la superficie de
las nanoparticulas. El potencial zeta es el potencial eléctrico en el limite de la doble
capa eléctrica alrededor de una particula. Cuando el valor absoluto es mayor a 30 mV
la superficie posee alta estabilidad y un valor absoluto menor a 5 mV sefala
agregacion [47, 75]. En la Tabla 14 se presentan los valores de potencial zeta de
soluciones de nAu con quitosana con relacién molar Qna/Au* 50/1, 85/1, 150/1, 300/1

sin dilucién y con dilucion en agua ultrapura. La carga de la superficie de las nAu es
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positiva debido al caracter cationico de la quitosana. En el caso de la solucién con
relacion molar 85/1 sin dilucién, el valor de potencial zeta fue bajo, posiblemente,
debido a la presencia de aniones (buffer) adsorbidos en la superficie de la
nanoparticula que disminuyen la carga positiva. A pesar de ello, el valor de 23 mV para
esta solucién indica cierta estabilidad. Por otro lado, el incremento del potencial zeta al
realizar diluciones se debe a un reordenamiento de cargas alrededor de la superficie
de la nanoparticula que se pueden relacionar con cambios de conformacion del
polimero. (Aunque para la solucion con relacibn molar 50/1 con diluciéon 1:100, el
potencial zeta disminuye ligeramente). Investigaciones realizadas por Tantra y
colaboradores han reportado que diluciones sucesivas de una solucién de nAu (20 nm)
de concentraciéon 0,01% (w/w) hasta 1,96 x 10* % (w/w) no modifica el valor de
potencial zeta inicial que permanece alrededor de -43mV. Sin embargo, al continuar
con las diluciones hasta obtener concentraciones de nAu de 4,98 x 10°% y 8,33 x 10°
% (w/w) el potencial zeta disminuye de -30 mV a -25 mV [76]. Otro estudio llevado a
cabo por Prow sobre el potencial zeta de nanoparticulas de silica (40-50 nm) sefiala un
incremento del valor de potencial zeta desde -54 mV a -62 mV al diluir la solucion de
nanoparticulas en agua desionizada en proporcion 1:10 [75].

Tabla 14. Valores de potencial zeta de soluciones de nAu-Qna.

Qna/Au® Dilucion Potencial Zeta (mV)

Sin dilucién 30,8
50/1 1:10 34,3
1:100 27,3
85/1 Sin dilucion 22,6
1:100 43,0
Sin dilucién 28,2

150/1
1:100 33,2
Sin dilucién 32,2
300/1 1:10 42,3
1:100 42,7

Asi, segun lo observado, todas las soluciones de nAu-Qna poseen carga positiva en la
superficie y valores de potencial zeta que indican estabilidad. Ademas, es posible que
al diluir las soluciones de nAu se favorezca la separacion de cargas en la capa difusa

por lo que su espesor se incrementa ligeramente y contribuya a la estabilidad.
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3.3.4 Caracterizacion por AFM

La microscopia de fuerza atdbmica proporciona imagenes topogréficas que pueden ser
visualizadas en tres dimensiones por lo cual la técnica brinda informacion sobre el
tamafio de particula, morfologia, textura y rugosidad de la superficie analizada. Para la
determinacion de la altura y el diametro de la particula se realizan cortes transversales,
diagonales o verticales sobre la particula en la imagen topografica con lo cual se
obtiene un perfil de dos dimensiones. La resolucién en el eje vertical (eje Z) esta
limitada por el entorno vibracional del instrumento y la resolucién en el eje horizontal se
encuentra limitada por el didmetro de la sonda (menor a 8 nm) que escanea la
superficie [51]. En la Figura 50 se presentan las imagenes del AFM de un area de 1 um
x 1 um, el perfil y la imagen en 3D del soporte limpio de mica. La imagen topografica
corrobora la superficie lisa de la mica y el perfil indica una altura menor a 4 nm por lo

que es posible observar las nAu-Qna.

Topography - Scan forward

B &

I

0.5 0.6 0.7
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Line fit 11.3nm

E

Topography rande

Oprn
|
|
]
|

Opm X‘a

Figura 50. a) Imagen del AFM de soporte limpio de mica, b) perfil y c) 3D.

En la Figura 51 se observa la imagen del AFM del &rea de 1 um x 1 um, dos perfiles y
la imagen en 3D de un recubrimiento de quitosana a partir de una solucion 0,23% (w/v)
en buffer NaOAc/HOACc sobre el soporte de mica. En las imagenes topografica y 3D se

observa que la superficie de quitosana es amorfa y posee regiones con aglomeracion
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por lo cual no es del todo uniforme. El perfil 1 en b) que corresponde al corte superior

en a) sefala alturas de 40 nm y 70 nm para los aglomerados de quitosana. En cambio,
el perfil 2 en b) obtenido del corte inferior en a) indica alturas entre 10 y 20 nm para la

region con menos quitosana.

Topography - Scan forward
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Figura 51. a) Imagen del AFM de un recubrimiento de quitosana sobre mica,
b) perfil y c) 3D.

Debido a la interaccion electrostatica entre las nAu-Qna 'y el soporte de mica (superficie
alcalina) no fue necesario activar previamente la mica para lograr la adhesioén entre
muestra y soporte como se reporta en la literatura [47, 51, 77]. La region de andlisis
para la muestra de nAu-Qna fue en el borde de la pelicula de quitosana sobre la mica,
que es donde se concentran las nAu-Qna al evaporarse el solvente, pues al realizar
mediciones al interior no se observaron nanoparticulas. En la Figura 52 se presentan
las imagenes del AFM de areas de 5 um x 5 um y de 1 pym x 1 pm, los perfiles y la
imagen en 3D de nAu-Qna sobre mica con relacion molar Qna/Au®* 85/1 diluidas con
agua ultrapura. Esta dilucion permiti6 observar mejor la distribucion de las
nanoparticulas después de comparar con imagenes del AFM de una muestra de nAu-
Qna sin dilucién y con una muestra més diluida (1:100). De esta manera, la imagen a)

de area de 5 um x 5 pm muestra nAu-Qna esféricas y dispersas aunque la presencia
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de quitosana en exceso o de buffer favorece interacciones entre las nanoparticulas
como se observa en la imagen b) de area de 1 um x 1 um. En la Tabla 15 se presentan
las dimensiones para tres nAu-Qna determinadas a partir de los perfiles de la imagen
¢). La longitud (eje X) de 60 nm y 100 nm se deberian a quitosana alrededor de las nAu
(imagen d)) que tienen una altura de 13 nm. Este valor de 13 nm es comparable con el
diametro de particula de 12,75 nm obtenido a partir de las imagenes del TEM (Seccién
3.3.2).

Topography - Scan forward Topography - Scan forward

Line fit 15.2nm
Line fit 15.2nm

3 — profilg 1

— Profile 2

¥ [rm]

1.271 pm
1.200 pm

Figura 52. a) y b) Imagenes del AFM de nAu-Qna sobre mica con relacion
molar Qna/Au3* 85/1, c) perfil y d) 3D (dilucién 1:10).

Tabla 15. Dimensiones de nAu-Qna con Qna/Au®* 85/1 a partir de AFM.

Perfil Longitud (nm) Altura (nm)
1 62,7 12,61
1 59,0 12,63
2 100,0 12,77
72

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA
UNIVERSIDAD

CATOLICA
DEL PERU

TESIS PUCP

En la Figura 53 se observan las imagenes del AFM de &reas de 5 um x5 umy de 1 um
x 1 um, los perfiles y la imagen en 3D de la muestra anterior de nAu-Qna que fue
lavada con agua ultrapura. Las imagenes topogréficas a) y b) muestran nAu-Qna
esféricas con menos interacciones entre nanoparticulas por la remocion del buffer y
parte del exceso de quitosana ya que los valores de longitud de particula (Tabla 16)
son menores y los perfiles estdn mas definidos. En el caso de la altura los valores son
similares a los de la Tabla 15. El lavado permitié obtener una superficie mas uniforme

como se observa en la imagen d).
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Figura 53. a) y b) Imagenes del AFM de muestra de nAu-Qna (lavada) sobre
mica con relacién molar Qna/Au®* 85/1, c) perfil y d) 3D (dilucién 1:10).

Tabla 16. Dimensiones de nAu-Qna (lavada) con Qna/Au®* 85/1 a partir de AFM.
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Perfil Longitud (nm) Altura (nm)
1 49,8 12,20
2 54,9 11,94
3 41,9 11,26
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De lo anterior se concluye que la quitosana sobre mica es amorfa y que la superficie es
poco uniforme mientras que las nAu-Qna se encuentran dispersas en la matriz
polimérica. El efecto del lavado de la muestra de nAu-Qna reduce la cantidad de sales
del buffer y parte del exceso de quitosana por lo que se observa una superficie mas
uniforme. En ambas muestras de nAu-Qna con relacién molar 85/1, la altura obtenida
por AFM coincide con el didmetro de particula obtenido por TEM aunque la longitud
(eje X) entre 40 y 100 nm se deba, posiblemente, a la gran cantidad de quitosana

adsorbida en las nAu.

3.3.5 Caracterizacion por IRy 'H-RMN

Al dializar las soluciones de nAu con quitosana no solo se retir6 el NaOAc sino también
los iones cloruro presentes en el reactivo de partida. En el transcurso de la didlisis se
observé un cambio en la coloracion de las soluciones de nanoparticulas. Asi, las
soluciones con relaciéon molar 95/1 y 300/1 que inicialmente tenian tonalidad roja
adquirieron coloraciones morada y rosada, respectivamente. Una explicacién a estos
cambios de color estd en que los iones cloruro interaccionan electrostaticamente con
las cargas positivas (grupos NHs") de las cadenas de quitosana formando un par i6nico
(-NHs*CI), el cual estabiliza la superficie de la nanoparticula. Estudios anteriores
llevados a cabo por Ding y colaboradores reportaron este tipo de estabilizaciéon con
N,N,N-trimetil quitosana y explicaron que los iones CI' se adsorben en la superficie de
las nAu e interaccionan con los grupos —N(CHs)s* del polimero [78]. De esta manera,
conforme se retiran los iones cloruro de la solucidon se observa cambios de coloracion
porque se incrementa el tamafio de particula por agregacién. En el caso de la solucién
morada con relacién molar 95/1, se observé un poco de sélido morado lo cual sefiala

ligera agregacion de las nAu.

En la Figura 54 se observan los espectros IR entre 400-4000 cm™ de la quitosana y de
nAu-Qna en pastilla de KBr. La diferencia entre ambos espectros se encuentra en la
region de 1700-1500 cm™. Para la quitosana el pico menos intenso a 1632 cm
corresponde a la frecuencia de estiramiento del enlace C=0 de la amida y el pico
intenso a 1575 cm es de la frecuencia de flexién del enlace N-H de la amida (Anexo
8). Luego de la reaccion redox, el espectro IR de las nAu-Qna presenta ambos picos
con menor intensidad. La posicion del pico a 1632 cm™? se mantiene pero se observa
un pico adicional a 1600 cm™ para la frecuencia de estiramiento del enlace C=0 [79].

Ademas, el pico que corresponde a la frecuencia de flexion del enlace N-H (amida) se
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ha desplazado de 1575 a 1560 cm™ y ha disminuido considerablemente su intensidad
hasta ser un hombro. Segun estudios previos reportados por Sun y colaboradores
sobre el mecanismo de reaccion, el espectro IR de D-glucosamina oxidada muestra
dos picos a 1740 y 1710 cm™ que son las frecuencias de estiramiento de grupos
COOH [40]. Ambos picos se obtuvieron mediante un tratamiento adicional de auto-
deconvolucién de Fourier en la regiéon de 1800-1600 cm™. Con esta informacion ellos
propusieron que el grupo aldehido terminal de la quitosana se oxida a &cido carboxilico
previa apertura del anillo. Sin embargo, en el espectro IR obtenido a partir de nuestra
muestra de nAu-Qna (95/1) liofilizada no es posible observar ninguno de los picos
mencionados tal vez por la relacion molar Qna/Au®*" que es cinco veces mayor a la
reportada [40]. De esta manera, no se puede corroborar que el mecanismo redox
implica la oxidacién del grupo aldehido a acido carboxilico. Por otro lado, Fan y
colaboradores han propuesto otro posible mecanismo de reaccion en el cual el grupo —
OH se oxida a C=0 ya que observaron aumento en intensidad del pico de C=0 [28].
Adicionalmente a la estabilizacion del par iénico -NH3*Cl, el desplazamiento de la
frecuencia de flexion del enlace N-H a un menor nimero de onda y la disminucion de la
intensidad del pico indican que el enlace se encuentra afectado por la presencia de
nAu. Por tal motivo, es probable que los grupos N-H tanto de la amida como de la
amina contribuyan a la estabilizacion de la superficie por medio de una interaccién
débil, no covalente. Este tipo de estabilizacion mediante los grupos N-H se ha
reportado para nanoparticulas de plata con quitosana a partir de espectros IR [13, 37].

—Qna 64
——nAu-Qna 59
54
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Figura 54. Espectros IR de quitosana y nAu-Qna en pastilla de KBr.

75

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP 32'1'-‘65,_'}2'}3“"

DEL PERU

En cuanto a la caracterizaciéon por *H-RMN, en las Figuras 55 y 56 se presentan los
espectros de las muestras liofilizadas de quitosana y nAu-Qna en D,O/DCI a 25°C
entre 1,5-5,5 ppm. Ademéds, en la Figura 57 se observan las asignaciones de los
protones en la unidad estructural repetitiva de la quitosana y en la Tabla 17 se
muestran los desplazamientos quimicos para los nucleos de proton de quitosana y
nAu-Qna. En ambos espectros se observa la sefial intensa del agua a 4,81 ppm que a
25°C oculta la sefial de Hi de GIuNAc porque es de baja intensidad [31]. Por otro lado,
a 2,04 y 2,07 ppm se observan las sefiales para los protones de metilo del 4cido
acético el cual se forma debido a la hidrdlisis en medio acido de los grupos N-acetilo.
Para la muestra de nAu-Qna analizada, la presencia de nAu tiene un efecto minimo
sobre la densidad electrénica de los protones de la quitosana, posiblemente, por la
relacion molar utilizada. Las sefales de los nucleos de H de la quitosana se desplazan
ligeramente a campo alto (menor ppm) lo cual indica un pequefio incremento de la
densidad electrénica alrededor de los protones de la quitosana. Adicionalmente, se
observa un ligero desdoblamiento de las sefales de los nucleos de Hz (GIUNAC) y HsHe
(GluN, GIuNAc) debido a la presencia del nacleo metélico. En estudios realizados por
Zhang y colaboradores la diferencia en desplazamientos quimicos entre ambos
espectros, asi como el desdoblamiento de las sefiales de los protones fue mas notoria.
Zhang y colaboradores reportaron que para las sefales de Hi de GIUNAc y H» de GIuN
los cambios en desplazamiento quimico son de 0,5 ppm y 0,4 ppm respectivamente.
En el caso de las sefiales de H, (GIUNAC) y Hs-Hg (GIUN, GIUNAC) el cambio es de 0,3
ppm. El desplazamiento a menor ppm de las sefiales de protdn de quitosana se debe a
la cercania del centro metalico [80].
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Figura 55. Espectro *H-RMN de quitosana liofilizada en D.O/DCI a 25°C.
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Figura 56. Espectro 'H-RMN de nAu-Qna liofilizada en D.O/DCl a 25°C.
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Figura 57. Asignacion de protones en estructura de la quitosana.
Unidades de GIUNAc y GluN.

Tabla 17. Desplazamientos quimicos d para nucleos de *H de quitosanay
nAu-Qna en D,O/DCl a 25°C.

Senial Quitosana (8, ppm) | nAu-Qna (5, ppm)
Hn-cocHs 1,99 1,91
CHsCOOH (AcOH) 2,07 2,04
H2 (GIuN) 3,17 3,10
Ha-He (GIUN, GIUNAC) 3,76 3,71-3,76
H. (GIUNAC) 3,92 3,82-3,88
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3.4 Sintesis de nanoparticulas de oro con otros agentes reductores vy
caracterizaciéon por espectroscopia UV-Vis
3.4.1 Sintesis y caracterizaciéon de nAu con mondémeros de quitosana

A diferencia de las soluciones de nAu-Qna, las soluciones de nAu con D-glucosamina,
N-acetil-D-glucosamina y las mezclas de ambos presentaron coloracién tenue y
formaron un precipitado. En el Anexo 9 se observa que la solucion de nAu-GluN tiene
una ligera tonalidad violeta asi como un sélido del mismo color. En cambio, la solucién
de nAu-GIluNAc posee una leve coloracion rosada y un sdlido de la misma tonalidad.
De esta manera, es evidente que si bien los mondémeros de quitosana actllan como
agentes reductores, no estabilizan las nAu. Esto ocurre porque el tamafio de los
mondmeros no permite la estabilizacion estérica la cual si se da con la quitosana. Por
otra parte, Unicamente, las sintesis con N-acetil-D-glucosamina necesitaron reaccionar
por 4 horas ya que la solucion permanecia incolora. En este caso la velocidad de
reacciéon fue lenta debido a que los iones [AuCls] no son atraidos por las moléculas

neutras de reductor en medio acido [39].

En la Figura 58 se muestran los espectros UV-Vis de las soluciones de nAu con los
mondémeros D-glucosamina, N-acetil-D-glucosamina y las mezclas de ambos al
finalizar la reaccion a 75°C. Todos los espectros muestran una banda de absorcién en
la regién UV alrededor de 275 nm que corresponde a la transicion electrénica n—1* del
grupo C=0 de los monomeros oxidados pero no se observa la banda de plasmones de
superficie caracteristica de nAu a 522 nm. Para el espectro de nAu-GIluN es posible
observar una banda alrededor de 555 nm de muy baja absorbancia que indica muy
poca concentracién de nAu grandes en solucién. Estas nAu solo poseen estabilizacion
por par iénico -NHs*Cl, sin embargo, la estabilizacién por carga no es suficiente para
vencer las fuerzas de atraccibn entre nAu. Para soluciones con relacion molar
mondémero/Au®" 85/1, se observa que conforme se reduce la concentraciéon de D-
glucosamina y se incrementa la concentracion de N-acetil-D-glucosamina disminuye la
absorbancia de la banda a 275 nm debido a la menor velocidad de reaccién. Por otro
lado, al elevar la relacion molar a 300/1, la intensidad de la banda de absorcion
aumenta por la mayor cantidad de moles de monémero. En la Figura 59 se observa
gue el incremento de absorbancia es apreciable para la solucion de nAu-GIluN

comparada con la solucion de nAu-GluNAc. Para ambas soluciones también se
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observo formacion de un solido aunque en este caso la precipitacion de nAu no

permitié observar la banda de plasmones de superficie.

0.25 -
——nAu-GluNalh
0.2 -
——nAu-GIuN (87%)-GIuNAc (13%) a1l h
o
S 0.15 ——nAu-GluNAca1lh
@
?, ——nAu-GluNAc a4 h
S 01 -
<
0.05 -
O T T T T T
240 340 440 540 640 740

nm
Figura 58. Espectros UV-Vis de nAu-mondmeros de quitosana con

relacion molar monémero/Au®* 85/1.
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Figura 59. Espectros UV-Vis de nAu-mondémeros de quitosana con

relacion molar mondmero/Au3* 300/1.

3.4.2 Sintesis y caracterizacién de nAu con D-glucosa

La solucién de nAu-D-glucosa presenta una ligera tonalidad rosada y un precipitado del
mismo color. Similarmente a la sintesis de nAu con los mondmeros de quitosana, la D-
glucosa actia como agente reductor pero no como estabilizador de las nAu. La

estabilizacion por carga no es posible porqgue ninguno de los grupos de la glucosa se
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protona en medio acido, tampoco existe estabilizacion estérica por el tamafio del
compuesto. En la Figura 60 se muestra el espectro UV-Vis de la solucion de nAu-D-
glucosa al concluir una hora de reaccion a 75°C. Se observa la banda de plasmones de
superficie a 564 nm que posee baja absorbancia debido a la poca concentracién de
nAu en solucién. La posicion de la banda de absorcién en la region visible indica que el
tamafio de estas nAu es mayor al de las nAu-GIuN (A = 555 nm). Por lo tanto, la
capacidad de estabilizacién de la D-glucosa, que tiene solo grupos OH, es menor que
la de la D-glucosamina-HCI, que posee grupos NH,. Por otra parte, la banda de
absorcion en la region UV a 271 nm corresponde a la transicion electronica n—1* del

grupo C=0 de la D-glucosa oxidada.

0.06

0.05

——nAu-D-glucosaa lh

0.04

0.03

Absorbancia

0.02

0.01

0 T T T T T

240 340 440 540 640 740
nm

Figura 60. Espectro UV-Vis de nAu-D-glucosa con relaciéon molar glucosa/Au®* 85/1.

3.4.3 Sintesis y caracterizacién de nAu con citrato trisédico

Investigaciones anteriores sobre la sintesis de nAu-citrato han reportado el efecto de la
relacion molar sobre el tamafio de las nAu. El incremento de la relacion molar hasta
3,5/1 disminuye el tamafio de particula pero para valores de citrato/Au®* mayores a
3,5/1 el tamafio de particula se incrementa en el rango de 14-30 nm [18]. Asimismo, se
han propuesto dos mecanismos diferentes de formacion de nAu que dependen del pH
(Seccion 1.4.1). En primer lugar, la sintesis de nAu con citrato trisédico se realizdé con
citrato/Au®* 3,5/1 en agua ultrapura a 100°C y se observé un precipitado marrén de Au
sobre el agitador magnético y en la pared del bal6n de reaccion, asi como turbidez en
la solucién. Esto se debe a que la adicién de la solucién HAuCl,s 5,08 mM en HCI 10%
disminuy6 el pH inicial de 6 a 1 en el cual el citrato se encuentra protonado (HsCt) y no

estabiliza electrostaticamente la superficie de nAu. De igual manera, en la sintesis con
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la misma relacién molar citrato/Au®* 3,5/1 en solucién NaOAc/HOAc (pH 4,46) a 100°C
también se observé un precipitado. En este caso, la presencia de cargas adicionales
favoreceria la agregacion de las nAu debido a la compresién de la doble capa eléctrica
0 porque la sal desestabiliza a las nAu mediante el desplazamiento de los iones citrato
(H2Ct) de su superficie ya que la interaccion es electrostatica. Por ello, para formar
nAu estables se retiré el HCI 10% mediante la evaporacion de la solucién de HAuUCI,.

En la sintesis de nAu con citrato trisédico, la adicién del agente reductor debe ser
rapida para favorecer la formacion de nanoparticulas monodispersas. Para la sintesis
con relacion molar citrato/Au®" 10/1, a los 3 minutos de reaccién se observé un color
negro y a los pocos segundos la solucién se torné rojo claro. La solucién de nAu
resultante dio un pH 6, tonalidad rojo intenso y un poco de solido negro que
corresponde a estructuras agregadas de oro (Seccién 1.4.1). En la Figura 61 se
muestra el espectro UV-Vis de la solucién de nAu-citrato luego de 25 minutos de
reacciéon a 100°C. La banda de plasmones de superficie se encuentra a 520 nm y
posee una absorbancia de 0,9347. La simetria de la banda indica la formacion de
nanoparticulas monodispersas cuya estabilidad se debe a los grupos COO" del citrato
(HCt*) que estabilizan electrostaticamente la superficie de las nAu. En este caso, es
posible determinar el tamafio y la concentracién de las nAu a partir del espectro UV-Vis
con los datos y las férmulas de la Seccion 1.5.2.2. Cuando se utilizan las ecuaciones 1
y 2, se obtienen tamafos de particula de 20,59 nm y 20,43 nm respectivamente. Por
otro lado, para calcular la concentracion de nAu se emplean los valores de Auso =
0,5367 y €450 = 5,41 x 108 Mlcm™ el cual corresponde a nAu de 20 nm de diametro
[52]. La concentracion de nAu resultante es 9,92 x 101° M (1 nM).

1
0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 1

0

——nAu-Citrato, 25 min a 100°C

Absorbancia

300 400 500 600 700 800 900
nm
Figura 61. Espectro UV-Vis de nAu con citrato/Au®* 10/1.
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En comparacién con las nAu con quitosana obtenidas a 100°C y a 20 minutos de
reaccion, las nAu con citrato se formaron en menos tiempo lo cual indica mayor

velocidad de reduccion en la sintesis con citrato respecto a la sintesis con quitosana.

En cuanto a la sintesis de nAu-Qna-citrato con relacién molar Qna/Au®" 100/1 y
citrato/Au®* 3,55/1, a los 13 minutos de reaccién la solucién mostré leve coloracion roja
y al finalizar la reaccién se torné6 mas oscura pero no se formé sélido. En la Figura 62
se presenta el espectro UV-Vis normalizado de la solucién de nAu-Qna-citrato luego de
una hora de reacciéon a 75°C. Ademas, se muestra el espectro UV-Vis normalizado de
la solucién de nAu-Qna con relacion molar 100/1 a las mismas condiciones de
reaccion. A diferencia del espectro UV-Vis normalizado de nAu-Qna (522 nm, 0,62), la
banda de plasmones de superficie de nAu-Qna-citrato se encuentra ligeramente
desplazada a 520 nm y tiene menor absorbancia (0,54). Una posible explicacién es que
la presencia de mayores sitios de reduccién acelera la formacién de nAu, por ello, se
observa que la absorbancia se incrementa a partir de 600 nm lo cual indica la
presencia de mayores tamafios para nAu-Qna-citrato lo que causa disminucion de la
absorbancia alrededor de 520 nm. A pesar de que la presencia de ambos agentes
estabilizadores deberia favorecer el control del tamafio de particula (menores
dimensiones) debido a las distintas velocidades de reaccién y modo de accién, la

diferencia en concentracion de nAu de tamafio promedio no es significativa.

0.7

0.6 1 ——nAu-Qna-Citrato, 1 h a 75°C

0.5 -
——nAu-Qna, 1 ha75°C

0.4 -
0.3 -

0.2

Absorbancia Normalizada

0.1 -

0

300 400 500 600 700 800 900
nm

Figura 62. Espectros UV-Vis normalizados de nAu-Qna y nAu-Qna-citrato

con relaciéon molar Qna/Au®* 100/1 (ambos casos) y citrato/Au®" 3,5/1.
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3.5 Comparacion de la [n] de quitosana, nAu-Qnay nAu-Qna-citrato

A partir de las mediciones de tiempo de flujo para cada solucién y para el solvente se
calcularon las viscosidades especificas (nsp) y la viscosidad reducida (nred). En la Figura
63 se observa la grafica que relaciona los valores de viscosidad reducida con la
concentracion de soluciones de quitosana en el rango de 8,125 x 10%-1,3 x 103 g/mL.
Los valores se ajustaron a una recta de cuya ecuacion se determiné la viscosidad
intrinseca [n] de la quitosana, 394,44 mL/g a 30°C. Para estudiar el efecto del
calentamiento de la solucién de quitosana durante la reaccion en la [n], esta se calentd
a 75°C por una hora. La viscosidad intrinseca disminuy6 ligeramente a 388,78 mL/g.
Por otro lado, también se determind la viscosidad reducida para la solucién de
guitosana que contiene citrato trisédico. La viscosidad intrinseca resultante fue 387,79
mL/g, similar al valor de la solucién de quitosana que fue calentada a 75°C.

uitosana
520 - Q

500 -
480 -
460 -
440 -
420 -
400 -
380

y = 79068x + 394.44

R2=0.9979

r'lred

0  0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001 0.0012 0.0014
[Qna] (g/mL)

Figura 63. Valores de nreq €n funcion de la [Qna].

En la Figura 64 se presenta la gréfica que relaciona los valores de ned cOn la
concentracion de quitosana para la solucién de quitosana que posee citrato y HAuCls
en relacion molar Qna/Au® 100/1 y citrato/Au®" 3,5/1. La presencia del complejo
HAuCl, afecté ligeramente la conformacion de la quitosana pues la viscosidad
intrinseca disminuyé de 387,89 mL/g a 314,85 mL/g. Ademas, se realiz6 la medicion
para la solucién de nAu-Qna-citrato luego de la sintesis durante una hora a 75°C. En la
Figura 65 se observa una disminucion considerable de la [n] de 314,85 mL/g a 135

mL/g.
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Figura 64. Valores de nreq en funciéon de la [Qna], solucién + citrato + Au®*

(antes de reaccion).
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Figura 65. Valores de nrqen funcion de la [Qna], solucidon nAu-Qna-citrato

(después de reaccion).

De manera similar, se hizo la medicién para una solucién de nAu-Qna con relacién
molar Qna/Au®" 100/1 después de una hora de reacciéon a 75°C. En la Figura 66 se
observa que la [n] es 111,62 mL/g, menor a la [n] de 135 mL/g de nAu-Qna-citrato. En
ambos casos, la disminucién de la [n] pudo ocurrir por la degradacién de las cadenas
de quitosana durante la reaccién o por el efecto de las nAu que cambiaron la
conformacion lineal del polimero a una més compacta [40]. De esta manera, la
degradacion de la quitosana o el cambio de conformacién fueron mayores cuando la
guitosana se encontraba como Unico agente reductor y estabilizador. Aunque la
diferencia es pequefia, las capacidades de la quitosana para reducir y estabilizar
cambian cuando otro agente reductor y estabilizador adicional como el citrato trisédico

esta presente en la sintesis.

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP 32‘{‘6&'}2’2‘“’

DEL PERU

- o o
128 - nAu-Qnaa 75°C, 1 h a 75°C
124 -
y =7332.9x + 111.62

120 -
3 R2 =0.9887
< 116 -

112 -

108 . . . .

0 0.0005 0.001 0.0015 0.002
[Qna] (gm/L)

Figura 66. Valores de nrqen funcion de la [Qna], solucion nAu-Qna.

3.6 Reduccion heterogénea con perlas y pelicula de guitosana
3.6.1 Entrecruzamiento de perlas de quitosana con epiclorhidrina

La epiclorhidrina es un reactivo que se emplea como agente de entrecruzamiento de
quitosana [62]. En la Figura 67 se observan dos cadenas de quitosana entrecruzadas
con epiclorhidrina en las cuales el caracter cationico del polimero se mantiene. La
insolubilidad de las perlas en HOAc@k luego del tratamiento es prueba del
entrecruzamiento.

OH o
Woéo@ /&/\ Z \
HO Ol y o
Nhg NHp l

HO HO

o] NH; S NH,

OH

0 OH
o)
o) (@)
HO
NH, NH,

Figura 67. Entrecruzamiento de quitosana con epiclorhidrina [81].
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3.6.2 Entrecruzamiento de perlas de quitosana con glutaraldehido

El glutaraldehido es un reactivo que también se utiliza como agente de
entrecruzamiento de quitosana. Los grupos amino de la quitosana reaccionan con los
grupos aldehidos del glutaraldehido formando iminas [62]. En la Figura 68 se muestran
dos cadenas de quitosana entrecruzadas con glutaraldehido. La perla de quitosana-
glutaraldehido resultante no se disolvié en solucién acuosa de acido acético lo que
comprob6é el entrecruzamiento. A diferencia de las perlas entrecruzadas con
epiclorhidrina que son de color blanco, las perlas de Qna-glutaraldehido presentan

coloracién amarillenta (Anexo 10).

OH

OH
0
NH> NHy
l
P OH
"0 X o I

/N NH,

N NH,

HO HO

Figura 68. Entrecruzamiento de quitosana con glutaraldehido [81].

3.6.3 Sintesis de nanoparticulas de oro con perlas y peliculas de quitosana

Todas las perlas de quitosana y perlas entrecruzadas adquirieron coloracion roja a pH
4 y pH 8 aunque la formacion de nAu fue ligeramente mas rapida a pH 4. Esto se
explica porque conforme se eleva el pH, los ligandos cloruro del complejo [AuCls] son
reemplazados por ligandos hidroxilo [AuCIy(OH)s] (x=0-4) y a pH 8 predomina el
complejo [AuCI(OH)s] el cual es menos reactivo que los complejos a pH inferiores [18,

65]. Ademas, cuando se efectud la sintesis a 75°C con perlas de quitosana se observo
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diferencia en la velocidad de reaccion segun la composicion de la perla, fue mas rapida
con perlas de quitosana-glutaraldehido pues adquirieron ligera coloracion roja a los 4 y
5 minutos de reaccion a pH 4 y 8, respectivamente. Para las perlas de quitosana se
observo tonalidad roja a los 8 minutos de reaccion a pH 8. En cambio, las perlas de
quitosana-epiclorhidrina alcanzaron leve coloracion roja a los 13 y 15 minutos de
reaccion a pH 4 y 8, respectivamente. Luego de 30 minutos de reaccion, el color de las
perlas fue homogéneo pero mas intenso para las de quitosana-glutaraldehido y
quitosana (Anexo 10). Posterior al lavado de las perlas con agua ultrapura se
efectuaron cortes transversales y se observé la coloracién roja homogénea al interior
de las perlas de quitosana y quitosana-epiclorhidrina, a diferencia del interior de las
perlas de quitosana-glutaraldehido que permanecieron amarillos. Esto muestra que
para las perlas de quitosana entrecruzadas con glutaraldehido, la reaccion redox
ocurre mayormente en la superficie y que la difusién de los iones [AuCI(OH)s]  a pH 8, y

de los iones [AuCls] a pH 4 al interior de una estructura mas densa esta impedida.

En el caso de la sintesis con peliculas de quitosana a pH 8, se observd una leve
tonalidad rojiza a los 8 minutos de reaccién y después de 30 minutos de reaccion a
75°C la coloracion rojiza de la pelicula no fue tan homogénea. Esto se debe a que la
pelicula de 31,9 um de espesor presenta zonas que varian en 1,3 um. Como el color
de las peliculas se intensificé lentamente porque la estructura de las peliculas es mas
compacta y menos porosa que la de las perlas, el tiempo de reaccion se prolongé a 1

hora y 30 minutos con lo cual la tonalidad rojiza fue mas intensa.

Segun lo mencionado anteriormente, la formacion de nAu en perlas de quitosana y
perlas entrecruzadas es ligeramente mas rapida a pH 4 con respecto a pH 8 y depende
de la composicién de la perla. La velocidad de reaccibn es mayor para perlas de
quitosana con glutaraldehido; sin embargo, las nAu se concentran mas en la superficie
gue en el interior. Cuando se lleva a cabo la sintesis con perlas de quitosana con
epiclorhidrina, el color rojo también es homogéneo al interior debido a la porosidad de
la estructura. Por otro lado, se requiere de mayor tiempo de reaccion para la sintesis

de nAu con peliculas de quitosana debido a la menor porosidad de la estructura.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

¢ Las nAu obtenidas con quitosana muestran una banda de plasmones de superficie
alrededor de 522 nm que presenta corrimiento hacia mayores o menores
longitudes de onda y ensanchamiento segun los parametros de relacion molar
Qna/Au®', tiempo de reaccion, temperatura, pH y concentracién. Las mejores
condiciones para obtener nAu mas estables y monodispersas se logra con una
relacion molar Qna/Au®* mayor o igual a 100/1, a una hora de reaccién, a pH 5, a
75°C y con concentraciones de 0,27% (w/v) para quitosana y de 1,58 x 10 mol/L
para HAuUCl,.

e El aumento del nUmero de moles de unidades de quitosana favorecio la obtencion
de nAu de menor tamafio asi como una mayor estabilidad de las nAu. Se observo
gue a pH 4,46 las soluciones de nAu con relacion molar Qna/Au®* a partir de 95/1
fueron estables tanto a temperatura ambiente como a 2°C por al menos 2 meses.
En el caso de la solucidn de nAu con relacion molar 367/1, esta fue estable luego
de 6 meses a temperatura ambiente comparada con la solucién con relacién molar
50/1 en la cual se observo precipitado.

e Elinicio de la formacioén de nAu con quitosana ocurrié dentro de los 20 minutos de
reaccion y concluyo a las 6 horas de reaccion pues no se observé modificacion en
la banda de plasmones de superficie.

e La sintesis a 50°C produjo nAu de mayor tamafo de particula comparada con las
sintesis a 75°C y 100°C. Aunque no existe diferencia en la banda de plasmones
para la sintesis a 75°C y 100°C a una hora de reaccion, se obtuvieron nAu en
menos tiempo a 100°C.

e La disminucién del pH de 5 a 1 produjo nAu poco estables (mas grandes y una
distribucion de tamafios mas amplia), lo que se podria deber a la hidrélisis de las
cadenas de quitosana o al mayor grado de protonacién de los grupos amino. En el
caso de las sintesis a pH 4,46 y 5, las nAu fueron estables.

e Para una misma relaciéon molar Qna/Au®*, las nAu se formaron sin importar la
concentracion de reactivos. Para soluciones de concentracion mayor a 3Cy 5C (C
es la concentracion de referencia para una solucion de quitosana al 0,27% w/v y
1,58x10* mol/L de HAuCls) se formaron nAu mas grandes. Para concentraciones

de C y menores no hubo variacién en el tamafio.
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e Los tamafios promedio de particula, determinados por TEM, variaron desde 10,31
nm hasta 14,61 nm segun disminuyd la relacion molar Qna/Au®" desde 300/1 hasta
50/1. En todos los casos las nAu tuvieron forma esférica y presentaron distribucion
de tamafio similar. Los tamafios promedio determinados a partir de espectros UV-
Vis (11-12 nm) y a partir de las alturas en el eje Z de imagenes del AFM (12 nm)
estan en concordancia con los valores obtenidos por TEM.

o Por medio de la técnica de ELS, se verific6 que la carga en la superficie de las nAu
es positiva debido a la interaccién y estabilizacion de la quitosana que tiene
caracter cationico en medio acuoso acido.

¢ Tanto los monémeros de quitosana (GluN y GIuNAc), como la glucosa, redujeron
los iones Au®*" pero no lograron estabilizar las nAu por lo que se observo
precipitacién en ambos casos. Por otro lado, se logré sintetizar nAu estables con
citrato y se calcul6 un tamafio promedio de 20,5 nm. Ademas, se obtuvieron nAu
con quitosana y citrato al mismo tiempo que presentaron una distribucién de
tamafio mas amplia con respecto a las nAu con quitosana.

e La viscosidad intrinseca a 30°C de la solucion inicial de quitosana fue de 394,44
mL/g la cual se redujo ligeramente a 387,89 mL/g y 314,85 mL/g por la presencia
de citrato y de HAuCl., respectivamente. La [n] disminuyé a 135 mL/g para nAu-
Qna-citrato y a 111,62 mL/g para nAu-Qna, lo cual seria una indicacion de una
menor degradacion de la quitosana en presencia de un agente reductor o de un
cambio de conformacién de las cadenas de quitosana por la presencia de las nAu.

e La velocidad de la reduccion heterogénea, tanto para las perlas de quitosana como
para las de quitosana con epiclorhidrina, fue similar a la velocidad de reduccion
homogénea. Se obtuvieron nAu con perlas y peliculas de quitosana y la velocidad
de reaccion fue ligeramente mayor a pH 4 que a pH 8. Asimismo, se observo una
coloracibn mas homogénea sobre estructuras porosas, siendo las peliculas de

quitosana las que requirieron de mayor tiempo de reaccion.

4.2 Recomendaciones

e Se propone buscar métodos como la electroforesis para la separacion de la
quitosana en exceso que puede influir en los resultados de la caracterizacion por

técnicas diferentes de la espectroscopia UV-Vis.
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e Para los andlisis por AFM, se recomienda realizar lavados de las muestras para
observar mejor la dispersion de las nanoparticulas de oro.

e Se recomienda utilizar el sélido de HAuCl,. El acido a pH 1 hace necesario
emplear soluciones buffer para aumentar el pH durante la sintesis de nAu con
monomeros de quitosana y glucosa y es posible que la presencia de sales
favorezca la agregacion.

e Se debe continuar con la caracterizacién de las nanoparticulas de oro con perlas y
peliculas de quitosana para determinar el tamafio o distribucién de tamafio de
particulas y si se encuentran distribuidas de manera homogénea en toda la

estructura o no.
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6. ANEXOS

Anexo 1. Datos para la obtencién de las graficas de distribucion de

potencial zeta de soluciones de nAu-Qna.

indice de refraccion del material 1,59
Absorpcién del material 0,01
Viscosidad (cP) 0,8872
Temperatura (°C) 25,0
Medio de dispersién (solvente) H20
indice de refraccion del solvente 1,33
Constante dieléctrica del solvente 78,5

Anexo 2. Estabilidad de soluciones de nAu-Qna a distintas relaciones
molares Qna/Au®" posterior al almacenamiento de 1 mes a temperatura
ambiente (izquierda) y a 2°C (derecha).
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Anexo 3. Soluciones de nAu-Qna con relacion molar 100/1 sintetizadas a

diferentes tiempos de reaccion a 50°C.

Anexo 4. Soluciones de nAu-Qna con relacion molar 300/1 sintetizadas a
diferentes tiempos de reaccion a 50°C.
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Anexo 5. Seccion de sdlido rojo de nAu-Qna (dentro del bal6n de reaccion)

al concluir la sintesis a 100°C.

Anexo 6. Soluciones de nAu-Qna con relacién molar 100/1 apH 1y 3,42 a 75°C.

100
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Anexo 7. Dispersibn de luz laser de soluciones de nAu-Qna a

concentraciones Qna-Au®* 3C y 5C con relaciéon molar 100/1.

o
-

Anexo 8. Principales frecuencias de vibracién en la regién infrarroja

y nimeros de onda (cm™) de la quitosana liofilizada.

Tipo de frecuencia de .l
: L cm
vibraciéon y enlace
st O-H
: 3399,85
st N-H (amina)
st C-H 2924,50
st C-H 2880,07
st C=0 (amida) 1632,00
0 N-H (amida) 1574,64
st C-N 1411,59
® N-H (amina) 1384,45
st C-O 1075,52
st C-O-C 1032,73

st: estiramiento, &: flexidon
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Anexo 9. Soluciones de nAu-GIluN a 1 h y nAu-GIuNAc a 4 h de reaccion
con relacién molar 85/1.

Anexo 10. Perlas y peliculas de quitosana antes de la reaccion y después
de la sintesis a 75°C a pH 8.

Perlas de

quitosana

Perlas quitosana-

epiclorhidrina

Perlas quitosana-
glutaraldehido

Peliculas de

guitosana
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