UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA
FACULTAD DE QUIMICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FISICA

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

Tesis Doctoral

Caracterizacion y propiedades cataliticas de
clisteres cuanticos subnanométricos

David Buceta Ferndndez
Director:

Manuel Arturo Lépez Quintela

Santiago de Compostela 2011






UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA
FACULTAD DE QUIMICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FISICA

Caracterizacion y propiedades cataliticas de
clisteres cudnticos subnanométricos.

Memoria presentada por el Licenciado David Buceta Ferndndez
para optar al grado de Doctor en Quimicas

Santiago de Compostela, 2011

Fdo.: David Buceta Fernandez






Santiago de Compostela, 2011

MANUEL ARTURO LOPEZ QUINTELA,
CATEDRATICO DE QUIMICA DEL DEPARTAMENTO
DE QUIMICA FISICA DE LA UNIVERSIDAD DE
SANTIAGO DE COMPOSTELA

CERTIFICA:

La presente tesis titulada: “Caracterizacion y propiedades cataliticas
de clisteres cudnticos subnanométricos” que presenta David
Buceta Ferndndez para optar al grado de Doctor en Quimica, ha sido
realizada bajo mi direccion, en el Departamento de Quimica Fisica
de la Facultad de Quimicas de la Universidad de Santiago de
Compostela, y halldindose concluida, autorizo su presentacion para
que sea evaluada por el tribunal correspondiente:

Y para que asi conste, firmo en la presente en Santiago de
Compostela, Septiembre, 2011.

Fdo. Manuel Arturo Lépez Quintela






“When science can’t play a role, Imagination plays rock’n’roll”

V. Taubec






A mi madre

Y a mis hermanos






Agradecimientos

Cuando te sientas delante de una hoja que, salvo el titulo que dicta
Agradecimientos, por lo demds estd en blanco, automdticamente empiezas a
hacer un balance de todos estos afios de la gente que ha estado contigo, y de la
gente que te ha tendido manos para ayudarte a recorrer el camino. Y realmente
te das cuenta que son muchos, y seguramente pueda ser considerado una
injusticia el sintetizar y elegir a unos pocos para rellenar esta pdgina... Pero
necesitaria, quizas, otra tesis, para exponer todo con su debida forma.

En primer lugar quiero agradecérselo a Arturo, por varias razones. Por un lado
por su forma de ver la ciencia, altamente contagiosa, por esa emocién y ese
genio (del bueno) que le caracterizan, y por imprimirle a todo un color
alucinante. Por otro lado, y mds importante, por su empatia, nobleza y bondad,
y por lo bien que SIEMPRE se porté conmigo.

A Maricarmen, seria mi madre cientifica, por siempre estar ahi, en cualquier
situacién y de cualquier forma, porque nunca hay una negativa en su boca, en
definitiva, porque me ayudé muchisimo.

A Fernando, por sus maravillosas ideas.

A Chema (Domo arigato gozaimazu!) y a Eldara (Oren Ishi), porque sé que
siempre puedo contar con ellos para cualquier cosa, por ser los que se
encargaron, en varias ocasiones, no solo de regalarme risas y momentos
increibles, si no de agarrarme en mis levitaciones, y traerme de vuelta a la tierra.

A Fran y Villa, porque todos estos afios no se separaron de mi, son
importantisimos en mi vida.

AJose y Romain, por noches en el laboratorio, por cafeses a cualquier hora, por
conversaciones que te evaden de la realidad, a veces a varias dimensiones, ;no
es asi?

A Leonor, Very y Sara, decir que esta tesis no serfa lo mismo sin vuestras
aportaciones, me estaria quedando corto, y mucho. Pero lo que tampoco seria lo
mismo, son las risas, las discusiones, todos esos momentos que disfrutamos, a
horas intempestivas, o en la distancia...

A Misa, por un lado aprendi muchisimo de él, y méds que espero seguir
aprendiendo. Por el otro, encontré a un amigo de verdad, alli en LI, y esto dltimo
es mucho mds importante.



A Ratko, por lo que me ensefl6, por esa sonrisa que tiene, y por nunca matarme
cuando salian chorradas por mi boca...

A Anuska, por escucharme y aguantarme cuando se me da por descargar, sé que
siempre estds.

A todo el G4, sois, maravillosos no, lo siguiente.

A Javi, porque soy un pesado, lo sé, pero él siempre sonrfe, siempre tiene
palabras buenas, es sencillamente genial.

A Cronos, por haber relativizado el tiempo tantas veces.

A ti, porque siempre estuviste conmigo, incluso cuando no podias, nunca me
has abandonado.

A toda la gente de Japdn, de Argentina, de NY, de todos eso lugares del mundo,
que fueron sede de este trabajo.

A Iria, Marcos, Nerio, Paula, Noe, Bea, Manolo, Ana, Elena, Jaco, Chucu, Anxo,
Bea, Ramdn, Mauro, Carol, Carlos, Ruth, Sara, Mary, Yuri... Y toda esa gente
que seguramente no esté poniendo aqui de forma injusta, pero que tendrian que
estar, pero (seguramente por cansancio) no me acuerdo de poner ahora.
Vosotros sois los que habéis convertido estos afios en maravillosos.

Al Ministerio de Educacion, por otorgarme la beca FPU.

A Diana, por tener la habilidad de cargar con mochilas pesadas, a veces
demasiado, por querer librarme de cualquier problema para que pudiese
acabar, por ser sencillamente genial. Te quiero.

A Dani, porque llevamos juntos tanto tiempo que somos mds que hermanos,
porque estd ahi pase lo que pase, y por encargarse de todo lo que se estd
encargando, para que yo no lo haga. Te quiero.

A mi madre, porque en definitiva ella es la culpable de esta situacion. Sin duda
ninguna. Ella fue la que sembré en mi este amor por la ciencia, el amor por
estudiar, y por seguir adelante. Ella fue siempre un estdndar en el que me fije
para llegar a donde esto, y me fijaré para seguir hacia donde vaya. Por todos los
valores que me fuiste inculcando, por ensefiarme, bdsicamente, a pensar y ver el
mundo. Te quiero.

Como decia antes, es muy dificil meter a todo el mundo aqui, en solo dos
carillas, y me di cuenta que REALMENTE no me puedo quejar, de ninguna
manera, pues se porté todo el mundo impresionantemente bien conmigo.



ADN
AFM
AQCs
BG

CA

CB

CV
DFT
DOS
EDTA
FAS
GC
GC-RDE
HOR
LDI-TOF
LSV
m/z
MALDI
NP
NRK
ORR
PBS
RDE
RHE
STM
TAE
TGA
UV-Vis
VB

Abreviaturas

Acido desoxirribonucleico

Microscopio de Fuerzas Atémicas

Clisteres atémicos cudnticos subnanométricos
Bandgap

Carbén activado

Banda de conduccién

Voltamperometria ciclica

Teoria del funcional de densidad

Densidad de estados

Acido etilendiaminotetraacético

Sindrome de alcoholismo fetal

Carbono vitreo

Electrodo rotatorio de carbono vitreo
Reaccidn de electrooxidacién de hidrogeno
Desorcién/ionizacion laser- tiempo de vuelo
Voltametria de barrido lineal

Relacién masa carga

Desorcién/ionizacidn laser asistida por matriz
Nanoparticula

Células renales de rata comun

Reaccion de electroreduccién de oxigeno
Tampdn fosfato salino

Electrodo de disco rotatorio

Potencial de referencia de hidrogeno
Microscopio de efecto tiinel

Tris acetato EDTA

Anélisis termogravimétrico

Ultravioleta Visible

Banda de valencia






Prefacio

;Un prefacio en una tesis?
Al menos resulta extrafno... ;verdad?

Porque lo cierto es que cuando uno abre un libro como el que ahora tengo entre
mis manos no espera sumergirse en un relato emocionante. No se le pasa por la
cabeza encontrar una historia de aventuras y misterio... o de guerreros
surcando caminos imposibles y devastados paisajes para alcanzar su meta.

Sin embargo, estamos mucho mds cerca de todas esas historias de lo que
pensamos. Lo que ocurre es que, a veces, por culpa de la formalidad de las
palabras, del peso de los hechos y de la minuciosidad de los procedimientos
experimentales, nos alejamos de la esencia de lo que estamos leyendo.

Y es una pena.

Porque una tesis no es sélo esfuerzo, tiempo y un trabajo bien hecho. Una tesis
es un increible acto creativo. Es una parte de la biisqueda de la Utopia y del
ejercicio del idealismo. En ella encontramos la visién y la interpretacion
personal de un fragmento de este mundo.

Y por eso cada una de estas pdginas estd impregnada de la fascinacion y
curiosidad de quien sofid, pensé e imaginé durante muchos dias y
noches...Quien fue capaz de emocionarse hasta lo indecible con la bisqueda y el
descubrimiento. Y quien encontré en la belleza de hacer Ciencia... luz a
raudales.

El es nuestro héroe de la historia. Aquel que propuso la btisqueda y el camino.
Quien viajé por zonas de su mente hasta para €l insospechadas...quien dudé, se
pregunto, se contestd y volvid a dudar...quien se sintié desfallecer en momentos
de duday oscuridad...de desgarro y enajenacion. Pero que no se rindié.

El es quien nos entrega hoy su obra para que revivamos esa experiencia tinica...
La de vivir la Ciencia como creacién y belleza.

No perdamos la oportunidad de disfrutarla.

Ibrahim Jostendesteremativ, 2011
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis es tratar de buscar posibles relaciones entre el
tamario de clisteres metdlicos subnanométricos y su actividad electrocatalitica
en reacciones quimicas de interés tecnoldgico. En este contexto se incluyen la
caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de dichos clusteres, el disefio
de nuevos protocolos para su purificacion y la determinacion de su actividad
catalitica en reacciones seleccionadas por su interés en dreas de importancia
actuales, como biomedicina y obtencion energia.

Con este objetivo general se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar posibles correlaciones entre las propiedades fisicas y
quimicas de clisteres de Au de pequefio niimero de dtomos y su
actividad catalitica frente a la electrooxidacién de hidrégeno.

2. FElucidar los aspectos fisicos y quimicos que controlan la actividad
bioelectrocatalitica de clisteres de Ag de pequefio nimero de &tomos en
la oxidacién de etanol, metanol y butanol, asi como en la reduccién de
perdxido de hidrégeno.

3. Optimizar el disefio de un protocolo de purificacién escalable de
clisteres subnanométricos de Agy Au.

Para la correcta exposicion de los resultados obtenidos, se divide este trabajo en
5 capitulos:

En el primer capitulo de Introduccién se describe el estado del arte del temay se
establece la motivacién del trabajo en el contexto actual de la problemdtica
expuesta. Ademds, se comenta en ella las propiedades principales de los
clisteres subanométricos, actores principales de este trabajo.

El segundo capitulo describe los materiales y métodos utilizados a lo largo del
trabajo. En él se expone un dossier explicativo de las técnicas utilizadas, asf
como un resumen del proceso experimental seguido a lo largo de todo el
trabajo.

El tercer capitulo titulado “HOR sobre AuAQCs: Una electrocatdlisis en 2D” estd
centrado en la caracterizacion y actividad electrocatalitica de clisteres planos
de oro frente a la electrooxidacién de hidrégeno.

El capitulo cuarto se titula: “Bioelectrocatdlisis: Una conexién entre células
electroquimicas y biolégicas”. En primer lugar se exponen los resultados de la
caracterizacion de los clisteres de Ag utilizados para, posteriormente, analizar
su comportamiento electrocatalitico frente a diversas reacciones, primero en
una celda electroquimica y luego en células mamiferas.

El quinto y dltimo capitulo que tiene por titulo: “Purificacién: La bisqueda del
clister puro” se describen los experimentos que se llevaron a cabo para disefio
de un protocolo general de purificacién de cldsteres.
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Introduccion

El prefijo nano se ha convertido en las tltimas décadas en un oximoron. Segtin
la Real Academia de la lengua espafiola, nano, del latin nanus, enano, significa
una milmillonésima parte. Sin embargo, en el mundo cientifico da nombre a
una disciplina que podria ser la revolucién cientifica de nuestro tiempo, la

nanotecnologfa.

“There is plenty of room at the bottom”, bajo este titulo Richard Feynman,
premio Nobel de fisica en 1965, dejé perpleja a su audiencia en un discurso
pronunciado en el encuentro anual de la American Physical Society, el 29 de
Diciembre de 1959'. En este discurso, encontrando su musa en los sistemas
bioldgicos en los que la informacién se guarda a nivel molecular, expuso la

importancia y necesidad del estudio de la materia a nivel “nanoscépico”.

Sin embargo, fueron los chinos y los egipcios?, ya en el siglo V a.c., los primeros
en sintetizar y utilizar nanoparticulas en sus pociones curativas, cerdmica,
porcelana y cristal, sin siquiera saberlo’. También lo hicieron los miticos
“alquimistas” drabes, quienes utilizaban una disolucién de nanoparticulas de
oro en su famoso elixir de la juventud, o pocién del oro potable. Pero quizds el
ejemplo mds conocido de esta indole sea la Lycurgus cup, que ain hoy puede

ser admirada en el British Museum de Londres®.

En realidad, la nanotecnologia estd con nosotros desde nuestro nacimiento.
Desde que salimos del ttero, la matriz interna que nos llena, es un nanofluido, la
sangre. Nuestro primer alimento contiene nanoparticulas de caseina, la leche.
Con el tiempo cambiaremos la leche por los refrescos, embotellados en PET, que
contienen nanoparticulas para conservar el sabor de los mismos, y prevenir su
degradacion por efecto de la luz UV. Méds tarde, de vez en cuando, tomaremos

una copa de whisky, que contiene nanoparticulas en disolucién’.

Lo dificil, por tanto, no era descubrir las nanoparticulas, si no el darse cuenta de
que estaban ahi. Es precisamente eso lo que convierte las palabras de Feynman

en una genialidad para la posteridad.
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Sin embargo, en la época de Feynman, las intenciones podrian ser més o menos
buenas, pero existian verdaderas limitaciones para el estudio y caracterizacién

de nanoestructuras.

Tuvo que esperarse a la década de los 80, cuando un alemén y un suizo, Gerd
Binning y Heinrich Rohrer, revolucionaron el mundo de la microscopia con la
invencion de microscopio de efecto ttinel (STM), 1o que les llevé hacia el Nobel
en 1986. El principio de funcionamiento de este microscopio se basa en un
efecto mecanocudntico y consiste en detectar una corriente eléctrica tinel, no
permitida cldsicamente pero si cudnticamente, entre una punta de dimensiones
atémicas y una superficie. Analizando la corriente cuando la punta se mueve
paralelamente a la superficie se pueden visualizar 4&tomos como entidades

independientes, uno por uno.

La cosa no quedo ahi, tan sélo un par de afios después, el mismo Binning, esta
vez con otros dos colaboradores, Christoph Gerber, de Suiza y Calvin Quate de
California, dio un paso mds con el desarrollo del microscopio de fuerzas
atémicas (AFM)’, cuyo fundamento se explicard mas adelante, considerado por

muchos el pindculo de la tecnologia en microscopia.

Ahora, que se tenfan ojos capaces de “ver”, e incluso herramientas capaces de
manipular la materia a nivel nanoscépico, es cuando se acufia lo que a partir de
ahf se conocerd como nanoparticula, aunque fue Faraday el que, por primera

vez, hizo uso del término, alld por el afio1857°.

Desde entonces, hasta nuestros dias, la nanotecnologia ha crecido en adeptos
de forma exponencial. Esto puede verse reflejado tanto en el nimero de
publicaciones por afio, como en el dinero que se invierte en su investigacion

(Figura 1% Figura 2'°).

Un ejemplo claro es el campo de la medicina. Hoy en dia, de hecho, algunas de
las aventuras narradas en el viaje alucinante de Isaac Asimov'!, no se
considerarian ya de ciencia ficcion. La manipulacién de la materia a nivel
“nanoscépico” ha permitido, entre muchos otros avances, el desarrollo de

nanotransportadores, que permiten dirigir un farmaco determinado a la zona
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afectada de una forma localizada, sin afectar de forma apreciable a ningiin

6rgano adyacente'?.

The Exponential Growth of
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Figura 1- Grafica del niimero de publicaciones en nanotecnologia desde 1990 a 2004’
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Figura 2- Inversion piiblica en nanotecnologia reportada entre 1997-2005"

Pero una pregunta surge por si sola, jpor qué el gran auge de esta nueva

disciplina?

Durante muchos afios se creyé que las propiedades de un material deberian
converger suavemente desde el caso atémico mecanocudntico a otro

macroscopico clésico, de acuerdo con la figura:
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™ material
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Nada en especial se esperaba en esta zona de transicién, pero dado que las
propiedades de cada dtomo y las colectivas de un material macroscépico no
coinciden, se hizo necesario investigar experimentalmente lo que sucede en
dicha zona. Por otra parte, los cdlculos mecanocudnticos son
extraordinariamente complejos, atin cuando se trate de su aplicacién al cdlculo
de un reducido nimero de unidades atémicas como las que forman los

nanomateriales.

Sorprendentemente, sin embargo, se encontré que las propiedades en esta zona
de transicién eran totalmente nuevas, y que no tenfan nada que ver con las del
material macroscépico o las de los d&tomos. Ello es debido a la dependencia que
tienen las propiedades electrénicas, Opticas, magnéticas, etc. de ciertos
fenédmenos espaciales, como el recorrido libre medio de los electrones o la
longitud de onda de determinada radiacién. En el momento en el que el tamafio
de la particula es comparable al de dichos fenédmenos, las propiedades sufren
variaciones, totalmente inesperadas, que dotan a estas particulas de
caracteristicas tUnicas y de importancia en muchas aéreas, como la

biotecnologia, la industria electrénica, la catdlisis, la medicina y la farmacologia.

Una vez sumergidos definitivamente en el mundo de los nanomateriales, no
llevé demasiado tiempo entender que podian encontrarse grandes diferencias
en las propiedades de estos sistemas al cambiar el tamafio desde los cientos de
nm hasta el limite cercano al nm. Se concluyd, asi, que resultaba fundamental

hacer una nueva divisién en funcién del tamafio. Surgen entonces dos términos

10
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bien diferenciados: las nanoparticulas (NPs, desde ~1nm hasta 100 nanémetros

de tamaiio) y los clisteres atémicos (menos de 100-200 d4tomos, es decir, menos
de~1nm).

- CLUSTERS
MATERIALES [—® NANOPARTICULAS [—»

AL 0% ATOMICOS ATOMOS

v

Variacion de las propiedades del metal

El reducido tamafo de las nanoparticulas y de los cldsteres otorga a estos
materiales, en primer lugar, una elevada relacién superficie-volumen no

presente en el material masivo, lo cual les confiere una especial relevancia en
determinadas aplicaciones.

La fraccién de dtomos en la superficie, o dispersion, es proporcional a esta
relacién superficie-volumen e inversamente proporcional al radio de la

particula lo que hace que sea inversamente proporcional a N''? (siendo N el
nimero de dtomos de la particula) (Figura 4) 13,

B @8 ]

0.6

0.4 4 "

Dispersion

0.2+

L
0.0 . T : :
0 20 40 60 80 100

En consecuencia, toda propiedad que dependa de dicha dispersién variard

proporcionalmente a la inversa del radio o a N'3, Sin embargo, existe un

11
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tamafio critico, comparable a la longitud de onda de Fermi del electrén (= 0,52
nm para Au y Ag), en el que las propiedades cambian drédsticamente en
comparaciéon a lo que se espera en el caso de que las mismas dependan

tUnicamente de su relacion superficie/volumen.

Por tanto, se hace necesario establecer una diferencia clara entre nanoparticula

y clister metélicos.

Se considera una nanoparticula (més de 100-200 4tomos), cualquier particula
de metal masivo cuyas dimensiones se encuentran en la nanoescala. Estas
particulas presentan, en la mayoria de los casos, una estructura tipo cor-corona,
con un nudcleo de metal masivo rodeado de una corona de d4tomos
desordenados, cuyas propiedades dependen fundamentalmente de su relacién

superficie/volumen.

Un cliister atomico metdlico (menos de 100-200 4tomos), consiste en un grupo
de dtomos con una composicién bien definida y una o muy pocas estructuras
geométricas estables. Representan los componentes mds elementales en la
naturaleza, después de los d&tomos, y se caracterizan por su tamafio, comparable
a la longitud de onda de Fermi de un electrén. Debido a este reducido tamaiio,
presentan efectos cudnticos lo que los convierte en puente entre los d&tomos y las
nanoparticulas o el metal masivo. Dichos efectos cudnticos, son los
responsables de la aparicion de propiedades quimicas, 6pticas o electrénicas
totalmente nuevas, tales como magnetismo, fotoluminiscencia o actividad

catalitica.

Cuando pasan a formar parte de un sélido, y dependiendo de su grado de
solapamiento, los orbitales de un dtomo pueden permanecer practicamente
inalterados (como en el caso de los gases nobles) o pueden combinarse para

formar bandas continuas, como en el caso de conductores y semiconductores*,

Cada dtomo contribuye con sus orbitales atémicos a una banda cuya densidad
se incrementa ligeramente a medida que se van afiadiendo mds dtomos a la
estructura. Estas bandas estdn caracterizadas por lo que se llama densidad de
estados (DOS, Density of states). Por tanto, para el material masivo el DOS serd

continuo. Sin embargo, al reducir drdsticamente el niimero de 4tomos de una

12
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particula, esta banda continua es paulatinamente reemplazada por niveles

discretos de energia.

Se alcanza un umbral importante cuando la diferencia energética entre el mayor
estado ocupado y el menor desocupado (bandgap, Eg) iguala a la energia
térmica’. Cuando sucede esto, un aislante a bajas temperaturas pasa a ser un

semiconductor y a altas temperaturas, un metal.

Otra evidencia del comportamiento cuasi-molecular de los clisteres es que, a
diferencia de las nanoparticulas, los clisteres estdn caracterizados por orbitales
moleculares deslocalizados en lugar de por bandas, y que el bandgap se hace lo
suficientemente grande como para recordar al HOMO-LUMO molecular'® .

Puede verse un esquema en la Figura 5

CLUSTER CLUSTER
e [ omamcuns B Custern B clusren

|1eV>:Eg>kT| |leV<Eg>kT

> 100-200 nm >1-2 nm >0.5nm <0.5nm

A

Y

DISMINUCION DEL TAMANO

En general, los clusteres se pueden dividir en dos grupos principales, clisteres

grandes (=10-20 hasta 100-200 dtomos) y clisteres pequeios (=2 a 10-20

13
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atomos). El bandgap de estos clisteres aumenta cuando se reduce el tamafio de

los mismos.

Los clasteres grandes, estdn formados por un nicleo de metal protegido por una
corona de ligandos fuertes, como dendrimeros, fosfinas o tioles. Su bandgap es

menor o igual que 1 eV.

Los cliusteres pequeiios tienen un nimero muy bajo de dtomos y estdn
dispuestos de manera tal que pricticamente todos se encuentran en la
superficie. Ademds, no necesitan ningtin ligando fuerte como estabilizante. Su

bandgap es mayor que 1 eV.

Un ejemplo claro de la variacién que los efectos cudnticos introducen en las
propiedades de los clisteres respecto a las nanoparticulas puede encontrarse en

sus propiedades dpticas.

La banda plasmoénica superficial (SPB) es caracteristica de nanoparticulas
metdlicas. Esta es debida a la interaccién entre los electrones presentes en la
superficie de la particula y el campo eléctrico oscilante que crea una onda
electromagnética cuando la A de De Broglie es del mismo orden que el tamafio
de la particula. En este caso las particulas se comportan electrénicamente como
puntos de dimensién cudntica cero (o cajas cudnticas). De acuerdo con las
reglas mecanocudnticas, los electrones que estén moviéndose libremente serdn
atrapados en la caja, dando una frecuencia de oscilacién colectiva caracteristica

de la resonancia del plasma.

Es de esperar, por tanto, que el cambio en la densidad de estados energéticos
sea determinante de las propiedades 6pticas. En efecto, la banda plasménica
desaparece para tamafios menores de 1-2 nm, cuando entramos en la regién de
los clusteres, debido a la aparicién del bandgap. Los electrones de conduccién,
antes libres, se encuentran ahora “atrapados” y el clister pierde asi su “caracter

metdlico” (Figura 6)'8,
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Como puede observarse en la Figura 6, existe una importante diferencia no sélo
entre cldsteres y nanoparticulas, sino también entre diferentes tipos de
clusteres. Por un lado, los clisteres grandes muestran un continuo aumento de
la absorbancia, con pequefios hombros, a medida que decrece la longitud de
onda. Este perfil de espectro es similar al presentado por semiconductores
(Figura 6b). Los clusteres pequefios, por otro lado, presentan bandas bien

definidas, recordando al comportamiento de dtomos y moléculas (Figura 6c).

La espectroscopia de UV-Vis serd, por tanto, una de las técnicas de
caracterizacion mds utilizadas en este trabajo, ya que permite la diferenciacién
no solo de clisteres y nanoparticulas, sino también de diferentes tamafios de

clisteres.

Queda claro, entonces, que existen importantes diferencias entre las
propiedades de nanoparticulas y cldsteres. Ademds, la presencia de efectos
cudnticos en estos dltimos hace que las mismas no varien con el tamafio de la
forma en que lo hacian para nanoparticulas. Este hecho puede representarse en
una tabla periédica en 3D (Figura 7)'®, en la que, entre los 4tomos y el material
masivo de cada elemento, aparece todo un abanico de nuevos materiales con

sus bien diferenciadas propiedades dependientes del tamafio.
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Resulta muy dificil realizar cdlculos precisos de la estructura electrénica de
clisteres metdlicos, especialmente cuando son mds grandes que solo unos
pocos dtomos y estdn estabilizados por algtn ligando protector. Se pueden
mitigar dichas dificultades con el uso de modelos simples, como el modelo de

Jellium®®.

Este modelo fue desarrollado en un principio para clisteres en la fase gas. En él
se sustituye el clister por una esfera cargada positivamente rodeada de
electrones de valencia. Se considera que los electrones se mueven en un campo

medio de potencial y que ocupan niveles de energia de acuerdo al principio de
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Aufbau (18 | 1P® | 1D | 28* 1F' | 2P® 1G'® |...), como se representa en la Figura
8%. Este modelo permite hacer buenas aproximaciones y reproducir muchas de

las caracteristicas fisicas de los clidsteres.
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La energia total en funcién del tamafio del cldster, calculada por esta
aproximacion, presenta ciertas discontinuidades correspondientes a estructuras
electrénicas cerradas. Estos minimos coinciden con los picos que aparecen en
un espectro de masas del metal, asociados con clisteres excepcionalmente
estables de cierto nimero de dtomos y presentes en mayor abundancia: 8, 18,

20, 34, 40, 58, 92, 138..., conocidos como ntimeros mdgicos.

Se coment6 anteriormente la presencia del bandgap en los clisteres, tipico de
los semiconductores y similar al HOMO-LUMO que presentan las entidades
moleculares. Este comportamiento semiconductor es particularmente
acentuado para clusteres de pequefio tamafio, cuyos bandgaps pueden superar
ampliamente el valor de 1 eV, como se muestra en la Figura 9 para cldsteres de
AgyCu'.
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El bandgap depende no solo del tamafio del clister, sino de los ligandos a los
que se encuentra unido. En este sentido, se han realizado esfuerzos en los
dltimos afios para encontrar modelos capaces de predecir el bandgap de

clusteres de Au con diferentes ligandos en disolucién.

En este caso, los clusteres estdn estabilizados electronicamente por los ligandos
que, o bien retiran carga del nicleo metdlico, o bien estdn unidos mediante

enlaces dativos.

La condicién para una estructura electrénica cerrada® formulada como

(Ls-ANXM)Z es:
n*=Nvy-M-z [Eq. 1]

donde n* representa el nimero de electrones del niicleo metdlico en una
estructura cerrada, que coincide con uno de los niimeros mdgicos (los nimeros

madgicos se corresponden con estructuras electrénicas cerradas en un campo
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medio de potencial anarmoénico y a la formacién de clisteres estables); N es el
nimero de dtomos metélicos (A) en el clister; va es la valencia atémica; M es el
nimero de electrones extraidos por el ligando X (asumiendo 1 electrén por
ligando); y z representa la carga total del complejo. Los ligandos débiles
representados por L suelen ser necesarios como proteccién estérica superficial

del niicleo del clister.

Por tanto, el tratar de combinar: a) los mencionados nimeros mdgicos
requeridos para una estabilidad electrénica de un clister, b) los requerimientos
parala Eq. 1, y ) el hecho de que los clisteres en disolucién requieran una capa
de ligando estéricamente completa, compatible con la estructura atémica del
cluster, hace que los cdlculos necesarios para satisfacer dichas condiciones sean

extremadamente complejos.

Han aparecido en la bibliografia muy pocos estudios que plantean resolver la
estructura de un cldster con métodos ab initio. Recientemente, Hikkinen y
colaboradores consiguieron determinar, mediante cdlculos de teoria del
funcional densidad (DFT) a gran escala?!, la estructura electrénica de Auyp2(p-
MBA)4 (p-MBA, dcido para-mercaptobenzoico, SC;0,.Hs), y todos los clisteres
con ligando tiolato formados por 102 4tomos de oro, asi como algunos clisteres
mds pequefios con ligandos fosfina-tiolato y fosfina-cloruro, como se muestra

en la Figura 10.

En la Tablal puede verse la variacion del bandgap para diferentes tamafios de
clister y diferentes ligandos. Se muestran también en dicha tabla, a modo de
comparacion, los valores del bandgap calculados segin el modelo de Jellium
(para clusteres con tamafios de 25 4tomos o superiores se aplica una correccién
de -0.4 eV debido a la anarmonicidad mostrada por dichos cldsteres)?. Por
dltimo se muestran también valores de bandgap calculados experimentalmente

para clisteres aniénicos libres en fase gas por espectroscopia fotoelectrénica.
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Puede observarse que, en general, el bandgap decrece a medida que se
incrementa el nimero de d4tomos en un clister, observandose por tanto una
buena correlacién entre los cédlculos de DFT y el simple modelo de Jellium y
mostrando, al mismo tiempo, que los ligando juegan un papel relativamente

secundario.
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Experimental Tedrico Modelo Jellium

Capa cerrada AQCs Gap(eV) ComplejoAQCs  Gap (eV) E,=5.32/N'" (eV)

8e (1S*1P°) Auy; (PHs),(SMe)s 1,5 2,4

Auy; (PH3);Cls 2,1 2,4
8e Auys(PH;) CL>* 1,8 2,3
8e Au,s(SMe) g 1,2 1,3*
34e (8e + 1D'°2S*1F") LYY 1,0 AugClg(PHz),4 0,8 1,0*
58e (34e + 2P°1G®) Au58 0,6 Au,yo(p-MBA) 44 0,5 0,6*
58e Auygs(SMe) gy 0,5 0,6*

Existen también numerosos estudios que demuestran que los clisteres de Au,
Ag y Cu de menos de 13 dtomos tienen una geometria plana® ** lo cual es
determinante a la hora de predecir sus propiedades. En la Figura 11 se

representan algunas de esas estructuras.

4. Propiedades de clisteres metdlicos

Los clisteres metdlicos subnanométricos presentan diversas propiedades
Unicas que los hacen de gran interés para un amplio nimero de aplicaciones. En
este trabajo se comentardn en detalle dos de ellas: la fotoluminiscencia y la

catalisis.

4.1. Fotoluminiscencia

El comportamiento molecular que presentan los clisteres de metales nobles de
un pequefio nimero de dtomos, y su bandgap similar al de los semiconductores,
da lugar a la existencia de ciertas transiciones electrénicas cuya energia varia en

funcién del tamafo del cluster®.
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La apariciéon de transiciones 6pticas con energias entre el UV-Visible y el
infrarrojo cercano, hacen de los quantum dots de metales nobles unos sistemas
con enormes potencialidades para su aplicacion como marcadores

fluorescentes en biologia o fuentes de emisién en nanoelectrénica.

Por ejemplo, la Figura 12 muestra la fluorescencia de una disolucién acuosa de
clisteres de Cu de menos de 14 dtomos excitados a 296 nm, que presentan
rendimientos cudnticos de més del 10%°. Estos cltsteres han permanecido en

disolucidn, estables, por mds de dos afios>”.

Incluso en ciertos casos en los que el rendimiento cudntico es inferior al
anteriormente comentado, los clisteres fluorescentes de metales nobles son
una buena alternativa a la utilizacion de los quantum dots de semiconductores
para marcacién biolégica. Esto no es solamente por su bajo radio hidrodindmico
ni por su naturaleza inerte, sino también por su biocompatibilidad y porque
presentan un valor muy bajo de fotoextincién, en comparacién con otros

fluoréforos orgdnicos.

Clusteres de oro dispersables en agua han sido ya estudiados como posibles

marcadores fluorescentes en experimentos biolégicos. Recientemente, por
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ejemplo, W. Parak y colaboradores describieron el uso de clisteres de oro
estables protegidos con dcido dihidrolipoico (DHLA) y conjugados con
moléculas biolégicamente importantes como el PEG (polietilenglicol), BSA

(albtimina de suero biolégico), avidina o estreptavidina (ver Figura 13)*.

Control 50 nM AuNC@DHLA 50 nM AuNC@DHLA
Normal medium Condition meditim

Los clisteres de pequerio tamafio han demostrado tener una actividad catalitica
no presentada previamente por su andlogo masivo ni por las nanoparticulas.

Esto los hace muy prometedores para su posible aplicacién como catalizadores.

Cdlculos mecanocudnticos muestran que dicha actividad es debida al bajo
nimero de coordinacién de los dtomos del clister®. Por otro lado, diversos
tipos de clisteres metdlicos han demostrado tener una gran y selectiva actividad

catalitica cuando son depositados en un soporte adecuado.

Por ejemplo, clisteres de Pt de 8-10 dtomos pueden ser utilizados como
catalizadores para la deshidrogenacién oxidativa del propano®, mientras que
clusteres de oro de 6-10 &tomos mostraron ser extremadamente activos para la

epoxidacién de propeno®’.

Recientemente, Harding et al.* estudiaron el control de la reaccién de

oxidacién de CO sobre Auy, depositado en MgO, encontrando que el centro
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catalitico en el cluster estd caracterizado por una densidad electrénica alta que

activa el O, adsorbido lo que facilita el enlace con CO.

Los clisteres subnanométricos han presentado también actividades
electrocataliticas diferentes de sus andlogos de mayor tamano®. Sin embargo,

este campo se encuentra todavia practimante inexplorado.

A lo largo de este trabajo se expondrdn los esfuerzos realizados en la presente
tesis doctoral para el estudio y entendimiento de la electrocatdlisis que

presentan los clisteres subnanométricos en algunas reacciones de interés.

Al igual que ocurre con las nanoparticulas, existen dos tipos bien diferenciados

de sintesis para cltisteres subnanométricos: top-down y bottom-up.

En el tipo de sintesis top-down los clisteres se sintetizan a partir de precursores
de mucho mayor tamafio, como nanoparticulas o metal masivo. La técnica mds
cominmente utilizada en este tipo de métodos es la de etching de
nanoparticulas. En esta técnica, los clisteres se forman como producto de la
capacidad de efching de algunos ligandos (como los tioles) que, o bien van
disgregando dtomos de la superficie de la nanoparticula, o bien la rompen en
fragmentos de menor tamafio. Esto permite obtener clisteres cudnticos estables

caracterizados por niimeros mdgicos de capas cerradas.

Por ejemplo, se ha utilizado el efching de nanoparticulas protegidas con acido
mercaptosuccinico con un exceso de glutation para sintetizar clisteres de oro de
pequefio tamafio con propiedades fotoluminiscentes (Figura 14)**. En dicho
trabajo se muestra como se pueden producir clisteres de 8 o 25 d&tomos a partir
de nanoparticulas de 4-5 nm. El tamafio del cldster final puede ajustarse

variando el pH de 3 (cldster de 25 4tomos) a 7-8 (8 &tomos).

Los polimeros multivalentes coordinados, como la polietilenimina, pueden

utilizarse también para el efching de nanocristales de oro, lo que permite
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obtener clisteres de oro con muy buenas propiedades fluorescentes y solubles

en agua®.

Route 1

by
Surface % Aurophlllc &

etching interaction

2]
)J

Nanoparticle Cluster

L L des .
{

SR s + &
= by, %
Size N o

) reduction
Nanoparticle Cluster Gold-thiolate

A diferencia del caso anterior, en los métodos bottom-up los clisteres se
sintetizan a partir de d4tomos o iones (Figura 15)'®. En este caso la técnica a
utilizar depende del tamafio de clister y de la finalidad que interese. La sintesis
de clusteres en disolucién incluye la reduccién de sales metdlicas en presencia

de ligandos de unién fuerte 3% %

39-41

o jaulas®, y el control cinético utilizado en

26, 33, 42

sintesis en microemulsién” " o en los métodos electroquimicos

p,em;iff;or + reductor ( + stabm‘zer) = %
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El método electroquimico ha sido el utilizado por la empresa NANOGAP en la
sintesis de los clusteres utilizados en este trabajo, y por tanto se explicard més en

profundidad en el capitulo siguiente (en la pdgina 44).

En la sintesis de clisteres de mayor tamafio se utiliza una gran variedad de
ligandos protectores fuertes que controlan factores como el crecimiento y la
estabilidad. El factor clave en la sintesis de clisteres pequefios es el control
cinético, basado en bajas velocidades de reaccién producidas por agentes
reductores débiles o por bajas concentraciones (microemulsiones, método

electroquimico...).

Generalmente se piensa que la sintesis de cldsteres de muy pequefio tamafio es
extremadamente complicada, debido al alto control de las condiciones
requerido para detener la sintesis y aislar los clisteres en el momento que se

forman.

Este pensamiento estd basado en la teoria de nucleacién y crecimiento, en base
a la cual, los nicleos formados durante los primeros pasos de una reaccion
quimica son estables solamente a partir de un tamafio determinado, llamado

nticleo critico.

Agrupaciones que tengan un tamafio menor al ntcleo critico, se disolverdn
espontdneamente por su alta presién de Laplace. Por encima de ese tamafio,
continian creciendo para reducir su energia superficial por diversos
mecanismos, como la autocatdlisis, Otswald ripening, etc. hasta que el

crecimiento se detiene por la accién de ligandos protectores u otras estructuras.

Sin embargo estos argumentos, que pueden ser perfectamente aplicados para la
sintesis de nanoparticulas e incluso de clisteres de gran tamafio con la misma
estructura del metal masivo, no son correctos cuando se refieren a cldsteres de

pequefio tamafio, como los producidos mediante el control cinético.

Como se menciondé previamente, un gran nimero de publicaciones, tanto
tedricas como experimentales, muestran que los clisteres de pequefio tamafio
pueden ser especialmente estables, gracias a su particular estructura electrénica

y geométrica, diferente de la del metal masivo. En estos casos no pueden
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aplicarse los argumentos macroscépicos, expuestos en la teorfa de nucleacién y

crecimiento.

Con el objetivo de explicar mejor este importante aspecto, en la Figura 16 se
muestra un grafico de la variacién de la energia libre en el proceso de formacién

de una nanoparticula en disolucién'®.

AG

reactanis

producis

A 4

reaction coordinate

Los reactivos iniciales, en la parte superior de la curva, representan los iones
metdlicos en presencia de un reductor (o, por ejemplo, el cdtodo donde tiene
lugar la reduccién en un proceso electroquimico). Los productos, en la parte
inferior, representan las nanoparticulas estables producidas. Una sintesis tipica
de nanoparticulas suele producirse con una reduccién rapida, lo que significa
que la fuerza motriz (diferencia en los potenciales electroquimicos del catién
metdlico y del reductor) es mds que suficiente para llevar el sistema de un
mdéximo de energia (reactivos) a un minimo (productos), representados como el
primer ntcleo estable (Cy) que tiene una estructura idéntica a la del metal

masivo.

Sin embargo, cuando se utilizan condiciones suaves, se producen los clisteres

estables intermedios C2, C3...etc. Por tanto, con un control adecuado de la
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cinética de la reaccién, es posible detenerla en un punto intermedio y obtener

clusteres estables de pequefio tamafio.

Siguiendo este esquema, por ejemplo, se sintetizaron clisteres de plata de
menos de 10 4tomos en microemulsiones de  bis(2-etilhexil)
sulfocinato/isooctano/agua®. La sintesis y aislamiento de clisteres de tan
pequefio tamafio se consiguid utilizando un reductor suave como el hipofosfito
de sodio. Los clisteres producidos por este método no solo demostraron ser
estable durante afios, sino que presentan interesantes propiedades

paramagnéticas y una intensa fotoluminiscencia.

De la misma manera, utilizando sintesis electroquimica, pueden sintetizarse
clusteres estables de tamafio muy pequefio y controlado. Por ejemplo, pueden
sintetizarse clisteres de Au de 2 o 3 dtomos recubiertos de PVP (N-vinil
pirrolidona), por la oxidacién de una ldmina de oro en una disolucién de PVP y
la posterior reduccién de los complejos Au-PVP formados**. Estos clisteres son
los més pequefios que pueden formarse y presentan propiedades fluorescentes

(Auy) y paramagnéticas (Aus).

Por el mismo método se pueden sintetizar clisteres de Cu de menos de 14
atomos. Estos clisteres pueden dispersarse en diferentes disolventes, son
estables por meses y presentan propiedades fluorescentes similares a aquellos

sintetizados en microemulsién®!.

Finalmente, se ha de mencionar la utilizacion de jaulas para inhibir el
crecimiento en la sintesis de clisteres de pequefio tamafio, método reportado

recientemente por Royon et al.*

En este trabajo se demostré que era posible
sintetizar clisteres de plata por irradiacién de una sal de plata presente en un

cristal con pulsos laser.

En resumen, se puede decir que la sintesis y aislamiento de clisteres de
pequefio o gran tamafio estables es posible adaptando correctamente las

técnicas comuinmente conocidas para la sintesis de nanoparticulas.

Estos clusteres, debido a sus caracteristicas moleculares, poseen propiedades

totalmente nuevas que difieren de las de las nanoparticulas o el metal masivo.
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Su estudio y caracterizacion es, por tanto, un drea muy amplia, que ha sido

motivacion de este trabajo.
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Materiales y Métodos

Esta técnica se basa en la interaccion de la radiacién con la materia. Cuando una
molécula absorbe un fotén, su energia aumenta desde un estado de minima
energia (estado fundamental) hacia un estado excitado. Si una molécula emite
un fotén, su energia disminuye. La radiacion de microondas estimula el
movimiento rotacional de las moléculas cuando absorben esa radiacién,
mientras que la radiacion IR estimula el movimiento vibracional de las
moléculas cuando la absorben. Cuando la radiacién tiene energias que caen en
el visible y el UV, pueden hacer que los electrones de ciertas moléculas y &tomos
pasen a orbitales electrénicos de mayor energia. Para dtomos estas transiciones
resultan en bandas de absorcién muy estrechas localizadas en longitudes de
onda especificas correspondientes a la diferencia en niveles de energia de las
especies que absorben. Para moléculas, las energias rotacionales y vibracionales
estdn superpuestas con los niveles de energia electrénicos por lo que pueden
ocurrir muchas transiciones con diferentes energias. Esto produce un
ensanchamiento y la formaciéon de bandas, cuyo ancho es atiin mayor en

solucion debido alas interacciones soluto-disolvente.

Para obtener informacién de un analito se mide la cantidad de energia
absorbida como consecuencia de la excitacion. Los resultados de este andlisis
suelen representarse en forma de un espectro (grafico de la radiacién absorbida

en funcién de la frecuencia o de la longitud de onda).

La espectroscopia de la radiacién electromagnética en la region de longitudes de
160-780 nm™* es muy usada en los experimentos con nanoparticulas de metales
nobles debido a que la absorcién de resonancia de plasma de las dispersiones
coloidales de estos metales ocurre frecuentemente en la regién visible® .
Dicha absorcién se observa cuando la frecuencia de incidencia del fotén
coincide con la oscilacién colectiva de los electrones de conduccién. Es por este
motivo que estas dispersiones suelen presentar colores diversos que dependen
del tamafo y forma de la nanoparticula y de la extension de la coagulacién;

estos cambios de color son muy usados para identificar los cambios quimicos
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ocurridos cuando los iones metdlicos en disolucién pasan a formar una

dispersién de nanoparticulas metédlicas.

La espectroscopia de absorcion molecular se basa en la medida de la
transmitancia T o de la absorbancia A de disoluciones que se encuentren en
cubetas transparentes que tienen un camino éptico de b cm. Normalmente, la
concentracion c de un analito absorbente estd relacionada linealmente con la

absorbancia como muestra la ecuacién (Ley de Lambert-Beer):

Esta ecuacion proporciona informacién cuantitativa de cémo la atenuacién de
la radiacién depende de la concentracion de las moléculas que la absorben y de
la distancia que recorre el rayo en el medio absorbente. Cuando la luz atraviesa
una solucién de analito, la intensidad de la radiacién disminuye como

consecuencia de la excitacion del analito:

A= absorbancia de una disolucién.

¢= absortividad molar (caracteristico de la especie).

b=longitud de la trayectoria de la radiacién en el medio absorbente.
c= concentracion de las especies absorbentes

Estos espectros UV-vis (A frente a 1) son usados para identificar o confirmar la

existencia de un compuesto y generalmente se realizan en disolucién.

El fenémeno de fotoluminiscencia ocurre cuando una especie quimica,
electréonicamente excitada, pierde su energia en forma parcial o total a través de
la emisién de fotones. Los fenémenos luminiscentes mds conocidos son la
fluorescencia y la fosforescencia, y se distinguen por los estados excitados desde

donde se produce la desactivacion al estado fundamental. El fenémeno de
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fluorescencia es un proceso rdpido, del orden de algunos nanosegundos,
mientras que la fosforescencia es un proceso mucho mds lento, en general en el

rango de los microsegundos.

La fluorescencia es un fendmeno no muy comun, pero la fosforescencia es atin
menos frecuente y estd confinado a compuestos quimicos muy especificos y

bajo condiciones extraordinarias.

Uno de los aspectos mds atractivos de esta técnica es su sensibilidad inherente,
con limites de deteccién que son a menudo tres 6rdenes de magnitud mads

pequeios que los encontrados en espectroscopia de absorcidn.

Es por esta razén que la espectrometria de fluorescencia resulta una técnica
muy poderosa en nanotecnologia, en particular, cuando las concentraciones de
trabajo son muy bajas y se encuentran por debajo de los limites de deteccién de

otros métodos.

Ciertos clisteres de distintos metales y las nanoparticulas suelen presentar
propiedades fluorescentes, por lo que esta técnica resulta un método titil de
caracterizacién, ademds de que permite establecer sus potenciales propiedades

opticas.

Ademds tanto la longitud de onda de emisién como la de excitacién de estas
particulas y clisteres dependen de su tamafio por lo que los espectros de

fluorescencia resultan una herramienta poderosa de caracterizacion.

Debe tenerse en cuenta que el espectro de fluorescencia de una sustancia
depende de su entorno, por lo que resulta importante establecer y controlar en

qué condiciones se determinan las propiedades fluorescentes.

La espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization mass spectrometry with time of flight detector) es una
técnica de espectrometria de masas de ionizacién suave acoplada a un detector

de tiempo de vuelo La caracteristica mds importante de esta técnica es su
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método suave de ionizacién que no necesita vaporizacién previa de la muestra 'y
evita la fragmentaciéon de las especies analizadas. Esto la hace ideal en la

caracterizacion de biomoléculas y cldsteres de pequefio tamafio.

En un primer paso la muestra es embebida en una matriz sélida, que a menudo
consiste de un material orgdnico y sales inorgdnicas. Luego se irradia con un
laser pulsado, el cual expulsa iones electréonicamente excitados de la matriz y

cationes.

Las técnicas de ionizacién mediante ldser se dividen en tres grupos: de
ionizacién foténica o multifoténica, de ablacién y de desorcion. MALDI es una
técnica ldser por desorcion de ionizacién suave que no necesita una
vaporizacion previa de la muestra. Para conseguir un proceso de ionizacién

eficiente y suave se deben cumplir tres condiciones bdsicas:

i. La ionizacion debe ser resonante, es decir, la longitud de onda del laser usado
debe ser adecuada para conseguir la excitacion electronica o vibracional de la
molécula usada. Para ello se usan l&seres con emision en el UV lejano o IR

lejano, respectivamente.

ii.  El “punto caliente” producido debe ser de muy corta duracién para evitar
la descomposicién térmica de la muestra, por lo que se usa un ldser con
pulsos de corta duracién (1 a 100 nanosegundos).

iii. La muestra debe ser dispersada previamente usando una matriz sélida o
liquida, asi, las moléculas de analito quedan aisladas entre si y rodeadas
de un gran nimero de moléculas de matriz, evitando de esta forma que
ocurra la asociacion entre moléculas de analito que provocaria la
formacion de complejos de alto peso molecular dificiles de desorber y de
analizar. Ademads, la matriz absorbe el exceso de energia consiguiendo un

proceso de ionizacién muy suave.

El analizador que se usa es de Tiempo de Vuelo =TOF (Time of Flight).
Introducida la muestra con la matriz en una placa de MALDI se coloca en la
fuente y se procede a un pulso intensivo de disparos laser, de longitud de onda
corta, que provocan la ionizacién del analito. Una vez conseguida esta

ionizacién y confinados todos los iones en la fuente, se aplica un voltaje de
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extraccion que hace que todos los iones salgan de la fuente de modo simultdneo.
A continuacién pasan por un campo electrostdtico acelerador lo que les hace
adquirir una elevada energia cinética que los impulsa en la direccién del Tubo
de Vuelo hacia el detector. Los iones de mayor m/z volardn a menor velocidad
que los de menor m/z. El resultado es que los iones mds pequefios alcanzan
primero el detector, seguidos en el tiempo y de modo sucesivo, por los de mayor
tamafio (suponiendo a todos de la misma carga). El tiempo usado en recorrer la
longitud del Tubo de Vuelo es proporcional a la masa, o relacién masa/carga de
los iones por lo que el sistema de deteccion es capaz de distinguir o diferenciar
las diferentes masas idnicas, con mayor resolucién cuanto mayor sea su
separacién en el tiempo (cuanto mayor sea el Tubo de Vuelo), y cuanto menor

sea la dispersion de energias de los iones formados en la fuente.

El LDI-TOF es equivalente al MALDI, solo que en este caso no se utiliza ninguna

matriz.

El Microscopio de fuerzas atémicas (AFM) consiste en un alero o cantiléver con
una fina punta o tip al final que se usa para escanear la superficie de la muestra.
El cantiléver es usualmente de algtin derivado de silicio y el fip se encuentra

formando una curvatura de radio del orden de nanémetros.

La técnica se basa en la medicién de las fuerzas de interaccion entre el tip y la
muestra. Cuando el tip se aproxima a la superficie de la muestra, las fuerzas
existentes entre ellos crean una deformacion en el cantiléver de acuerdo con la
ley de Hook. Con los equipos actuales de AFM pueden medirse con precisién
fuerzas mecdnicas de contacto, fuerzas de Van der Waals, capilares,
electrostdticas, de enlace, magnéticas o de solvatacion entre otras. También es

posible medir también otras magnitudes utilizando tipos especiales de sondas.

La deformacion del cantiléver, y por tanto la magnitud de la fuerza, es medida
usualmente utilizando un ldser puntual que se refleja desde la superficie del
cantiléver a un detector con un conjunto de fotodiodos. Otros métodos de
deteccion posibles son la interferometria éptica o el de cantilevers

piezoselectivos, aunque este es menos sensible.
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El AFM tiene diferentes modos de operacidn, los mds usuales son el contacto y
no contacto, M-AFM, que da informacién de las fuerzas magnéticas y el I-AFM,

que da informacion sobre las caracteristicas electrostdticas de la muestra.

Por su resolucidn, teéricamente del orden de 0,1 angstrom (aunque depende de
la punta) asi como por su versatilidad, es una de las técnicas microscépicas de

vanguardia, y su utilizacién cada vez es mayor en la ciencia nanométrica.

El andlisis termogravimétrico (TGA) mide la cantidad y velocidad de cambio de
la masa de un material, como funcién de la temperatura o tiempo, en una
atmésfera controlada. Las medidas termogravimétricas se usan principalmente
para determinar la composicién de materiales y predecir su estabilidad térmica.
Por TGA pueden caracterizarse materiales que exhiben ganancia o pérdida de
masa debido a descomposicién, oxidacién, desorcién, absorcion o

vaporizacion.
El andlisis Termogravimétrico nos puede dar informacién acerca de:

e Composicion de sistemas multicomponentes

e Estabilidad Térmica

e Estabilidad Oxidativa

e Tiempo de vida estimado de un producto

e C(Cinética de descomposicién de materiales

e Efecto de atmdsferas corrosivas o reactivas sobre los materiales

e Contenido de humedad y volétiles

La voltamperometria ciclica es probablemente la técnica electroanalitica mas
eficiente y versdtil para el estudio mecanistico de las reacciones electrédicas, y
suele ser el primer experimento que se lleva a cabo en un estudio
electroquimico. Constituye una extensién légica de la voltamperometria de
barrido lineal, que realiza una inversion en el sentido del barrido de potencial.

De este modo, se aplica al electrodo indicador una sefial de excitacién triangular
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como la que se muestra en la Figura 17, en la que el potencial se barre
linealmente desde un valor inicial E; hasta alcanzar un valor E,, potencial de
inversion, al cual se invierte el sentido del barrido hasta alcanzar un potencial
final Er. Como es obvio, hasta alcanzar el potencial de inversion, la rampa de

potencial es la caracteristica de la voltamperometria de barrido lineal.

Aunque el barrido de potencial frecuentemente se termina al final del primer
ciclo (Ep), puede continuarse realizando ciclos sucesivos, tal y como muestra la
Figura 17, lo que justifica que se la llame “voltamperometria ciclica”. Por otra
parte, si bien es posible utilizar una velocidad de barrido diferente en el barrido

inverso, no suele emplearse.

E ciclo 1 ciclo 2

barrido \ barridg i
dirert?"' %, inwersg ;

tiempo

En esta técnica se observan picos, en los barridos directo e inverso, que
corresponden a procesos de reduccién y oxidacién. Si el proceso rédox es

totalmente reversible, la forma y magnitud de ambos picos es idéntica.

La Figura 18 muestra un ejemplo de voltamperometria ciclica, en un sistema
reversible. Durante el barrido directo (hacia potenciales positivos en este caso)
se alcanza un valor de potencial suficientemente positivo como para provocar la
oxidacién de Fe**. Esta oxidacién da lugar a una corriente anédica que aumenta
rdpidamente, debido al rdpido aumento de la velocidad de reaccion en las
proximidades del potencial de equilibrio, hasta que la concentracién de Fe** en
la superficie del electrodo se aproxima a cero. La corriente decae a continuaciéon
a medida que se produce el agotamiento de Fe** en las cercanias del electrodo
debido a su rdpida conversién en Fe**al aumentar el sobrepotencial. Después de

invertir la direccién del barrido de potencial, la corriente neta es de oxidacion,
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hasta que el potencial aplicado se hace suficientemente negativo como para
causar la reduccién del Fe** acumulado. Dicha reduccién viene sefialada por la
aparicién de una corriente catédica. De nuevo, dicha corriente aumenta a
medida que el potencial se hace menos positivo, hasta que la velocidad de
reduccién de Fe* provoca el agotamiento de esta especie en la regién cercana al
electrodo, produciéndose por tanto la aparicién de un pico de corriente y su
posterior disminucién. Asi, el fenémeno fisico causante del pico durante el
proceso de oxidacién también da lugar a un pico de corriente durante la etapa

de reduccion (Figura 18)

Para obtener un voltamperograma ciclico se mide la corriente que pasa por el

electrodo indicador en una disolucién sin agitar durante el barrido de potencial.

A it B e o 2

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E, V vs SCE

Tal como se ha indicado, durante el barrido hacia potenciales negativos ocurre
la reduccién, mientras que en el barrido hacia potenciales positivos ocurre la
oxidacién. Ambos picos en un proceso reversible estdn situados a cada lado del

potencial formal E*:

E._+E

a c o
P P E

2

El potencial formal es, conceptualmente, similar al potencial estidndar de

electrodo. Asi, la ecuacién de Nernst se puede escribir:
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: C
Eor =Eo; +RTIN=2
il l CR
Donde Eor es el potencial reversible del electrodo del sistema en el que las

concentraciones de oxidante y reductor son Coy Crrespectivamente, y :

El =EQ, + | 7o
n VR

Siendo y, y 7x los coeficientes de actividad de ambas especies.

Si la voltamperometria comienza de un potencial hacia otro mds positivo, se
generard electroquimicamente en el medio la especie oxidada, mientras que en
el barrido inverso esta especie serd reducida. De manera que Ila
voltamperometria ciclica es capaz de generar rdpidamente una nueva especie
durante el barrido directo y a continuacién probar su existencia en el barrido
inverso. Este es un aspecto muy importante de la técnica, que le confiere un
gran poder de diagnéstico cualitativo para el estudio de las reacciones

electrédicas.

Esta es una técnica, en definitiva, cada vez mds utilizada en todos los campos de
la Quimica como método de estudio de los estados rédox, ya que permite barrer
rdpidamente un amplio intervalo de potenciales y analizar la respuesta tanto

analitica como cinéticamente para especies oxidables o reducibles.

En las reacciones electroquimicas puede existir una limitacién por transferencia
de masa de al menos una de las especies electroactivas, uno de los sistemas mds
utilizados para su estudio es el electrodo de disco rotatorio (RDE). Este sistema
de electrodo ha sido ampliamente estudiado, y tanto la hidrodindmica de los
procesos, como las ecuaciones de conveccién-difusién han sido resueltas de

forma exacta y rigurosa“.

Con este tipo de sistemas, si la velocidad de rotacién es mucho mayor que la
velocidad de barrido de la voltametria, se obtendrd solo la contribucién de la

especie electroactiva en condiciones en las que el proceso recibe suficiente
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transferencia de masa hacia el electrodo, lo que permite dilucidar si esta o no
controlado por difusién. De esta forma, es posible estudiar si una reaccién
determinada estd, en la prdctica, limitada por la difusién de la especie
electroactiva (control difusivo) o, por el contrario, si estd limitada por una

transferencia electrdonica lenta (control cinético)

Por resolucion de las ecuaciones hidrodindmicas de los procesos sobre el disco,
se han obtenido expresiones tanto de flujo radial como normal a la superficie del
mismo, asi como la concentraciéon de especies en funcién de la distancia al
electrodo. Como resultado se obtiene que la velocidad normal disminuye con la
distancia al electrodo, y la radial pasa por un méximo, para luego volver a
disminuir. Los célculos indican existe una capa de disolucién cuasiestacionaria

en las inmediaciones del electrodo (Figura 19).

Una vez determinado el perfil de velocidades de flujo, pueden resolverse las
ecuaciones de conveccion-difusién. Se considerard, por tanto, una condicion de

corriente limite en estado cuasiestacionario.

r=0 r=0
i ——— EmEETER——— y = 0
y = 0 T
)} =
=
=
T = U y
vy, r
(@) ()

Por tanto, fijando la velocidad de rotacién (w) y para una velocidad estacionaria

de flujo, se define la regién de corriente limite por:
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C(y=0)=0 y lim,_., C, = C;

donde C; es la concentracién de la especie electroactiva r; y es la distancia al

electrodo; y C; es la concentracion de la especie r en el seno de la disolucién.

Con un pulso de potencial en esta region, se obtendrd una corriente similar a la
que se obtendria en ausencia de conveccién. Sin embargo, es diferente a la
obtenida en ausencia de rotacién, que al aumentar el sobrepotencial tiende a 0,
la corriente en el RDE tiende a un valor estacionario. Aplicando esto y las
condiciones de corriente limite, puede obtenerse el valor de la corriente limite,

dado por la ecuacién de Levich.
i = 2/3 ) 1/240/6 C*
i, =0,62nFAD,"" w C,

donde w es la velocidad de rotacién en rad/s, v es la viscosidad cinemadtica de la

disolucién en cm?/s y D, es el coeficiente de difusién de la especie r.

Por tanto, esta ecuacién se aplica a toda condicién limitada por el transporte de
masa difusivo en el RDE, y predice que la corriente limite, i;, es proporcional a
C; y /2. Se puede definir entonces la constante de Levich, como i,/C} w'/?,
que es el andlogo para RDE a la constante de la corriente de difusién en

voltametria.

Esta constante tiene validez en condiciones de transferencia electrénica muy
rapida (control difusional). Por tanto puede representarse i frente a w?/?

(representacién de Levich) obteniéndose una linea recta.

Sin embargo, en procesos con una transferencia electrénica lenta (control

1/25erd una curva que tenderé al

cinético), la representacién de i frente a w
limite i = i; a medida que w'/? - o, siendo i, la corriente en ausencia de
cualquier efecto debido al transporte de materia (corriente cinética), como se

representa en la Figura 20.
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i / Levich line (ig = ')

ix S i independent of "2

En procesos de cinética lenta de primer orden, se podrd aplicar estrictamente la
ecuacion de Koutecky —Levich:
1 1 1 1 1

—=—+—=—

ix iy i 0,62nFAD*Pw1/2\1/5C;

. 1 1 . .
Por tanto, la representacién de — frente a — deberia dar una linea recta, cuya
L w

ordenada en el origen permitiria calcular los pardmetros cinéticos (i ).

A modo de resumen, utilizando el RDE pueden diferenciarse dos tipos de
reacciones: Las controladas por difusién, en las que la transferencia electrénica
es muy rdpida, con representaciones de Levich lineales. Por otro lado, las que
siguen un control cinético, con una trasferencia electrénica lenta, cuyas
representaciones de Levich no son lineales. Para las controladas por una
cinética de primer orden, las representaciones de Koutecky —Levich son lineas

rectas cuya ordenada en el origen permite calcular parametros cinéticos.

La electroquimica es un método interesante de sintesis de clisteres debido a
que las condiciones de crecimiento se pueden establecer directamente en

funcién del potencial o densidad de corriente aplicados, lo que permite
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conseguir un buen control del tamafio final de las particulas por ajuste

adecuado de dichos pardmetros.

El método empleado para la sintesis fue propuesto inicialmente para
nanoparticulas por Reetz*’, quien describié un procedimiento electroquimico
que permitia obtener nanoparticulas de Pd en el intervalo de tamafios de 2 a 4
nm. Este procedimiento se basa en una electrélisis efectuada en condiciones
galvanostdticas en la que se disuelve anddicamente una ldmina del metal de
interés y los cationes se reducen sobre un cdtodo inerte generando
nanoparticulas estabilizadas en presencia de sales de tetrabutilamonio. Las
ventajas de este método son la elevada pureza de las nanoparticulas obtenidas y

el control del tamafio que se logra ajustando la densidad de corriente usada.

Para llevar a cabo este proceso se necesitan dos electrodos en una disolucién
electrolitica, la cual tiene que estar seca, libre de oxigeno y contener un
electrolito soporte, como una sal de tetraalquilamonio, que actia a su vez como
estabilizador de las nanoparticulas metalicas. El &nodo es un electrodo del metal
del que se quieren preparar las nanoparticulas en su forma masiva (electrodo de

trabajo) y el cdtodo es un electrodo de platino (contraelectrodo) Figura 21.

El proceso, bdsicamente, es el siguiente:

Anodo: Metprue — Met™ + ne

C4todo: Met™ + ne” + estabilizador — Met np/ estabilizador

Metyruto + estabilizador — Met np/ estabilizador

Se aplica una densidad de corriente constante sobre el dnodo para lograr la

oxidacién anddica con disolucién del metal y formacién de cationes (proceso
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inverso al de electrodeposicion). Inicialmente se forman una serie de complejos
de este catiéon metdlico con el i6n amonio estabilizante que son transportados
hasta las proximidades del cdtodo, donde son reducidos para generar los
llamados “ad-dtomos”, los cuales sufren agregacion en presencia de
estabilizantes dando dispersiones de nanoparticulas estabilizadas. Si se usa un
disolvente que no es adecuado para dispersarlos, las nanoparticulas pueden

precipitar en el medio.

La formacién de los ad-4tomos tiene lugar segtin el siguiente mecanismo*®:
M — M™ + ne
Ml’l+ + XL- — [MIJX] (n-x)+

[ML,]"™* + ne’ — Maq

ANODO @ ecATODo

-

R
9 ®8 o>

complejos ¢
ad-atomos

B @e_o

nucleacicén

- precipitacion

Este método electroquimico se modific6 para permitir la generacion de

26, 33, 42, 48

clisteres (en primer lugar, en nuestro grupo de investigacion y con

46



Materiales y Métodos

posterioridad en la empresa NANOGAP). Actualmente permite sintetizar
clusteres de varios metales entre los que se pueden mencionar Au, Ag, Pt y Cu,

algunos de los cuales serdn estudiados en este trabajo.

Los espectros UV-Vis se realizaron en un espectrofotometro de arreglo de diodos
HEWLETT-PACKARD, modelo 8452A utilizando cubetas de cuarzo Hellma
111-QS de 1 cm de paso 6ptico.

Se midi6 en un rango de longitudes de onda entre 190 y 800 nm. Los espectros se
tomaron utilizando como blanco el disolvente en el que se encuentra la muestra

problema, H,O MiliQ en todos los casos.

Los estudios de fluorescencia se realizaron en un espectrofotometro de
fluorescencia Cary Eclipse Varian. Se utilizaron las mismas cubetas que para los
andlisis de UV-Vis.

Los estudios de fluorescencia 3D se llevaron a cabo realizando espectros de
emision entre 220 y 600 nm, excitando de 10 en 10 nm en un rango de longitudes
de onda entre 190 y 300 nm. EIl resto de los espectros se midi6 en el rango de
longitudes de onda de emisién y excitacion indicadas en el experimento en

cuestion.

Se tomaron, al igual que en el caso anterior, espectros de los blancos, y se

sustrajeron de los de la muestra a la hora de representar los espectros.

Las medidas de AFM se llevaron a cabo utilizando un microscopio XE-100 de
Park Systems. Se utilizaron puntas ACTA de silicio recubierto de aluminio de

Park Systems, con una frecuencia de resonancia de 325 KHz y =10 nm de ancho.
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Las medidas de AFM se llevaron a cabo con el objetivo de determinar la altura de
los clusteres.

Para ello, se utilizé el modo de no contacto utilizando alta resolucién en el
desplazamiento vertical de la punta. La resolucién en Z es de = 10 pm, suficiente
para la determinacion precisa de la altura de los cldsteres. Sin embargo, la
resolucién XY que posee el equipo, debido tanto a la vibracién de la punta como
al grosor de la misma (10 nm), no es suficiente para caracterizar dichos clisteres
en esta dimension.

Para la preparaciéon de la muestra se depositaron 10 pl de la disolucién de
clisteres en estudio sobre una placa de mica y se evapord el disolvente. A
continuacién se lavo la superficie con agua Mili-Q y se purgé con N, para
eliminar pequefias particulas de polvo o artefactos.

Antes de llevar a cabo la medida de los cldsteres se hizo un blanco con mica para

comprobar su planaridad y limpieza.

Los espectros LDI-TOF y MALDI-TOF se obtuvieron utilizando un
espectrometro de masas BRUKER modelo Autoflex disponible en los servicios

generales de la Universidad de Santiago de Compostela.

Ambos tipos de espectros se llevaron a cabo utilizando una longitud de onda
laser de 337 nm y una frecuencia de repeticion de 50 Hz. El espectro se adquirid
en modo Reflector entre los 0 y 4 kDa de rango de masas. Las muestras se
depositaron en una placa de acero y, después de su secado, se alinearon con el

laser.

En el MALDI se utilizé DHB (2,5-4cido dihidroxibenzoico) como matriz.

Los andlisis de espectroscopia de absorcién atémica fueron realizados por el
Profesor Antonio Moreda, del grupo de investigacion de la Profesora Pilar
Bermejo Barrera, del departamento de quimica analitica de la facultad de

quimica, en la Universidad de Santiago de Compostela.
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El andlisis Termogravimétrico se realizé en una termobalanza Perkin Elmer TGA
7/DX utilizando crisoles de Pt. El mismo se utilizé para determinar el contenido
de oro de la solucion de AgAQCs, valor que fue comparado con el obtenido por
espectroscopia de absorcion atémica. Para realizar las medidas, los clisteres de

Au se depositaron sobre carbén activo.

La deposicidn se realizé mezclando 160 ml de disolucién de AgAQCs (4 mg) con
16 mg de carbén activo (20% wt) en un bafio de ultrasonidos de Fisher Scientific,
a una frecuencia de 35 kHz durante 6h a una temperatura de 30°C.
Posteriormente se centrifugé la suspensiéon en una centrifuga Bhekman, y se

sec6 a 60°C durante toda la noche.

Para llevar a cabo la medida se depositaron aproximadamente 4 mg del sélido
Au/C en el crisol de Pt. La muestra se sometié a un calentamiento programado
con una rampa de temperaturas de entre 50°C y 800°C a una velocidad de
10°C/min. La tltima etapa consistié en mantener la muestra a 800°C hasta masa
residual constante, lo que aseguré la completa degradacién del C. Todo el

proceso fue realizado en atmdésfera de O,.

Las pruebas electroquimicas se realizaron utilizando un potenciostato-
galvanostato Voltalab PGZ-100. Los electrodos de referencia utilizados fueron
suministrados por la empresa Radiometer. El bafio de ultrasonidos utilizado en
todos los procesos, marca Fisher Scientific, se utiliz6 a una frecuencia de 35 kHz.
Los electrodos de GC (carbono vitreo) utilizados fueron GC-RDE (adaptables
para electrodo rotatorio) de PINE instruments, con un limite de rotaciéon de
2500 rpm.

Todos los estudios electroquimicos se realizaron utilizando una celda
electroquimica convencional de vidrio de un compartimento, compuesta por un
disco de carbono vitreo (¢=5 mm, A=0,196 cm?) recubierto con la muestra, como
electrodo de trabajo, una ldmina de platino como contraelectrodo y un

electrodo de Ag/AgCl/KCl (3 M) como referencia. Todos los potenciales, salvo
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que se especifique lo contrario, se informan respecto al electrodo de referencia
de hidrégeno (vs RHE).

Dado que las técnicas electroquimicas tienen un elevado grado de sensibilidad,
debe evitarse la presencia de especies no deseadas capaces de interferir en las
mediciones. Por este motivo, se llevé a cabo un estricto protocolo de limpieza

del material de vidrio utilizado.

Para ello se sumergié el material de vidrio en 4cido sulfdrico concentrado
durante toda la noche. Posteriormente al aclarado, se hirvié en agua durante
unas 3 horas para eliminar los sulfatos residuales. Por tltimo, se lavé con

abundante agua antes de su uso.

Previo a la deposicién de la muestra sobre el electrodo de carbono vitreo se
limpié la superficie con agua regia (HNO; y HCI 1:3). Este paso tiene como
objetivo eliminar cualquier resto de metal que pueda haber difundido en el GC.

Por ultimo se realizé el lavado con abundante H,0 MiliQ.

Una vez limpio, el electrodo se pulié con vigorosidad utilizando papel de lija
(#2000) seguido por dos mezclas de alimina (0,3 pm y 0,05 pm) y agua sobre
discos de pulir. A continuacién, el electrodo se sumergié en un bafio de
ultrasonidos durante 10 min para eliminar los restos de alimina y se lavé con

abundante agua.

Tras el lavado se realizaron 3 voltametrias ciclicas (CV) en HCIO4 1M, entre 10
mVy 1700 mV vs RHE a 20 mV/s, para comprobar el estado del electrodo, con el

fin de detectar cualquier posible impureza remanente.

Antes de depositar la muestra, se colocaron 5 pl de dcido sulftirico concentrado
sobre el electrodo limpio durante 5 minutos tras lo cual se lavé con abundante
agua. El objetivo del tratamiento con dcido es hacer mads hidrofilica la superficie

del electrodo mejorar el grado de dispersién de la muestra.

Previo a la deposicién, las muestras se introdujeron en un bafio de ultrasonidos
durante 10 minutos para optimizar el grado de dispersion. Se utilizé agua con

hielo para minimizar la velocidad de evaporacién del solvente.
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Por ultimo se deposito la cantidad deseada de muestra sobre el electrodo y se
dejo secar a temperatura ambiente cubierta de una ctipula de vidrio con una
Unica salida lateral. Esto evita la contaminacién y alarga el tiempo de

evaporacion, lo que permite optimizar la calidad del depdsito

Todos los estudios electroquimicos se realizaron a temperatura ambiente.

La muestra de clisteres de Au (AuAQCs) utilizada en este capitulo fue
suministrada por la empresa NANOGAP. Se sintetiz6 en base a una modificacion
del método electroquimico. La muestra contiene una cantidad incierta de cation

metdlico en disolucion.

La muestra de clisteres de oro se caracterizo utilizando: espectroscopia UV-Vis,
espectroscopia de fluorescencia en 3D, AFM, LDI-TOF, espectroscopia de

absorcion atémica y TGA (Capitulo 3, seccién 2)

Se utilizaron en dichos estudios 4 tipos de muestras de oro: Hilo de Au
policristalino, NPs de Au comerciales de E-TEK, AuAQCs y HAuCl,.

Todos los estudios electroquimicos se realizaron siguiendo el método general

descrito en la en la pagina 49.

Todas las muestras de oro fueron caracterizadas por voltametria ciclica. Para
ello se utilizé HCIO4 0,1M como electrolito soporte, se desoxigené purgando Ar
durante 30 min y se realizaron 3 barridos entre 200 mV y 1700 mV a 10 mV/s bajo
atmosfera de Ar. Se comprobé la constancia en la respuesta voltamétrica
haciendo estas medidas antes y después de los estudios de HOR. No se observé
diferencia alguna en ninguno de los casos, por lo que se decidid hacer las
mismas después de la HOR con el objetivo de mantener intacta la superficie del

catalizador en el momento de medir su actividad.

51



Materiales y Métodos

La electrooxidacién de hidrégeno se estudié en medio dcido, utilizando como
electrolito soporte HCIO, 0,1M. La disolucién de HCIO4 0,1M se desoxigend con
Ar durante 30 min y a continuacion se burbujeé H, durante 20 min. En todas las

medidas realizadas se mantuvo la atmdsfera de Ho.

La velocidad utilizada en todos los casos, salvo que se especifique lo contrario,
fue de 10 mV/s.

Las medidas para NPs de Au, AuAQCs y HCIO, se realizaron utilizando un
electrodo de disco rotatorio (RDE), con el objetivo de evitar el efecto de difusion

de analito en las actividades medidas.

En este caso, a diferencia de lo descripto para el método general, el electrodo de
trabajo fue un hilo de Au policristalino. Previamente a la utilizacion de este hilo,

se lavé con HNOj3 para eliminar impurezas y luego con abundante H,O MiliQ.

Una vez limpio, y saturada la disolucién con Hy, se realizaron 70 ciclos sucesivos

de potencial entre -10 mVy 1400 mV a 10 mV/s.

Estas medidas fueron realizadas por triplicado.

Sobre el electrodo se depositaron 20 ul de disolucién de NPs Au/C (1 mg/ml,

20% wt Au/C) siguiendo el procedimiento general explicado en la pdgina 49.

Una vez limpio, y saturada la disolucién con Hy, se realizaron 70 ciclos sucesivos

de potencial entre -10 mVy 1400 mV a 10 mV/s.

Estas medidas fueron realizadas por triplicado.

Sobre el electrodo se depositaron 15 pl de disolucién de clisteres de oro (25
mg/l, 0,5 pg) siguiendo el procedimiento general explicado en en la pdgina 49
con el objetivo de conseguir una buena dispersién en el electrodo. Debido a la

utilizacién de electrodo rotatorio, se decidié depositar una monocapa de
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Nafion® (5 y1l, 0,025%) sobre la muestra seca para evitar posibles pérdidas de

catalizador.

Una vez preparado el electrodo y saturada la disolucién con H, se realizaron 40
voltametrias ciclicas entre -10 mV y 790 mV a 1600 rpm. A continuacién, y con el
objetivo de comprobar la estabilidad de la sefial, se realizaron 70 voltametrias,

en el mismo rango de potenciales, a 1600 rpm.

Por dltimo, una vez estabilizada la medida, se analizé la dependencia de la
densidad de corriente con la velocidad de rotacién, para lo que se realizaron
sucesivas voltametrias ciclicas a 225, 400, 625, 900, 1225, 1600 y 2025 rpm.

Estos experimentos fueron realizados por triplicado, utilizando en todos los

casos muestra recién depositadas.

Debido a la presencia de iones metdlicos en la muestra de clisteres, se decidié

estudiar el comportamiento de los mismos frente a la HOR.

Por tanto se deposit6 sobre el electrodo 40 pl de disolucién de HAuCl, (25 mg/],
0,5 pg) siguiendo el procedimiento general explicado en en la pdgina 49. Debido

a la utilizacion del electrodo rotatorio, se decidié depositar una monocapa de
Nafion® (5 pl, 0,025%) sobre la muestra seca para evitar posibles pérdidas de

catalizador.

Una vez preparado el electrodo y saturada la disolucién con H; se realizaron
diferentes voltametrias ciclicas entre -10 mV'y 790 mV a 1600 rpm. No se obtuvo
respuesta, por lo que se decidi6 realizar 3 CV desde 0,2 V hasta 1,7 V, seguidos

de 2 nuevos barridos entre -10 mVy 790 mV a 1600 rpm.

La aparicién de senal al llevar a cabo estos barridos motivo la realizacién de
nuevos ensayos. Con el objetivo de determinar la existencia de un posible
proceso de activacién a un potencial determinado, y obtener dicho potencial, se

realizaron barridos sucesivos desde 0,2 Vhasta1,2V,1,4Vy 1,7 V.
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Se logré activacion solamente a 1,7 V, por lo que se realizaron 15 series de
cronoamperometrias a 1,7 V durante 2 min seguidas de 2 CV entre -10 mV y 790
mVa 1600 rpm.

Por tltimo, se realizaron 35 CV entre -10 mV y 790 mV a 1600 rpm para

comprobar la estabilidad de la sefal.

Estos experimentos, al igual que los anteriores, fueron realizados por triplicado,

utilizando en todos los casos muestra recién depositada.

Las muestras de clusteres de Ag, AgAQCs y AgAQCs sin iones, utilizadas en este
capitulo fueron suministradas por la empresa NANOGAP. Se sintetizaron de
acuerdo a una variante del método electroquimico. La muestra contiene una

cantidad incierta de cation metdlico en disolucion.

La muestra de clisteres de plata se caracterizé utilizando: espectroscopia UV-
Vis, espectroscopia de fluorescencia, AFM, MALDI-TOF y espectroscopia de

absorcién atémica.(Capitulo 4, seccion 2)

Todos los estudios electroquimicos se realizaron siguiendo el método general

descrito en la en la pdgina 49.

Para la caracterizacién electroquimica de los AgAQCs se depositaron 20 pl de
disolucién de AgAQCs (~99% superficie del GC cubierta, 0,5ug Ag) sobre GC. Se
realizaron 3 CV en H,SO4 1M desde -0,4 V a 1 V a una velocidad de 20 mV/s. Se

realizaron las mismas CV con GC limpio a modo de comparacién.

Para la caracterizacién de la disolucidn de clisteres sin iones, se depositaron 240
ul de disolucion 0,3 mg/1 (~15% de la superficie del GC cubierta, 0,072 pg Ag) de
disolucion de clisteres filtrados sobre GC. Se realizaron 3 CV en H,SO4 1M desde
-0,4 V a1V a una velocidad de 20 mV/s. Posteriormente, con el objetivo de

ampliar el rango de potenciales de estudio, se realizaron 3 voltametrias desde -1
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V a 1,6 V a una velocidad de 20 mV/s. En todos los casos, se realizaron las

mismas CV con GC limpio a modo de comparacidn.

Para el andlisis de las soluciones de AgNOs, se depositaron 240 pl de disolucién
0,3 mg/l (~15% de la superficie del GC cubierta, 0,072 ng Ag) de disolucion de
clusteres filtrados sobre GC. Se realizaron 3 CV en H,SO, 1M desde -0,4ValVa
una velocidad de 20 mV/s. Se realizaron las mismas CV con GC limpio a modo

de comparacion.

Los experimentos de electrocatdlisis que se exponen a continuacién se
realizaron con vistas a su aplicacién en sistemas biolégicos. Dichos
experimentos fueron realizados en colaboracién con el grupo de investigacion

de Gustavo Egea, en la Universidad de Barcelona.

Para los estudios en medio dcido, se utilizé como electrolito soporte H,SO4 1M,
mientras que para los estudios en medio bdsico se utilizé NaOH 1M. Todos los
experimentos para los clisteres de plata se realizaron en atmésfera de N, salvo
que se especifique lo contrario. Todas las disoluciones utilizadas se
desoxigenaron purgando N, durante 30 min salvo que se especifique lo

contrario.

Sobre el electrodo se depositaron 20 pl de disolucion de clisteres de plata (25
mg/l, 0,5 pg) siguiendo el procedimiento general explicado en la en la pagina 49,
cantidad calculada para obtener una deposicién cercana a la monocapa de

clusteres.

Una vez preparado el electrodo se realizaron 30 CV entre -200 mV y 500 mV en
una disolucién de electrolito soporte (disolucién blanco) a una velocidad de 75
mV/s. El objetivo de este paso es limpiar la superficie y obtener una voltametria

con sefial estable.

Posteriormente se realiz una voltametria de barrido lineal (LSV) entre -200 mV
y 300 mV, a una velocidad de 50 mV/s, y se tom6 como blanco ([etanol]=0 M). A
continuacion, se afiadié el etanol necesario para alcanzar una concentracién

igual a 5 M, y se repiti6 la LSV en las mismas condiciones ([etanol]=5M).
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También se realizé este experimento utilizando como electrodo de trabajo un
electrodo de carbono vitreo limpio, sin modificar, para comprobar que la

respuesta obtenida se debe a la presencia de los clisteres.

Con el objetivo de estudiar la actividad electrocatalitica en funcién de la
concentracion, y siempre utilizando disolucién electrolito fresca y muestras
nuevas, se repitié el mismo procedimiento para las concentraciones finales de
etanolde2 My 1 M.

Tras medir la actividad electrocatalitica frente a la concentracion, el paso
siguiente fue comprobar su dependencia con la velocidad de reaccion. Para ello
utilizando una concentracién de etanol fija ([etanol]=5M) se realizé el mismo
procedimiento anterior variando la velocidad de las LSV a 20 mV/s y 10 mV/s.
En todos los casos se utilizaron muestras nuevas y disolucién de electrolito

fresca. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Con el objetivo de determinar posibles pérdidas de catalizador, se realizaron
experimentos depositando 5 ul de Nafion® 0,025% (una monocapa) sobre los
clusteres depositados y se repitieron los experimentos para 50 mV/s y diferentes
concentraciones de etanol. Los resultados mostraron que no hay pérdida de
catalizador, por lo que para los clisteres de plata, todos los experimentos se

realizaron sin Nafion®.

Una vez estudiadas la electrocatdlisis en medio 4cido y bésico, el siguiente paso
es el de comprobar si dicha electrocatdlisis ocurre en medio fisioldgico, en el
que se encuentran las células vivas. Para ello se preparé una disolucién tampén
de fosfato salino, PBS (137 mM Nacl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPO, y 2 mM
KH,PO, a pH 7.4). El PBS se utilizé como electrolito soporte en concentracién
IM. Se realizaron experimentos de electrooxidacién siguiendo la misma
metodologfa explicada en la seccién anterior pero, esta vez, para tres
concentraciones bajas de etanol: 20 mM, 100 mM y 500 mM. Estas son las
concentraciones de interés en el medio celular. La velocidad de barrido fue en

todos los casos 50 mV/s.
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Aligual que en caso anterior, los experimentos se realizaron por triplicado, hasta

conseguir constancia de la medida.

Tratando de comprobar si la repuesta electrocatalitica se limita al etanol, o se
puede extender a otros alcoholes primarios con efectos nocivos en el organismo,

se estudio la actividad electrocatalitica de metanol y butanol.

Con dicho objetivo, y teniendo en cuenta la concentracién usual en medio
celular para el metanol, y la solubilidad en medios acuosos, para el butanol, se
realizaron experimentos andlogos a los explicados en las dos secciones
anteriores. Se utiliz6 una dnica concentracién de 50 mM de metanol y 25 mM de

butanol.

Al igual que en los casos anteriores, los experimentos se realizaron por

triplicado.

En un afdn por extender el potencial de los clisteres de plata al méaximo, se
ampli6 el estudio de electrocatdlisis a otros agentes nocivos en las células como

los peréxidos.

Para ello, tras las CV de limpieza y estabilizacién explicadas en la en la pdgina 49,
se realizaron voltametrias ciclicas a 50 mV/s entre +300 mV'y -1100mV, tanto en
medio dcido (H,SO4 1M) como en medio fisiolégico (PBS 1M), en diferentes

condiciones.

En primer lugar se realiz6 la CV en electrolito desoxigenado con N, para luego
burbujear O, durante 20 min y volver a repetir dicha CV. Posteriormente se
afiadié 0,25 mM de H,0, y se volvieron a medir voltametrias andlogas al caso

anterior, con y sin O, en el medio.

Los estudios de la electrocatdlisis fueron realizados por el grupo de Gustavo
Egea de la Universidad de Barcelona, colaboradores en este trabajo. Para més
informacion de los métodos utilizados puede consultarse la publicacién de J.

Selva et al.®®
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Los experimentos de electroforesis fueron realizados en colaboracién con el
grupo del profesor Fernando Dominguez, en la facultad de medicina de la

Universidad de Santiago de Compostela.

En esta seccion se realizaron electroforesis utilizando 3 tipos de geles de agarosa
(Type II: Medium EEO, Sigma) 1,5% en TAE (Tris-acetato 40mM, EDTA 1 mM),
NaCl 1mM y NaClO4 ImM.

Para la realizacién de la electroforesis los geles se sumergieron en todos los

casos en la disolucién electrolitica que los forma.

Todas las electroforesis se llevaron a cabo aplicando un potencial de 60V el
tiempo indicado. Los geles fueron examinados en el GelDoc® a una longitud de

onda de excitacion de 254 nm.

Con el objetivo de comprobar la viabilidad del método, se llevé a cabo la mezcla
de disolucién de AgAQCs con glicerol (7:3). Se obtuvieron espectros UV-Vis de la
muestra antes y después de haber estado 5 min depositada en uno de los

pocillos de un gel de 1,5% de agarosa sumergido en TAE.

Se realizaron tres tipos de experimentos de electroforesis variando las
disoluciones de electrolito: TAE, NaCl y NaClOy, a pH 8. Se depositaron 20 pl de
mezcla AgAQCs/glicerol (7:3) en 3 pocillos (extremos y medio) del gel. Se corri6

la electroforesis durante 40 min. Se hicieron medidas a los 20 min y a los 40 min.

Estos experimentos se realizaron por duplicado.

La muestra de AgFAQCs en H,0 fue suministrada por la empresa NANOGAP y

fue caracterizada utilizando espectroscopia de UV-Vis, fluorescencia y AFM.

Con el objetivo de comprobar si la fluorescencia de los AGFAQCs era detectada

por el GelDoc® se depositaron 10 pl sobre un portaobjetos y se midi6 su senal.

58



Materiales y Métodos

Una vez comprobada la posibilidad de deteccion de los clisteres, se realizaron
tres tipos de experimentos de electroforesis variando las disoluciones de
electrolito: TAE, NaCl y NaClO,, a pH 8. Se depositaron 20 pl de mezcla
AgAQCs/glicerol (7:3) en 3 pocillos (extremos y medio) del gel. Se corrié la

electroforesis durante 40 min. Se hicieron medidas a los 20 min y a los 40 min.

Estos experimentos se realizaron por duplicado.

En primer lugar se determind la posibilidad de utilizar los AGFAQCs en ausencia

de glicerol, haciendo un experimento andlogo al explicado en la seccién 2.3.1.1.

Se realizaron experimentos de electroforesis en dos tipos de disolucién
electrolitica, NaCl y TAE. En NaCl se aplicé el potencial 10 min y se midié la
fluorescencia, mientras que en TAE se aplic6 40 min y se midié la fluorescencia a

20 min y 40 min.

Se realizaron dos disoluciones stock de Rodanina (Rh) y AgNO; (122,45 mg/1y 50
mg/l respectivamente) en acetonitrilo. Se mezclaron diferentes cantidades de
las mismas para obtener, en un volumen final de 5 ml, diferentes relaciones de

Rodanina e iones:
Rh:Ag"=1:0/1:0,25/1:0,5/1:0,75/1:1/1:1,15/1:2/1:3/1:4

Inmediatamente después de preparadas, las muestras mostraron un color rojo
intenso, de intensidad creciente con la concentraciéon de Rodanina y se

almacenaron durante 48 h con el fin de observar el cambio de color.
Posteriormente, se realizaron 9 disoluciones mas de relacién Rodanina/iones:

Rh:Ag"=1:0/1:1/1:1,5/1:2/1:3/1:4/1:5/1:6/0:1
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Se caracterizaron todas las muestras utilizando espectroscopia de absorcién
UV-Vis. Se dejaron en reposo 4 h luego de lo cual se centrifugé a 9000 rpm
durante 20 min. Se midié la absorcién UV-Vis del sobrenadante de la

centrifugacién.

Para comprobar la posible interaccién de la Rodanina con los clisteres, se
decidié hacer una electroforesis en TAE, de la misma manera explicada en la

pégina 58.

En 3 pocillos se depositaron 20 ul de 3 disoluciones, todas ellas mezcladas con
glicerol (7:3): Rodanina en acetonitrilo (Stock); Rodanina en acetonitrilo (Stock)
(7 ul) y AgFAQCs (7 pl); y Rodanina en acetonitrilo (Stock) (7 pl) y AgNO; en H,O
(7 pb).

Se corri6 la electroforesis durante 20 min y se hicieron medidas de

fluorescencia.

Las extracciones se llevaron a cabo utilizando ciclohexano y diclorometano.
Todas las extracciones se realizaron con ambos disolventes para todas las

muestras, por triplicado y siguiendo el mismo procedimiento general.

Una alicuota de 10 ml de la muestra se extrajo 3 veces con 10 ml de disolvente
(3x10 ml) utilizando un embudo de decantacién. La fase acuosa se llevé a un
rotavapor para eliminar restos de disolvente orgdnico y posteriormente se
diluy6 otra vez a 10 ml. Las fases orgdnicas combinadas se concentraron en el
rotavapor y se llevaron también a 10 ml. Ambas fases, acuosa y orgdnica, se
caracterizaron de la misma manera que la muestra inicial por espectroscopia
UV-Vis.

El estudio del efecto producido al secar la fase orgdnica con sulfato sédico
anhidro se llevé a cabo realizando una extraccién con ciclohexano de acuerdo al

método general.
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Antes de la concentracion en el rotavapor, a las fases orgdnicas combinadas se le
afiadié sulfato sédico anhidro hasta que se observé que no se agregaba (sefial de

que no habfa trazas de agua).

Posteriormente, se filtré la disolucién a gravedad utilizando un embudo con
algodon y se concentré en el rotavapor para llevarla a 10 ml. La disolucion se

caracterizo de la misma manera que las anteriores.

El estudio del efecto de la extraccion utilizando ultrasonidos se llevé a cabo
realizando una extraccién con ciclohexano de acuerdo a lo descripto en el

método general.

Luego de cada extraccidn, y previo a la separacion de las fases, se llevé a cabo un
tratamiento de ultrasonidos durante 20 minutos. Posteriormente se aplic6 el
procedimiento habitual. Las fases orgdnicas combinadas, una vez llevadas a 10

ml, se caracterizaron por UV-Vis.

El ADN utilizado en este trabajo fue ADN gendémico de Bacillus licheniformis
extraido y purificado por el Dr. Jose Manuel Ageitos Martinez, del grupo del Prof.
Tomas Gonzalez Villa, de la Facultad de farmacia de la Universidad de Santiago

de Compostela, segtin el procedimiento explicado en la Tesis Doctoral®

La concentracién del ADN se midié por espectroscopia UV-vis utilizando el
espectrofotémetro de microvolimenes Nanodrop ND-1000, que permite medir
2 pl de muestra directamente. Los valores se analizaron con el programa ND-
1000 V3.7.

Con el objetivo de comprobar la interaccion del ADN y los AgAQCs, se
mezclaron 2 disoluciones de ADN y AgAQCs de 17.5 mg/l durante 12h con

agitacién suave.

Posteriormente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 1% en TAE a 90 V.

En uno de los pocillos se colocaron 20 pl de la mezcla ADN/AgAQCs y en el otro
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ADN libre. Tras 40 min se tifié el gel con bromuro de etidio, y se midi6 la

fluorescencia.

Se realizaron caracterizaciones por espectroscopia de absorcién UV-Vis y
fluorescencia de: AGAQCs (17 mg/l y 0,2 mg/l de Ag total), AgNOs,q (17 mg/l),
AgAQCs sin iones (0,1 mg/l) y ADN (100 mg/l, 50 mg/1, 17 mg/l, 2 mg/l, 0,1 mg/1
y 0,05 mg/1)

Para observar el comportamiento de las diferentes muestras a la luz, se
depositaron 10 ml de AgAQCs (17 mg/l y 0,2 mg/1 de Ag total), AgNO3(q (17
mg/l) y AgAQCs sin iones (0,1 mg/]) en viales transparentes durante 34 h.

Se midieron espectros de UV-Vis y fluorescencia a tiempos: 0 h, 2h 30 min, 5h 45
min, 9h 15 min, 22h 45min y 33h 45min.

Para observar la evolucién a 4°C de la muestra de AgNOsnq (17 mg/l), se

depositaron 10 ml en vial opaco y se almacend en la nevera durante 34 h.

De la misma forma que antes se midieron espectros de UV-Vis y fluorescencia a
tiempos: 0 h, 2h 30 min, 5h 45 min, 9h 15 min, 22h 45min y 33h 45min.

Para observar el comportamiento de las diferentes muestras bajo atmésfera de
0., se depositaron 10 ml de AgAQCs (17 mg/l y 0,2 mg/l de Ag total), AGNO3(q)
(17 mg/l) y AgAQCs sin iones (0,1 mg/l) en viales transparentes y se satur6 la
disolucién por burbujeo de O, durante 20 min. Posteriormente las muestras se

dejaron bajo la atmésfera del mismo gas.

La muestra de AgNOs3(,q) se almacend 34 h. Se midieron espectros de UV-Vis y
fluorescencia a tiempos: 0 h, 2h 30 min, 5h 45 min, 9h 15 min, 22h 45min y 33h

45min.

Las muestras de AgAQCs y AgAQCs sin iones se almacenaron 20h. Se midieron

espectros UV-Vis y fluorescencia a los tiempos inicial y final.
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Las didlisis se realizaron utilizando cartuchos de didlisis de Pierce (Slide-A-
Lyzer®), de 3.5 kDayde 7 kDa.

Se realizaron 2 didlisis con cada casete de ADN/AgAQCs y también de
ADN/AgNO3 como blanco.

Las muestras de didlisis de ADN/AgAAQCs y ADN/AgNO; se prepararon
mezclando dos disoluciones, una de AgGAQCs 0 AgNO3 (2,5 ml, 17 mg/]) y otra de

ADN (2,5ml, 17 mg/1). Se mantuvieron con agitacién suave durante 12 h.

Todas las didlisis se llevaron a cabo siguiendo la misma metodologia. El
cartucho con la muestra problema se sumergié en 4 disoluciones diferentes por
un periodo de 24 h cada una. 1- H,O MiliQ; 2- H,O MiliQ; 3- NaCl 1M; 4- NaCl
0,1M.

Tras haberse llevado a cabo las 4 didlisis, se extrajo la mezcla del interior de la
membrana y se calent6 a 95°C durante 6h, con el objetivo de desnaturalizar el
ADN, separar la doble hebra y de esta forma liberar lo que en ella pudiera estar
intercalado (AgAQCs). Tras ese tiempo, la muestra se llevé a 0°C para impedir la
renaturalizacion de la doble hélice, y evitar que los clisteres vuelvan a quedar
atrapados. Una vez a 0°C, la muestra se introdujo nuevamente en el cartucho de

didlisis, y se sumergi6 en H,O durante otras 24 h.

Se midieron espectros de UV-Vis y de fluorescencia de todas las fases acuosas

externas de la didlisis asi como de la fase interna final.

Todas las fases acuosas se almacenaron en nevera, en viales opacos. 10 ml de
cada una se dejaron a la luz durante 24 h en viales transparentes. Se midieron

espectros de UV-Vis y fluorescencia a los tiempos inicial y final.
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HOR sobre AuAQCs

Lejos quedan los tiempos donde el oro era considerado el mds noble de los
metales y totalmente inactivo " >, Recientemente se ha encontrado que cuando
se reduce el tamafio a menos de 10 nm, el oro es capaz de catalizar un gran
nimero de reacciones, tales como oxidacion de CO y otros compuestos

orgdnicos®?, formacién de enlaces C-C® e hidrogenaciones y

d59-61

deshidrogenaciones con gran selectivida , entre otras.

Desde los descubrimientos de la oxidacion de CO a baja temperatura por Haruta

l. 62

et al.” y de la hidrocloracién de acetileno a cloruro de vinilo por Hutchings et

al®® se han realizado numerosos esfuerzos, tanto teéricos®*® como

66-68

experimentales , para tratar de entender los principios escondidos tras la

actividad catalitica de nanoparticulas de oro.

Por desgracia, a dia de hoy no se tiene un concepto unificado sobre el origen de
esta actividad catalitica, existiendo varias teorias contrapuestas. Sin embargo, la
inmensa mayoria de las teorias existentes se ponen de acuerdo al asegurar que
tanto la presencia de d&tomos con bajo nimero de coordinacién, como una

interaccion adecuada con el soporte utilizado, son dos de los factores clave.

Una cuestion importante a resolver es la influencia del tamafio de particula en la
actividad catalitica, especialmente por debajo de los 5 nm®. En un experimento
reciente, Haruta y colaboradores trataron de dar una respuesta a esta
pregunta7°. Demostraron que NP de oro de 1,3 nm (alrededor de 55 d4tomos)
presentan unas 30 veces mds actividad que NP de 5,5 nm frente a la disociaciéon
de hidrogeno. Sin embargo, cuando las actividades se normalizaron en funcién
del nimero de dtomos en la periferia de la particula, ambos tamafios de NP
mostraban una actividad similar. Este hecho, parece indicar que la actividad
catalitica es debida a los dtomos presentes en la periferia de la particula,

independientemente del tamarfio de la misma.

A parte de factores geométricos (superficie/volumen), existen factores

electrénicos que pueden tener una gran influencia en la actividad catalitica.
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Estos factores electrénicos se hacen mucho mds importantes cuando la

particula presenta un tamafio por debajo del nanémetro.

Tomando esto como base de partida, podemos hacernos la siguiente pregunta:
;qué influencia puede tener en la actividad catalitica el hecho de que el tamarfio
de las particulas se encuentre en el intervalo subnanométrico? Esta pregunta
viene motivada por el hecho de las nuevas propiedades que aparecen en
particulas, o cldsteres cudnticos atémicos (AQCs), en este intervalo de tamafios,

tal como se explicé en el capitulo de Introduccién.

En el afio 1985 Hutchings y colaboradores observaron una extraordinaria
actividad catalitica en la oxidacién de CO por clisteres de oro de 10 &tomos y un
tamafio de 0,5 nm’". Este hecho, aparentemente contrario a la supuesta escasa
actividad catalitica del Au encontrada hasta entonces, abrié un debate en la
comunidad cientifica acerca de las propiedades cataliticas de este metal, que a

dia de hoy atn no ha sido resulto.

Es necesario comentar que el avance en el estudio de la actividad catalitica de
clisteres cudnticos subnanométricos, desde la aparicion del estudio de
Hutchings —algunos afios mds tarde corroborado por Haruta- estuvo limitando
en gran medida por la dificultad de obtener AQCs subnanométricos mediante
métodos de sintesis sencillos por via himeda, tales como los que se dearrollaron
en las ultimas décadas para la sintesis de nanoparticulas, que permitieron

obtener particulas muy monodispersas tanto en tamafio como en forma.

En este trabajo se presenta un primer estudio de catdlisis realizado con una
muestra de clisteres de oro menores de 10 4tomos sintetizados en disolucion

acuosa por la empresa NANOGAP.

Para este estudio se eligi6 la reaccién de electrooxidacién de hidrogeno (HOR),

por los motivos que se mencionan a continuacion.

El hidrogeno es el mejor combustible tanto desde el punto de vista de contenido
energético, como de impacto ambiental. Por este motivo, la HOR se ha
convertido en un tema de gran interés en el desarrollo de sistemas tales como
las células de combustible. El mejor catalizador que se conoce hasta este

momento para este tipo de reacciones es el Pt, pero tiene el inconveniente de
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envenenarse ficilmente con el CO™, subproducto de la reaccién de produccién
de Ho. Por ello, las propiedades cataliticas antes mencionadas de los clisteres de
Au en la oxidacion del CO, lleva inmediatamente a pensar en la posibilidad de
que estos clusteres puedan desempefiar un papel importante como

catalizadores de la HOR.

Pese a los descubrimientos de Hutchings y colaboradores, no existen
practicamente estudios experimentales de HOR sobre clisteres de oro. Mds
concretamente, que sepamos, solamente existe un estudio realizado por Lee et

al. ® de la HOR realizada con oro nanométrico.

Conviene indicar finalmente que, Zanchet et al. mostraron muy recientemente,
mediante estudios tedricos, que los clisteres planos de Au presentaban muy

buena actividad frente a la disociacién de H,"*.

Por todo ello, al objeto de determinar el comportamiento catalitico de clisteres
de pequefio tamafio en la reaccion de HOR, se realizaron estudios de esta
reaccién en presencia de clisteres de menos de 10 d4tomos, cuyos resultados

serdn explicados en este capitulo.

La muestra de clisteres de oro fue sintetizada por la empresa NANOGAP
utilizando una variante del método electroquimico propuesto inicialmente por

26, 33, 42,48 en el

Reetz'’, y modificado posteriormente en el grupo de investigacién
que se enmarca la presente tesis doctoral (Materiales y métodos, seccién 1.8).
Conviene indicar que no se ha utilizado ningtin tipo de surfactante en dicha
sintesis y que las disoluciones utilizadas contienen, tinicamente, clisteres de Au,

sal de Auy cloruro sédico (1 mM) utilizado como electrolito soporte.

En primer lugar, el trabajo se centr6 en la caracterizacién de los clisteres de oro,
con el objetivo de determinar la estabilidad y el tamafio de los mismos. A tal

efecto, y siguiendo el procedimiento visto en la pagina 51, los clisteres de oro se

69



HOR sobre AuAQCs

caracterizaron utilizando espectroscopia de absorcién atémica, andlisis
termogravimétrico (TGA), microscopia de fuerzas atémicas (AFM),
espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de fluorescencia y espectrometria de

masas por desorcién/ionizacién laser (LDI-TOF).

Las medidas de espectroscopia de absorcién atémica dieron como resultado
una concentracion de dtomos de oro en la muestra de 25 mg/l, resultados

concordantes con los obtenidos por TGA.

La espectroscopia UV-Visible es una de las técnicas de caracterizacién mds
utilizadas para nanoestructuras de oro. Las nanoparticulas de oro esféricas
presentan una banda plasménica alrededor de 520 nm™. Esta banda se ve
desplazada a longitudes de onda mayores a medida que la particula ve
incrementado su tamafio o cambia de forma, apareciendo en este caso nuevas
bandas plasménicas como consecuencia de la asimetria de forma. Asi mismo, la
posicién de la banda plasménica cambia dependiendo del poder oxidante o
reductor del ligando unido a dicha particula. Sin embargo, para particulas
menores de ~1,5 nm (Introduccién, seccién 2), dicha banda plasménica
desaparece. A medida que se reduce el tamafio, primero aparecen bandas de
absorcién continuas decrecientes, con pequefios hombros, similares a las de los
semiconductores. Esto es tipico de cldsteres grandes, mientras que para
clisteres de pequefo tamafo aparecen bandas de absorcién bien definidas que

recuerdan a las bandas de absorcién moleculares® 6.

La Figura- 22 presenta el espectro de absorcién UV-Vis de la muestra de
clisteres de oro tal como fue recibida en el laboratorio (Au inicial), mostrando
una tnica banda de absorcién, que termina en 320 nm, tipica de algunos
clisteres con comportamiento semiconductor (Introduccién, seccién 3). Se
observan también tres bandas bien diferenciadas a 220 nm, 265 nm y 270 nm,
caracteristicas, por tanto, de clisteres de pequefio tamafio. No se observa banda
plasménica alguna, por tanto no existen particulas en disolucién mayores de 1,5

nm.

Se puede realizar una primera estimacién del bandgap de estos clisteres, con
comportamiento tipicamente semiconductor, a partir del valor de la longitud de

onda en el que comienza a crecer la banda de absorcion, es decir, alrededor de
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320 nm (3,9 eV). Aplicando el modelo de Jellium'?, se puede obtener, a partir de
este valor del bandgap, que el nimero de dtomos, N, que contienen por término

medio los clisteres es:
N=[Ep/ (Eg+5)]* =2 0 3 dtomos

siendo Er = energia del nivel de Fermi del Au (5,3eV), E,= bandgap de los
clisteres (3,9 eV) y & = factor anarmoénico (= 0,4V). La correccién introducida en
este modelo a través del factor anarmoénico, tiene en cuenta la influencia que
tienen los ligandos en el bandgap (Introduccidn, seccién 3). En la Tabla 1 se
mostraron los valores de los bandgaps para algunos clisteres de oro con
diferentes ligandos calculados a partir del modelo de Jellium y su comparacién
con los valores derivados mediante calculos “ab initio” utilizando la teoria del
funcional de densidad. Los célculos teéricos permiten obtener, por ejemplo,
que el valor del bandgap del clister Au;, varia fuertemente con el ligando,
teniendo un valor de 1,5 eV para ligandos tiolato (SMes) y 2,1 eV para ligandos
Cr.

Por otro lado, tal como se mencioné anteriormente, el modelo de Jellium es una
estimaciéon muy simple que no tiene en cuenta la interaccién de posibles
ligandos u otros efectos sobre el bandgap y, por lo tanto, proporciona el mismo
valor en los dos casos, 2,4 eV. Debido a que los clisteres de oro utilizados en este
trabajo se encuentran en un medio que contiene NaCl, es muy probable que se
encuentren unidos a iones Cl" y que, por lo tanto, su valor de bandgap difiera del
obtenido por el modelo de Jellium. Por esta razén, al objeto de minimizar el
error cometido al no tener en cuenta los ligandos en este modelo se puede
introducir un factor de correccién, mediante la anarmonicidad del potencial
usado en el modelo de Jellium, que tenga en cuenta la diferente interaccion de

los ligandos.

Se puede observar asimismo en la tabla anterior que, salvo los casos de mayor
influencia de los ligandos, el modelo de Jellium proporciona una buena
aproximacion del tamafio del bandgap de los clusteres y, por lo tanto, puede ser
utilizado para la estimacion aproximada del tamafio del clister a partir de su

bandgap.
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La Figura 23 presenta los espectros de emisién fluorescente de la muestra de

clusteres de oro a varias longitudes de onda de excitacién entre 230 y 300 nm.
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Pueden apreciarse dos bandas de emisién, una muy clara centrada a 300 nm
(4,16 eV) y otra, menos intensa, sobre 350 nm (3,5 eV). Ambas muestran el
maximo de excitacion a 230 nm. Realizando una estimacién segtin el modelo de

Jellium, al igual que en el caso anterior, se obtiene como resultado que dichas
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emisiones se corresponden con Au, y Aus respectivamente, lo que esta de

acuerdo con los resultados de espectroscopia UV-Vis.

En la Figura 24 pueden verse los espectros LDI-TOF en modos positivo y
negativo. Estos espectros muestran la presencia de tres picos mayoritarios a m/z
=467, 591 y 984, correspondientes con [Au;NaClO], Au; y Aus respectivamente
(donde m es la masa y z es la carga). Pueden observarse también, pero con
menor intensidad, dos picos a m/z = 1182 y 1378 correspondientes a Aug y Auy,
asi como trazas de m/z = 1575 y 1173, correspondientes a Aug y Aug. No se
detectaron mds picos a mayores valores de m/z, permitiéndonos limitar el

tamafio médximo de los clisteres presentes en disolucion a Aus.

Por tanto, los resultados de la espectrometria de masas estdn en concordancia
con los de espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia, mostrando la presencia de
Au,, Aus y Aus como especies mayoritarias, y, en mucha menor medida, de Aug y
AU7.

Las técnicas espectroscépicas empleadas no permiten diferenciar si los clisteres
poseen estructuras 2D o 3D. Sin embargo, existen estudios tedricos que
muestran que la estructura mds favorable de los clisteres de menos de 13
dtomos, es una estructura plana o 2D**#*, Para confirmar este aspecto se decidi6
realizar una nueva caracterizacion mediante medidas de microscopia de fuerzas

atémicas (AFM) de los clisteres depositados en una superficie de mica.

En la Figura 25 puede observarse, por esta técnica, la presencia de los clusteres
depositados sobre una superficie de mica (como comparacion se muestra en la
Figura 26 una imagen de AFM de una superficie de mica limpia). La excelente
resolucién Z del AFM (= 10 pm) permite la determinacién de la altura de estas
islas de Au con resolucién atémica. Dicha determinacién muestra la presencia
de wuna distribucién bimodal, con valores de 0,3 nm y 0,5 nm,
correspondiéndose con 1 o 2 &dtomos de Au de altura. Teniendo en
consideracion estos resultados, pueden asociarse estas islas a agrupaciones de
clisteres 2D, o planos. Las islas de 2 &tomos de altura pueden deberse a bicapas
de clisteres 2D, ya que si fueran clisteres 3D, tendrian que tener una altura
superior Por lo tanto, se comprueba que los clisteres presentes en disolucion

son planos, o 2D.
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En la siguiente seccién se describird el comportamiento electrocatalitico que
exhiben los AuAQCs respecto a la HOR y se comparard su comportamiento con

el que presentan una sal de oro, AuNPs e hilo de Au.
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Como se vio anteriormente en la introduccién, no existe en la bibliografia
ningtin estudio que demuestre la actividad electrocatalitica frente a la HOR del
oro masivo ni de las nanoparticulas de gran tamafio. El tinico ejemplo que se
conoce se limita a nanoparticulas de 4 nm, que tienen que ser activadas
utilizando ultrasonidos y electroquimicamente. Estas particulas no muestran

practicamente actividad si no se realizan dichas activaciones’.

Por lo tanto, se decidié comprobar en primer lugar la actividad de un hilo de Au
(oro masivo) y nanoparticulas de 30 nm en la HOR, siguiendo el procedimiento

explicado en la en la pdgina 52.

En primer lugar, se realizé una voltametria ciclica (CV) en HCIO,4 0,1M, con el
objetivo de comprobar el estado del hilo de oro, ya que serd el mismo medio que
se utilice mds adelante para examinar la HOR. Se pueden observar en la Figura
27 los picos de adsorcion de OH, tipicos del Au, alrededor de 1V, y los picos
correspondientes a la formacién de 6xidos sobre los diferentes dominios
cristalinos por encima de 1,4 V, asi como el pico de reduccién de los mismos a
1,15V

Posteriormente se sumergié 1cm del hilo de Au en una disolucién de HCIO4
0,1M saturada con Hy, y se realizaron sucesivos ciclos de potencial entre -10 mV
y 1400 mV respecto al electrodo de referencia de hidrogeno (RHE).
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Puede verse en la Figura 28 como tras 70 ciclos no se encuentra actividad
apreciable en el intervalo de potenciales seleccionado, obteniéndose unas
corrientes muy bajas, incluso teniendo en cuenta la gran superficie de oro

sumergido. Por tanto se demuestra la inactividad del oro masivo frente ala HOR.
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Para el estudio electroquimico de las nanoparticulas de Au se utilizaron AuNPs
de 30 nm (suministradas por la empresa E-Tek Inc. depositadas en carbén
activo) y se depositaron sobre GC-RDE. Al igual que en el caso anterior, se

realizé primero un estudio por CV para caracterizar la superficie (Figura 29).

El perfil voltamétrico de las AuNPs utilizadas se corresponde con el tipico para
nanoparticulas de oro, observdandose la reduccién de las especies oxidadas a
1,15 V7.

Como puede verse en la Figura 30, de forma similar a lo observado en el caso del
hilo de Au, en 70 barridos de potencial entre -10 mVy 790 mV en una disolucién
de HCIO; 0,1M saturada con H; no se observa ninguna actividad

electrocatalitica frente ala HOR.
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Una posible explicacion a la falta de actividad, tanto del oro masivo como de las
nanoparticulas de gran tamafio (30 nm), puede encontrarse en la publicacién de
Conway y colaboradores’. En dicha publicacién, se argumenta que la reaccién
de oxidacién del hidrogeno tiene lugar a través de un estado intermedio que
implica la disociacién del mismo. Se atribuye la inactividad del Au masivo a la
incapacidad de éste para disociar el enlace H-H, siendo de este modo inactivo

frente a la oxidacion.
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Una vez estudiada la HOR sobre hilo de Au policristalino y nanoparticulas de 30

nm, el siguiente paso consistio en el estudio de la misma sobre AuAQCs.

Debido a que nuestro principal interés se centra en la actividad intrinseca de los
AuAQCs sin ningtn tipo de interaccion con el soporte, se decidié utilizar un
soporte inerte, en este caso, un electrodo rotatorio de carbono vitreo (GC-RDE).
Por tanto, se deposité una gota de disolucion de clisteres de Au (15 pl, 0,375 pg
de Au total) sobre un electrodo de GC. En contraste con una superficie
completamente plana como es la de la mica (Figura 26), la superficie del
carbono vitreo es muy rugosa por tratarse de hojas de grafeno interconectadas y
orientadas al azar’” %, El drea geométrica del electrodo de disco rotatorio del
carbono vitreo (GC-RDE) es de ~ 0,2 cm? El drea de mica impregnada fue
aproximadamente del mismo tamafo. Suponiendo que la disoluciéon de
AuAQCs penetra unos 10 nm en el GC se impregnarfan 3,6 cm” de GC con dicha
concentracion de cluisteres (el drea superficial volumétrica del GC es 1800 m?
cm™)®! lo que indicarfa que la superficie ocupada por los clisteres seria 18 veces
mayor que el drea geométrica. Como la profundidad de esta penetracion
depende de la hidrofilicidad del GC, se procedié a la oxidacién del GC antes de
depositar los clusteres, al objeto de aumentar dicha hifrofilicidad. Por otro lado,
la ausencia de cualquier tipo de surfactante o estabilizador en la dispersién de
AuAQCs permite mantener inalterada la hidrofilicidad del sistema, por lo que se

espera que los AuAQCs probablemente penetren més de 10 nm.

Por otro lado, la uniformidad del depésito formado depende de la velocidad de
evaporacion de la gota de disolucién depositada sobre el GC. Cuanto mds lenta

sea esta evaporacién, mayor uniformidad tendr4 el depésito formado®.

Por tanto, una combinacién de una gran drea de impregnacién, una
evaporacién lenta y baja concentracién de AuAQCs (menos de 1,18 ug cm™),
contribuye a disminuir la probabilidad de la formacién de agregados de los
clusteres que irfa en detrimento de su actividad catalitica, si es que la hubiera ya
que, teniendo en cuenta los resultados anteriormente mostrados en este
capitulo y los comentados en la bibliografia, para particulas de 4 nm™, la

existencia de esos agregados deberia influir solamente en una disminucién de
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las actividades cataliticas, porque al aumentar su tamafo y hacerse similares a
las nanoparticulas serfan inactivos en el intervalo de potenciales en el que se

pretende trabajar.

La HOR se estudié mediante CV en el intervalo de -10 mV a 790 mV, en una
disolucién de HCIO4 0,1M saturada con H,. Se utilizé para ello un sistema de

electrodo rotatorio (RDE) y la velocidad de rotacién fue fijada a 1600 rpm.

En la Figura 31 puede verse la actividad para diferentes ciclos consecutivos. La
actividad es practicamente indetectable para los primeros ciclos pero aumenta
con ciclos consecutivos de potencial hasta alcanzar un valor estacionario a
partir del ciclo 34, alcanzando valores de densidad de corriente de 5,030 mA/cm?
a 260 mV. Este hecho indica que tiene lugar algtin proceso de activacién en este

intervalo de potenciales.

Las densidades de corriente estdn normalizadas utilizando el drea electroactiva
de Au sobre el electrodo. Este valor fue calculado a partir del pico de reduccién
presente en la CV de los AuAQCs depositados sobre GC, realizada en una
disolucién blanco de HCIO, 0,1M antes de las medidas electrocataliticas (Figura
32). Por integracion del pico de reduccién, se obtiene la carga del proceso, y
utilizando un factor de conversién de 420 pC cm?, caracteristico de las especies

de Ay, se obtiene el drea electroactiva®.
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Una vez estabilizada la densidad de corriente, se realizaron ciclos de potencial a
diferentes velocidades de rotacion, con el objetivo de obtener informacién sobre

la cinética del proceso.

En la Figura 33 puede verse la dependencia de la densidad de corriente con la
velocidad de rotacién. Puede observarse un mdximo a 260 mV y una
disminucién de la densidad de corriente a potenciales mayores que alcanza
valores practicamente nulos por encima de 800 mV. Por otro lado, se observa
que los barridos catédicos de potencial no alcanzan valores de densidad de

corriente tan altos como los anédicos.

Este decrecimiento de la densidad de corriente, asi como la histéresis en los
ciclos de potencial, indican un cambio significativo de la superficie del

catalizador con la consecuente inhibicién de la HOR.

Las nanoparticulas y los clisteres 2D son considerablemente mds reactivos que
sus equivalentes masivos, entre otras razones, porque tienden a compensar su
incremento de energia superficial con uniones fuertes a agentes pasivantes,

tales como oxigeno o especies hidroxilicas.
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La CV de la Figura 33 muestra claramente un proceso de oxidacién que tiene
lugar alrededor de 250 mV, (ver ampliacién). El proceso de inhibicién observado
en la HOR podria estar asociado a la adsorcion de OH’, que comienza a partir de
0,3V (Figura 32). Este hecho estd de acuerdo con lo observado en las
representaciones de Levich, donde la corriente limite no sigue una dependencia
lineal con la raiz cuadrada de la velocidad de rotacién a ningin potencial
(Figura 34).

La no linealidad de las representaciones de Levich, indica que no existe control
por difusién y que, por tanto, puede tratarse de adsorcién de especies sobre el
electrodo que inhiben la reaccién. Un fenémeno andlogo ha sido publicado con
anterioridad para nanoparticulas de Au en el mismo electrolito”, asf como para

otros metales, como el Ru®.

Al analizar la dependencia de la densidad de corriente con la velocidad de
rotacién puede observarse una tendencia no lineal en la misma. Este resultado
sugiere un importante control cinético de la HOR sobre AuAQCs. Aun no siendo

lineales a potenciales bajos, las rectas de Koutecky-Levich (' vs. w/?)

son
perfectamente lineales a potenciales mayores de 150 mV, con pendientes

practicamente constantes, como puede verse en la Figura 35.
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De estas representaciones podemos deducir la existencia de una corriente

difusiva con una contribucién cinetica constante en las proximidades del
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Por otra parte, la pendiente de las representaciones de Koutecky-Levich no

varian con el potencial, demostrando de esta forma la validez del tratamiento

aplicado. Este hecho sugiere una cinética favorable. Puede hablarse entonces de

un control mixto en la reaccion de HOR sobre AuAQCs.
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La inversa de la ordenada en el origen de las representaciones de Koutecky-
Levich a un valor dado de potencial, es la corriente que deberia haber sido

obtenida a ese potencial en ausencia de efectos de transporte de materia (jkin)-
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En la Figura 36 se muestran los valores de jki, frente al potencial. Como puede
verse, la forma de la curva es muy parecida a la expuesta en la Figura 33, donde
las corrientes de oxidacién alcanzan un méximo a 260 mV. Por ello, y en
concordancia con lo observado hasta ahora, este maximo no puede ser asociado
a limitaciones en el transporte de materia, sino a algtin proceso de inhibicién
sobre la superficie del catalizador, probablemente asociado a la adsorcién

superficial de OH".

No se realizé un test de estabilidad especifico de la HOR sobre AuAQCs, sin

embargo después de 70 ciclos la actividad permanece constante.

Es importante resaltar la gran diferencia encontrada entre los mdximos de
densidad de corriente para los AuAQCs y para las nanoparticulas de 4nm
estudiadas por Lee et al.”. La de los clusteres es de 5,030 mA/cm? mientras que
la de las nanoparticulas es de 1,280 mA/cm®. Esto indica claramente la mayor

eficiencia catalitica de los cldsteres que las nanoparticulas.

A la vista de estos resultados se puede plantear una serie de cuestiones, como

por ejemplo: ;Qué proceso de activacion tiene lugar con los clisteres?. ;Por qué,
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al contrario de lo que sucede con las nanoparticulas, es suficiente este intervalo

de potenciales y no es necesario llegar a potenciales mds catédicos?...

Estas preguntas, no s6lo son importantes por su interés cientifico bédsico sino
que resultan fundamentales por el impacto que pueden tener a la hora de
disefiar cualquier sistema electrocatalitico basado en oro con potenciales

aplicaciones tecnoldgicas.
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Debido a que la disolucién de partida de AuAQCs contiene también sal de oro es

necesario realizar una comprobacién de su actividad frente a la HOR.

Para tal propésito, y siguiendo la metodologia explicada en la en la pdgina 53, se
utilizé un electrodo GC-RDE modificado HAuCl, (6,10 pg/ cm?). En primer lugar,
y al igual que en los estudios anteriores, se registro la CV de HAuCly/GC cuyos
resultados se muestran en la Figura 37. De la misma manera que para el estudio
de los AuAQCs, para el cdlculo de las densidades de corriente se utilizé el drea

del pico de reduccién de especies oxidadas de Au .

La actividad frente a la HOR se midié de la misma manera y en el mismo
intervalo que para el caso de los AuAQCs. Sucesivos ciclos en el intervalo de
potenciales estudiados para los clisteres no muestran actividad alguna, por lo

que se comprueba que la actividad vista anteriormente es debida a la accién de
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los clusteres. Sin embargo, extendiendo el intervalo de potenciales hasta 1,7 V,
se puede apreciar un aumento de las corrientes en el barrido catédico, lo que

indica la presencia de un pico de HOR similar al observado para los clisteres.
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Se realizaron entonces barridos sucesivos hasta 1,2 V, 14 V y 1,7 V,
observindose que unicamente cuando se llega hasta los 1,7 V tiene lugar esta

activacion. Se observé una disminucién del pico de oxidacién de las especies de
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Au correlacionada con un incremento en la actividad catalitica frente a la HOR
(Figura 38).

En vista de ello, se estudi6 el proceso de activacién de HAuCl,/GC llevando a
cabo sucesivas amperometrias a 1,7 V durante 2 min en HCIO4 0,1M saturado
con H,, seguido de voltametrias entre -10 mV y 790 mV a 1600 rpm. Se puede
observar un claro aumento de la actividad frente a la HOR después de cada
amperometria. Esta actividad se estabiliza en un valor de 2,825 mA/ cm?,

después de alrededor de 13 amperometrias, como puede verse en la Figura 39.
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Pueden apreciarse en la Figura 39 dos maximos diferentes en la curva de HOR,
uno de ellos alrededor de 200 mV y el otro alrededor de 325 mV. Este hecho

podria indicar la existencia de dos centros activos diferentes.

Una posible evidencia de la existencia de dos tipos de centros activos puede
obtenerse analizando los valores médximos de densidad de corriente obtenidos
para la sal y los clisteres, siendo 2,825 mA/cm® y 5,030 mA/cm®
respectivamente. Puede verse que la actividad mostrada por la sal es intermedia
entre la de los clisteres y la determinada por Lee et al.”® para nanoparticulas de

4 nm (1,280 mA/cm?). Por tanto, se podria pensar que el proceso de activacion
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de los iones consiste en la formacién de particulas con tamafios intermedios
entre los tamafios subnanométricos de los AQCs y los 4 nm, o bien una mezcla
de dos especies. La disminucién de la corriente de oxidacién que se aprecia en la

Figura 38 apoya la formacién de clisteres activos frente a la HOR.

Ademds de la diferencia del proceso de activacién y de la actividad catalitica
mdxima que existe entre la sal y los clisteres, otra diferencia significativa se
aprecia cuando se realizan barridos sucesivos sin ningtin proceso de activacion
a 1,7 V. Mientras que para los cldsteres la aplicacién de barridos sucesivos da
como resultado corrientes constantes, para la sal, una vez activada, puede
observarse (Figura 40) una disminucién de la corriente y una pérdida casi

completa de la actividad al cabo de 30 barridos.
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La primera pregunta que surge respecto al comportamiento electrocatalitico
observado para AuAQCs es: ;por qué tienen que ser activados los clisteres para
la HOR?

Para encontrar una respuesta a esta pregunta, debemos fijarnos en las
propiedades semiconductoras de los AQCs, teniendo en cuenta el valor del

bandgap obtenido para los cldsteres aqui estudiados. Como se demostré al
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principio de este capitulo, los clisteres utilizados se componen de muy pocos

dtomos y, por tanto, el valor de su bandgap es relativamente grande.

Como estamos tratando con una reaccién de electrooxidacion es légico pensar
que el bandgap puede tener una gran influencia en dicha reaccién. En la Figura
41 se puede ver un esquema de cémo las propiedades electrénicas de los

clisteres estan relacionados con la HOR.

€/Vsue Catalisis de Electrooxidacion: HOR Efev
metales/nanoparticulas VS Au clisteres semiconductores |

Au metal T— N,: Nivel de FermidelAuld 5.3
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En esta figura se muestra la posicién del bandgap para diferentes tamafios de
clusteres de Au en dos escalas, a la derecha la absoluta en eV, y a la izquierda la
relativa tomando como referencia al electrodo estdndar de hidrégeno (Esug).
Para mayor simplicidad, la densidad de estados (DOS) para las bandas de
valencia (VB) y conduccién (CB) se representan esquemdticamente como
pequeiias cajas que indican la indertidumbre respecto a estos valores. También
se representan el nivel de Fermi del Au (5,3 eV), situado en el medio del bandgap

de los AuAQCs, asi como el potencial redox de la HOR (Ered/ox) (4,5 €V).
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Para que la HOR tenga lugar, el catalizador debe ser capaz de aceptar en su CB el
electron desprendido en la oxidacién y, por lo tanto, esta CB tendria que estar
situada por debajo del E.q4/0x de la HOR. Puede verse en la figura que para
clusteres de pequefo tamafo (valores altos del bandgap) esto no sucede. La CB
en este tipo de clusteres estaria por encima del E eq/0x de 1a HOR vy, por tanto, el
aceptar un electrén de la oxidacién no es un proceso favorable. Sin embargo,
cuando crece el tamafio del cluster, se reduce el bandgap y, por tanto, llegard un
momento en que la CB esté por debajo del E.eq/0x, siendo factible la HOR. La

pregunta surge por si sola ;de qué tamafo critico estamos hablando?

Teniendo en cuenta las condiciones experimentales, el potencial rédox de la
HOR seria Ereq/0x= 0,03 V. Analizando la Figura 41, el bandgap maximo (BGnay)

que podria tener un clister para ser activo frente ala HOR seria:
BGax= 2 X[ Ereasox(HOR) + A1 =2x(0,03 + 0,8) = 1,7 eV

Siendo A = Eg - Esyg = 5,3 - 4,7 = 0,8 eV, donde Eg= 5,3 eV representa el nivel de
Fermi del Au y Esyg = 4,7 eV el potencial estdndar de hidrégeno en escala

absoluta.

Por tanto, el BGnax para que un clister sea activo frente a la HOR deberia ser de
1,7 eV, mucho menor que el bandgap de los clisteres presentes en la disolucién
de estudio. De esta manera se justifica que los clisteres inicialmente no sean

activos frente a la HOR.

Teniendo en cuenta que el bandgap decrece con el niimero de 4dtomos?, y
utilizando una vez mds el modelo de Jellium, puede calcularse el niimero de

dtomos que deberia tener un clister para que su bandgap sea igual al BGpax:
N <= [5,3/(1,7+0,4)]® = 16 4tomos

El resultado de aplicar el modelo de Jellium da como resultado que el tamafo
minimo de cldster con actividad para la HOR es de 16 dtomos. Sin embargo, tal
como se comenté anteriormente, este modelo es muy simple y no tiene en

cuenta la influencia de ligandos y otras interacciones en el bandgap.

Para una estimacién mds rigurosa, pueden utilizarse los resultados publicados

recientemente por Hakinen y colaboradores®': Mediante calculos de la teoria del
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funcional densidad, estos autores mostraron que los valores de bandgap del
clister de Au;; pueden variar en el intervalo de 1,5 eV a 2,1 eV, presentando el
Auys con ligandos similares un bandgap de 1,8 eV. Por tanto, se puede establecer
un intervalo de N = 10-15 d&tomos como tamafio méaximo para que un clister sea

electroactivo frente ala HOR.

En la Figura 41 se ha representado también de forma esquemadtica el otro factor
comentado anteriormente que hay que tener en cuenta para explicar las
propiedades electrocataliticas del Au y que se refiere a la dificultad del proceso
de disociacion del hidrégeno sobre el oro -tanto en forma masiva como en
forma de nanoparticulas-, delimitando de esta forma, no solo un tamafio
minimo, sino también un tamafio méximo que estaria definido por la “nobleza”
del Au.

En efecto, Hammer y N orskov°! mostraron, mediante cdlculos autoconsistentes
del funcional densidad, que el H, no se puede disociar sobre oro metdlico (ya
sea masivo o como nanoparticula metdlica). Esto sucede porque, al contrario de
lo que pasa con otros metales “menos nobles” como Pt y Ni, el Nr del Au estd
situado por encima de la resonancia antienlazante H 1s-Au 6d, por lo que la
aceptacion de un electrén implicaria llenar los estados antienlazantes y crearfa

repulsién entre el Hy el Au.

La posicién de la resonancia antienlazante estimada por Hammer y Norskov (=
6,0 eV) estd representada también en la Figura 41. Puede observarse que
clusteres de gran tamafio, y, por lo tanto, bandgaps pequefos (>~ 50 &tomos; BG
<~ 1-1,5 eV), tendrdn su VB por encima de la resonancia antienlazante. La
existencia de una VB por encima de la resonancia antienlazante, al igual que
para el Au masivo y nanoparticulas (Er Au), hace que los electrones puedan
llenar estos estados antienlazantes, lo que implicaria la repulsion entre el Au y el
H y no permitiria la necesaria unién del Au al H para su posterior oxidacién
catalitica, haciendo de esta forma que resulten inactivos frente a la HOR. Por lo
tanto, solamente los cldsteres de tamafio inferior a ~ 50 &tomos son capaces de
enlazar H al estar su VB por debajo de la resonancia antienlazante. Apoyando
este hecho conviene recordar que existen numerosas publicaciones teéricas que

demuestran que, contrariamente a las nanoparticulas y al oro masivo, los
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clusteres de muy pequefio tamafio poseen una gran capacidad para disociar la

molécula de hidrégeno™ .

Se pueden establecer entonces (véase Figura 41) unos limites de tamafio para
que los clisteres de Au sean activos frente a la HOR. El tamafio que tendrdn que

tener los clisteres estard en el intervalo: 10-15 dtomos ~< Auy << 50 atomos.

Teniendo en cuenta todo esto, los AuAQCs presentes en la disolucién inicial
tendian que crecer, al menos, hasta un tamafio de 10-15 4tomos para ser activos
frente a la HOR. Esto parece que se consigue en el proceso de activacidn,
ciclando entre -10 mV y 790 mV, en HCIO, saturado con H,. Para que ocurra este
crecimiento es necesaria la presencia de iones metélicos, que es el caso de las

muestras de clisteres utilizadas, como se comenté anteriormente.

La presencia conjunta de iones y clisteres en la superficie del electrodo, y el
efecto de los ciclos de potencial, hacen crecer los AuAQCs iniciales y permiten
obtener cldsteres de un tamafio superior cataliticamente activos, como puede
observarse en los resultados obtenidos. La concentracién de estos clisteres de
mayor tamafio estd limitada por la concentracién superficial de cldsteres y por
la cantidad de iones metdlicos presentes en la disolucién de partida. Por tanto,
es de esperar que cuando todos los iones han reaccionado, la concentracién de
clisteres de mayor tamafio permanezca constante y la activaciéon alcanzard su
valor limite. Este hecho explica la estabilidad de la densidad de corriente que se

alcanza en los procesos de ciclado.

Por su parte, tal como se ha comentado, Hutchings y colaboradores encontraron
que los clisteres 2D de pequefio tamafio (10 dtomos), tiene una actividad
catalitica extraordinaria’’. Tal como se ha mencionado estructuras 3D, como las
obtenidas a partir de Au NPs de 4 nm, tras activacién por ultrasonidos y
electroactivacion a -600 mV, presentan una actividad de 1,280 mA/ cm?”? que es
claramente inferior a la presentada por los AuAQCs en ausencia de activacion
catédica a -600 mV, lo que podria significar que los clisteres producidos por la
activacion anddica presentan estructuras 2D mds activas. Si los clisteres
siguiesen creciendo por encima del limite 2D, podrian alcanzar tamafos
mayores de los 50 4&tomos, y se inactivarian. Este fenémeno se traduciria en una

disminuciéon de la densidad de corriente, después de haberse activado los
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clisteres, lo que no se observa en nuestro caso. Por tanto, se puede suponer que
la activacion de los clusteres los hace crecer hasta un tamafio méximo del orden
de 10 -12 4dtomos, manteniendo una estructura 2D y, por lo tanto, con una
actividad catalitica mdxima . La razén por la que el crecimiento se detiene en la
transicién 2D a 3D por el momento no se conoce, pero podria estar asociada a
un requerimiento energético mds alto para este proceso, que haria que el
intervalo de potenciales empleado no sea suficiente como para que los clusteres
crezcan mas alld de ese limite, contrariamente a lo que sucede en el caso de la
activacion de la sal de oro vista anteriormente, en la que al utilizarse potenciales
mds altos no existe dicho limite y los clisteres pueden crecer formando
estructuras 3D con un nimero de dtomos mayor de 10-12. Conviene indicar
aqui que el cambio de una estructura 2D a otra 3D en clisteres de Au ha sido
también invocada como origen de la pérdida de actividad electrocatalitica en la

reduccién de oxigeno, lo que soporta la hipétesis propuesta®.

La desactivaciéon que ocurre con el ciclado para el HAuCly/GC activado lleva
directamente a pensar en la formaciéon de algin tipo de estructura 3D
metastable. De hecho, estd publicado que tratamientos electroquimicos

90,91 producen estructuras metaestables, utilizdndose a

agresivos® ™, entre otros
menudo este procedimiento para activar catalizadores. De esta forma, el HAuCl,
podria, en primer lugar, formar un film de oro en estado reducido sobre el GC.
Cuando se lleva el potencial hasta 1,7 V se crean defectos en la superficie
formdndose, por tanto, mezclas de clisteres de varios tamafios, 2D y 3D, que
podrian asociarse a la apariciéon de dos picos en la HOR. La obtencion en este
caso de densidades de corriente intermedias entre los AuAQCs y las
nanoparticulas de 4nm activadas catédicamente seria indicativo de que los dos
tipos de estructuras (2D y 3D) estan presentes tras la activacion. La
desactivacién que se observa con el tiempo, cuando se deja de realizar la
activacién anddica a 1,7 V y transcurrido cierto tiempo (unos 30 ciclos), podria
entonces deberse a que la superficie se relaja, y los defectos desaparecen,

desapareciendo también la actividad electrocatalitica®” *" %,
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En este capitulo se ha mostrado la extraordinaria actividad catalitica que
presentan AuAQCs sintetizados por via htimeda, estables en disolucién y en

ausencia de soporte.

Se ha mostrado también que estos AuAQCs (de muy pequefio tamafo: aprox. 2-
5 dtomos) presentan actividad electrocatalitica frente a la HOR sélo después de
haber sido activados anédicamente a un potencial de 790 mV. Esta activacién se
debe a la presencia de iones de Au que premiten crecer a los AuAQCs hasta

alcanzar un tamafo critico electroquimicamente activo.

Se ha desarrollado un modelo que permite explicar de forma conveniente la
existencia de un intervalo de tamafios 6ptimos (aprox. 10 a 50 &tomos) para que
los AQCs sean electroactivos. Este tamano critico coincide con clisteres lo
suficientemente pequeflos como para tener una geometria 2D, y lo
suficientemente grandes como para que su CB esté por debajo del potencial
redox de la HOR.

Se ha obtenido mediante este procedimiento de activacién la actividad

electrocatalitica del Au mds alta que se conoce hasta la fecha frente a la HOR.

Por lo tanto, se puede concluir que este estudio ha permitido establecer unos
limites de tamano aplicables a nanoestructuras de Au, para que su actividad
catalitica frente a la HOR sea 6ptima, lo que resulta de importancia fundamental

en el diseno de nuevos electrocatalizadores basados en este metal.
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Bioelectrocatdlisis

La electroquimica de clisteres subnanométricos es un campo nuevo, activo y
prometedor que abarca un sinnimero de posibilidades, muchas de las cuales

permanecen aun inexploradas.

Como ya se ha comentado en esta tesis, las propiedades de los cldsteres pueden
diferir marcadamente de las de las nanoparticulas y esto se ha demostrado
fehacientemente en el capitulo anterior en el que se ha observado la gran
actividad electrocatalitica que tienen los clisteres de Au de un pequefio nimero

de 4tomos en la HOR.

El comportamiento catalitico y, mds concretamente, el electrocatalitico de la
plata no estd muy estudiado. Sin embargo, los catalizadores cominmente
utilizados, como Pt, Pd, Rh o Au, tienen un coste muy elevado para ser utilizados
a escala industrial. Se hace necesario, por tanto, la investigaciéon de otros
catalizadores alternativos. De esta manera, teniendo en cuenta las
sorprendentes propiedades que presentan los clisteres, el estudio de la

electrocatdlisis sobre AgAQCs tiene un valor préctico significativo.

Por otro lado, el tamafio de dichos clisteres los hace candidatos ideales para su
utilizacién como bioelectrocatalizadores, campo inexplorado hasta el momento.
Asi, la combinacién de una alta actividad electrocatalitica para la oxidacién de
alcoholes junto con un tamafo que resulte adecuado a la fisiologia celular,
podria resultar de extrema importancia en el tratamiento de enfermedades
asociadas a la ingesta excesiva de alcohol. Dicha terapia se basaria en la
oxidacién in vivo del alcohol en el propio medio celular. Como ejemplo, los
clusteres de plata podrian prevenir, o al menos mitigar, algunos de los dafos
celulares asociados a casos graves como el sindrome de alcoholismo fetal (FAS),
patologia comtn en hijos de madres que consumen alcohol durante el
embarazo®. Es importante mencionar que el desarrollo del sistema nervioso es
particularmente sensible al alcohol, por lo que el FAS puede producir trastornos

muy graves™,

En este sentido se ha publicado que el etanol induce, entre otros, apoptosis™ y
desorganizacién del citoesqueleto de actina®™ *°. Dichos resultados han sido
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obtenidos en cultivos primarios de astrocitos de ratas recién nacidas que se

suponen representan unos modelos celulares adecuados de FAS®.

Ademads, que sepamos, hasta los presentes estudios nunca se habia abordado la
la posibilidad de la aplicacién de particulas metdlicas como electrocatalizadores

en medios bioldgicos.

En este capitulo se analiza la actividad electrocatalitica de clisteres de plata
depositados sobre electrodos de carbono vitreo para la oxidacion de etanol y
otros alcoholes en celdas electroquimicas. Los experimentos se realizaron en
medio dcido, bésico y fisiolégico, a potenciales muy bajos (de aproximadamente
200 mV vs RHE) y con concentraciones de alcohol similares a las usadas en los

estudios de la toxicidad de alcohol en los medios celulares antes mencionados.

Finalmente, se analiza el efecto citoprotector de los clisteres in vivo frente al
etanol, con el objetivo de evaluar la prevencién de la acciéon de esta sustancia
sobre la desorganizacion del citoesqueleto de actina y la apoptosis producida

por la exposicién de las células a dicho téxico.
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La muestra de cldsteres de plata fue sintetizada por la empresa NANOGAP
utilizando una variante del método electroquimico propuesto inicialmente por
Reetz'’, y modificado posteriormente en nuestro grupo de investigacién®® ** 44

(Materiales y métodos, 1.8).

En primer lugar, el trabajo se centrd en la caracterizacion de los clisteres de
plata, con el objetivo de comprobar su estabilidad y el tamafio de los mismos. A
tal efecto, tal como se ha visto en la pdgina 54, los clisteres de plata se
caracterizaron utilizando espectroscopia de absorcién atémica, microscopia de
fuerzas atémicas (AFM), espectroscopia UV-Vis, espectroscopia de
fluorescencia, espectrometria de masas por desorcién/ionizacién ldser asistida

por matriz (MALDI) y voltametria ciclica.

Las medidas de espectroscopia de absorcién atémica dieron como resultado

una concentracién de 4&tomos de plata en la muestra de 25 mg/1.

Al objeto de observar la existencia de clisteres de pequeiio tamafio en la
disolucién se llevaron a cabo, en primer lugar, medidas de AFM. Como se ha
mencionado anteriormente (Introduccidn, seccion 2.4.1), diferentes estudios
teéricos han permitido deducir que los cliisteres menores de 10 dtomos™ * %
poseen una geometria plana, por lo que se puede tratar de determinar el tamafio

madximo de los clisteres empleados mediante AFM.

En la Figura 42 pueden verse dos de las imdgenes tomadas en AFM para los

clusteres de plata utilizados.
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Se observa en estas imdgenes la existencia de particulas depositadas con una

altura aproximada de 0,3 nm, lo que corresponde a un dtomo de plata. Se puede
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concluir asi que las particulas depositadas corresponden a clisteres planos de

plata y, por lo tanto, menores de 10 &tomos.

Por otra parte en el histograma obtenido no se observan perfiles de particulas
con una altura superior a 0,4 nanémetros, corroborando de esta forma la
ausencia de nanoparticulas en las muestras, que deberian poseer una altura

minima de 1 nm.

Debido a la pobre resoluciéon lateral de la técnica utilizada no es posible
determinar el tamafio exacto de los clisteres. En la actualidad se han iniciado
colaboraciones con el Prof. D.Fujita al objeto de poder obtener esta informacion
utilizando la técnica de microscopia de efecto tiinel (STM) en condiciones de
baja temperatura (4K), lo que serd objeto de futuras investigaciones en el

desarrollo y la continuacién del presente trabajo.

La espectroscopia UV-Visible es una de las técnicas de caracterizacién mads
utilizadas para nanoestructuras de plata. Es sabido que las nanoparticulas de
plata esféricas presentan una banda plasménica (Figura 6) que normalmente se
encuentra entre 400 y 435 nm”” %, la cual se ve desplazada a longitudes de onda
mayores a medida que la particula va incrementando su tamafio, cambia de

forma99-101

, o varian las propiedades redox de los agentes utilizados como
estabilizantes. Al igual que ocurria con las particulas de Au mencionadas en el
capitulo anterior, para particulas de tamafos inferiores a ~1,5 nm, la banda
plasménica desaparece, dando lugar a medida que se reduce el tamafio, primero
a bandas de absorcién continuas decrecientes con pequefios hombros, similares
a las de los semiconductores, para clisteres grandes, y finalmente a bandas de
absorcién bien definidas, que recuerdan a las bandas de absorcién moleculares,

para clisteres de pequefio tamafo®> .

En el espectro UV-Visible obtenido (Figura 43), pueden observarse inicamente
tres bandas bien diferenciadas a 192 nm, 209 nm y 227 nm, caracteristicas, por
tanto, de cldsteres de pequefio tamafio. Al igual que se hizo anteriormente para
los AuAQCs, se puede estimar el tamafio de estos clisteres de plata aplicando el
modelo de Jellium y considerando el valor del bandgap como el valor de la
longitud de onda correspondiente al inicio de las bandas de absorcién (~350 nm

= 3,54 eV), dando como resultado un tamafio de unos 3 dtomos (n= (5,4/3,54)°,
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donde 5,4 V es el nivel de Fermi de la plata masiva). En este caso, debido a la
ausencia de Cl' y otros ligandos, no se requirié de la utilizacion de una

correccion al modelo como en el caso de los clisteres de Au.

Estos resultados son consistentes con los datos obtenidos por AFM.
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La Figura 44 representa el espectro de emisién de los AgAQCs para una longitud
de onda de excitacion de 230 nm. Pueden observarse 2 bandas de emision, una

de ellas centrada en ~ 300 nm y la otra en torno a 350 nm.
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Suponiendo que un clister tiene solo una absorcién y emisién especifica® ** y

utilizando de nuevo el modelo de Jellium para las emisiones obtenidas, 300 nm
(4,16 eV) y 350 nm (3,56 eV), puede deducirse de nuevo la existencia de dos

clusteres: Ag, y Ags, asociados a las dos emisiones observadas.

Es de destacar que la presencia de fluorescencia sélo se observa en clisteres y

no en nanoparticulas debido a su baja densidad de estados®” '**

, que hace que
sus propiedades Opticas sean semejantes a las exhibidas por moléculas y
quantum dots, extendiéndose de esta forma la potencial aplicacién de los

mismos.

En el capitulo siguiente (seccién 3.2.2) se expondrd un andlisis mds exhaustivo

de las propiedades fluorescentes de estos clusteres.

Los resultados obtenidos por MALDI, tanto en modo positivo como en negativo,
muestran que las especies predominantes en disolucién son A, y Ags. Sin
embargo, también es clara la presencia de clisteres de mayor tamafio, aunque
en concentracion mucho menor. Esto también se hard evidente a partir de los
resultados del proceso de purificacién de los mismos descritos en el capitulo
siguiente (Seccidn 3.2.3). Se obtiene de esta forma una buena concordancia con
los resultados obtenidos por las otras técnicas de caracterizacién mencionadas,
al tiempo que se confirma la existencia de una alta concentracién del cation

metdlico Ag" en las muestras, subproducto del método de sintesis utilizado™®,

Los andlisis de voltametria ciclica permiten confirmar la existencia del catién
metdlico Ag+ en la disolucidn, al observarse de forma clara la presencia del par
redox de la plata en el voltamograma de la disolucién de clisteres de plata
(Figura 45), realizado en H,SO, 0,1 M y depositando 20 pl de esta disolucién
sobre carbono vitreo siguiendo el procedimiento descrito en la en la pdgina 49

(~99% superficie del GC cubierta, 0,5ug Ag)
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Debido a la presencia del catién metdlico en las disoluciones de clisteres, para
observar el comportamiento electroquimico de los cldsteres deberian de
eliminarse los iones de las muestras. Aunque este aspecto serd abordado con
mds detalle en el siguiente capitulo (seccién 3.2.2), en su momento la empresa
NANOGAP ofrecié también el producto purificado sin iones, por lo que se

recurrio a ese nuevo producto para estos estudios.

Con el objeto de comprobar primero la eliminacién del catién metélico en las
muestras purificadas se depositaron 240 pl (~15% de la superficie del GC
cubierta, 0,072 pg Ag) de disolucion de estos clisteres sobre GC, y se comparé su

respuesta con la misma cantidad y concentracion de AgNO:s.

Como puede verse en la Figura 46, incluso para las concentraciones tan bajas de
iones utilizadas se observan los picos redox de la plata en las voltametrias de la
sal, no siendo asi para el caso de los clisteres, demostrdndose, por tanto, la

efectiva eliminacién del catiéon metdlico en las muestras purificadas.
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Al ampliarse el intervalo de potenciales de estudio se pudo observar que, en
comparacion con el carbono vitreo, en presencia de clisteres se produce un
desplazamiento catédico de aproximadamente 300 mV para el desprendimiento
de Hy, lo que indica la gran ventana de estabilidad electroquimica que presentan
los clisteres de plata. Estos resultados estdn en concordancia con resultados

publicados previamente para otros cliisteres de plata de pequefio tamafio™.
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Precisamente, esta gran estabilidad electroquimica que presentan los clusteres,
hace que sean también muy estables en disolucién acuosa (hasta varios meses).
La gran estabilidad estd asociada con el gran valor del bandgap, o diferencia
HOMO-LUMO (> ~3,5 eV) que presentan, lo que les confiere gran resistencia a
la oxidaciéon o a la reduccién. Por su parte, esta estabilidad se encuentra
también reforzada por su estructura electrénica de capa cerrada (1S°) predicha

para “orbitales superatomicos” deslocalizados®.

Una vez estudiadas las propiedades de los clisteres utilizados se examinaron
sus propiedades electrocataliticas en celdas electroquimicas convencionales,
utilizando el método explicado en la pagina 49. Para ello se midi6, en primer
lugar, la electrooxidacion de etanol en medio dcido y bdsico. Se siguieron para

ello los experimentos detallados en la en la pdgina 55.

Para este estudio se escogi6 el intervalo de potenciales desde -200 mV a 300mV
que, aunque es muy restringido para los estudios electrocataliticos
convencionales, su eleccién viene motivada por dos razones. En primer lugar,

para evitar la interaccién del catién plata presente en las muestras de estudio y,
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en segundo lugar, porque éste es el intervalo de potenciales de mayor interés
para el estudio de la aplicacién electrocatalitica de los clisteres en células

biolégicas.

La cantidad de cldsteres depositados en el electrodo se calculé para que se
pudiera completar aproximadamente una monocapa completa. Las
voltametrias de barrido lineal se llevaron a cabo primeramente en el electrolito
(H,SO4 1M, NaOH 1M) y luego se anadieron diferentes concentraciones de
etanol (1, 2y 5M).

A-Medio acido B-Medio basico
154 1404 ——NaOH 1M
—— NaOH 1MEtOH 1M
] ——NaoH 1MEOH2M
10+ 120 —— NaOH 1MEtOH 5M
3 e 1004
£ 5l
$ - § 0]
——H,S0, 1M 2
= 04 ——H,50, 1M EtOH M = 60
——H.,SO, 1M EtOH 2M
50, 40
5. —— H,S0, 1M EtOH 5M
20+
01 02 03 04 05 0.1 02 03 04
E/V (RHE) E/V(RHE)

Como puede observarse en la Figura 48, la oxidacion de etanol en ambos
medios, 4cido y bdsico, tiene lugar a potenciales muy bajos (cerca de 0V

respecto a RHE).

En medio bésico se obtienen corrientes anddicas considerablemente mds altas
que en medio 4cido, lo que es consistente con la observaciéon de que, en medio
bdsico, la adsorcion de aniones que actiian como “espectadores” sobre la plata

es mucho menor, lo que facilita la oxidacién de etanol'®.

La relacién no lineal entre la corriente y la concentracién de etanol en estos

potenciales tan bajos (< 300 mV) en ambos medios, indica que la
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electrooxidacion de etanol sobre los clisteres de plata no estd controlada por la
difusién, sino por el potencial aplicado, corrobordndose este aspecto por la
dependencia voltamétrica con la velocidad de barrido, como puede verse en las
Figura 49 y Figura 50, para medio dcido y bdsico respectivamente. Sin embargo,

a potenciales superiores a los 300 mV, el control se vuelve difusivo.
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Se obtuvieron resultados similares cuando se protegié a las clusteres
depositados sobre el electrodo con una monocapa de Nafion®, lo que indica que

los clusteres son perfectamente estables sobre el electrodo en el potencial de
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estudio. Por ello las medidas se realizaron sin Nafion®, para evitar posibles

interferencias.

A 404
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Teniendo en cuenta el esquema de la Figura 41 del capitulo anterior y las
conclusiones alli obtenidas de que los clisteres muy pequeios, al poseer un
gran bandgap, la posicién de su banda de conduccién se encuentra muy

desplazada catédicamente, lo que hace imposible que acepte electrones de
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sustancias con potenciales redox € >=0, como los alcoholes, por lo que no
podrian electrocatalizar la oxidacion de esas sustancias, tal como se representa
en la Figura 51, surge entonces la siguiente pregunta: ;por qué se observa que

los clusteres de Ag utilizados electrocatalizan la oxidacién del etanol?

Catalisis de Electrooxidacion: Alcoholes EfeV
AgAQCs pequefos VS AgAQCs medianos

:
3
:
8
§

e 5
""""""""""""""""" BghniCs Mnm,'—c R
il Ox.

el

| VB
* -

iNimero de stomas: <10 ==10

La respuesta se encuentra en el hecho de que, aunque la mayor proporcién de
clusteres en las muestras corresponde a los clisteres Ag, y Ags que tienen menos
de 10-12 4tomos y, por lo tanto, serian inactivos, sin embargo, los estudios que
se expondran en el capitulo siguiente sobre la purificacion de clisteres de plata
mediante didlisis con ADN (Capitulo 5, seccién 3.2.3), muestran la presencia de
una baja cantidad de clisteres de mayor tamafio. El espectro de emision
fluorescente tras la didlisis (Figura 94), ademds de mostrar la banda a 300 nm
correspondiente a los clisteres mencionados, presenta ademds una cola que

decrece lentamente hasta =550 nm. La fluorescencia en ese intervalo de
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longitudes de onda revela la presencia de clisteres de plata de mayor tamafio
(15-30 dtomos) -véase al respecto la fluorescencia de clisteres de plata de
tamafio medio (Figura 62)-. La presencia de esta baja concentracién de cluisteres
de mayor tamafio coincide asimismo con lo encontrado por espectroscopia

MALDI mencionados anteriormente.

Por lo tanto, la actividad electrocatalitica encontrada en estos sistemas no se
debe a la presencia de los clisteres mayoritarios de pequefio tamafio (Ag, y Ags),
sino que es debida a los clisteres de tamafio medio presentes también en

disolucién en una menor concentracion.

Una vez comprobada y estudiada la electrocatélisis en medio dcido y bdsico, el
siguiente paso tenfa por objetivo su aplicacién en medios biolégicos, por lo que
en primer lugar se procedié a comprobar si los clisteres son capaces de
electrooxidar el etanol en medio fisiolégico para después, en caso afirmativo,
determinar el intervalo de potenciales en los que ocurre la catdlisis y si es
apreciable para concentraciones de alcohol utilizadas en los experimentos

realizados en medios biolégicos'*.

Para este estudio se utiliz6 una disolucién tampdén de fosfato salino (PBS) 1 M
(pH=7,4). Los resultados obtenidos fueron muy interesantes, pues no solamente
se apreciaba actividad electrocatalitica para las concentraciones utilizadas (20,
100 y 500 mM EtOH), sino que ademds, dicha electrocatdlisis se producia, al
igual que en los medios anteriores, a potenciales muy bajos, aprox. 0,2 V

respecto a RHE (Figura 52).

Puede observarse, al igual que para los dos medios anteriores, la relaciéon no
lineal entre la intensidad de corriente y la concentracién de etanol en estos
potenciales tan bajos (< 300 mV). Se puede deducir, por tanto, que la
electrooxidacién de etanol sobre los clisteres de plata en medio fisiolégico
tampoco estd controlada por la difusién, sino por el potencial aplicado. Este es
un hecho relevante, ya que se ha observado un comportamiento similar, en las
mismas condiciones de potencial, para la oxidacion de la glucosa producida por

enzimas depositados sobre electrodos de carbono'®.
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Por otra parte, las densidades de corriente observadas (ZpA/cmz) para la
electrooxidacién de etanol son del mismo orden que para reacciones de

electrooxidacién llevadas a cabo sobre electrodos modificados con enzimas!%.

Por el momento, tanto los productos de reaccién como el mecanismo exacto de
la electrooxidacién del etanol sobre los clisteres de plata en estos potenciales
tan bajos son desconocidos, pero la actividad catalitica puede ser relacionada

con la interaccién de especies oxigenadas con dichos clisteres'”.

Se puede comparar la actividad electrocatalitica observada para los clisteres de
plata con las observadas para otros catalizadores, biolégicos y no bioldgicos,
bajo las mismas condiciones. A partir de los resultados obtenidos, la actividad
electrocatalitica estimada para los clusteres de plata en medio 4cido y 0,5 V vs
RHE es de 0,5 mA/cm’mg Ag. Hay que resaltar que estos calculos estdn
realizados en funcidén de la plata total depositada en el electrodo y no se tiene en
cuenta el porcentaje de clisteres activos, que representa —tal como se mencioné
anteriormente- inicamente un porcentaje muy pequefio del total , por lo que la

actividad deducida para los clisteres deberia ser mucho mayor. Aun asi, esta
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actividad es unas 100 veces mayor que la del platino masivo, y tan solo la mitad

que para el PtggRuy' ™.

La comparacion con otras enzimas, como la alcohol deshidrogenasa (ADH) y su
coenzima la nicotinamida adenina dinucledtido (NAD*/NADH), es mds dificil
debido a la gran variacién de los valores publicados. Por ejemplo, la actividad de
los clisteres de plata a pH fisiol6gico y 0,2 V es comparable con la publicada por
el grupo de Miteer'”, pero 3 érdenes de magnitud menor que la publicada por

Gouveia-Caridade et al.'*

Una vez demostrada la electrocatdlisis in vitro de la oxidacién de etanol sobre
clisteres de plata a potenciales muy bajos y en medio fisiolgico, se comprobd si
los clusteres podian prevenir, o mitigar, algunas de las conocidas alteraciones
observadas en células expuestas a etanol. Este estudio fue realizado por el grupo
del prof. G.Egea del Hospital Clinico de la Universidad de Barcelona, a quién
expresamos nuestro agradecimiento por el permiso dado para la inclusién de

esos estudios en la presente tesis.

Estudios previos realizados por el grupo del prof. Egea, mostraron que los
cultivos primarios de astrocitos de rata, tras una exposicion a etanol a largo
plazo (tratamiento crénico), sufren una desorganizacién del citoesqueleto de
actina, observado por un decrecimiento en las fibras de tension de actina y la

formacién de anillos de actina periféricos® *.

Sin embargo, para la realizacion del presente trabajo, se tuvo que establecer un
nuevo modelo celular para evaluar primero la toxicidad, y después las
alteraciones celulares, inducidas por exposiciones a etanol a corto plazo

(tratamiento agudo).

Se evaluaron por tanto tres pardmetros en una serie de lineas de células
clonadas, que son representativos de la toxicidad aguda del etanol: 1) la

aparicion de morfologia celular redondeada, consecuencia de una
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reorganizacién anormal del citoesqueleto de actina, 2) alteraciones en la
relacion entre la actinia filamentosa (actina F) y la actina globular (actina G), y 3)

la induccion de la apoptosis.

Se decidié utilizar células renales de rata comtn (NRK) por su elevada
sensibilidad frente a la exposicién a etanol*®, asi como por su tolerancia a los
clisteres de plata en concentraciones de hasta 1 pg/ml (~0,3 mM). Una vez
seleccionadas las células, se estudi6 el potencial efecto citoprotector de los
clusteres de plata, para lo que se introdujo 200 mM de etanol en dos medios de

cultivo, con y sin clisteres de plata, de NRK.

Tras la exposicién a etanol puede observarse que, mientras en los cultivos sin
clisteres el nimero de células que presentan una morfologia redondeada y la
desorganizacion de esqueleto de actina es muy alto, en los cultivos con clisteres
el nimero de células redondeadas decrece mucho y la mayoria presenta una
organizacién de actina normal (Figura 53). Por otro lado, y como cabria esperar,
en los cultivos sin cldsteres la relacion F-actina/G-actina se reduce
considerablemente tras la exposicién a etanol, mientras que en los cultivos con

clusteres esta relacién permanece inalterada.

El etanol induce también estrés oxidativo y apoptosis en las células''' "

, por lo
que se decidié estudiar si los cliisteres de plata podrian también prevenir dichos
fenémenos. Teniendo en cuenta que la caspasa-3 es un mediador clave y un

112, 114
, Se

marcador bien establecido de la apoptosis de células de mamiferos
estudié dicho proceso mediante la inmunofluorescencia e inmunotransferencia
basada en la formacién y localizacién nuclear de fragmentos proteoliticos de

caspasa-3.

A los 30 min de la exposicién a etanol aparecen en los niticleos celulares
fragmentos de caspasa-3. Sin embargo, en concordancia con lo obtenido
anteriormente, la presencia de los cltsteres previene la formacién y nucleacion

de dichos fragmentos, como puede observarse en la Figura 53.
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Por tanto, puede decirse que los clisteres de plata previenen las alteraciones
celulares producidas por la exposicion de las mismas a etanol.
Sorprendentemente, se observd que dicha proteccién se obtiene solamente
cuando ambos, etanol y clisteres, son afiadidos simultdneamente a las células y
no cuando uno se afiade antes que el otro. Estos resultados indican que la
citoproteccion de los clisteres frente al etanol se produce por combinacién de

éstos con las células.
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Teniendo en cuenta las propiedades electrocataliticas de los clisteres de plata
frente a la oxidacién de etanol, se examind si en la citoproteccién de las células
NRK mediada por los clisteres tiene lugar una reduccidn efectiva de la

concentracion de etanol presente en el medio de cultivo.

Para ello se determind la concentracion final de etanol en dos medios de cultivo
celulares, con y sin clusteres, expuestos previamente a 200 mM del mismo.
Como se muestra en la Figura 54, la concentraciéon de etanol disminuye

considerablemente en el medio de cultivo cuando los clisteres estdn presentes.

Un punto interesante es que esta disminucion solamente se produce cuando en
el medio de cultivo hay células, apoyando lo comentado anteriormente, de que
la citoproteccion de los clisteres frente al etanol se produce por una

combinacion de estos con las células.
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La citoproteccion observada para los clisteres de plata frente a la toxicidad del
etanol en las células inevitablemente lleva a pensar en su aplicacién en la

etiopatogenia de abuso del alcohol.

El etanol es una sustancia toxica que afecta al desarrollo del sistema nervioso,
alterando tanto las neuronas como las células gliales® '3, Por tanto, se examing
si los clusteres de plata eran capaces de proteger a los astrocitos de ratas recién
nacidas frente a una exposiciéon aguda a etanol. Para ello, se examinaron, como
en el caso de las células NRK, los cambios que se producen tanto en la
morfologia celular como en la organizacién del esqueleto de actina® *. En este
caso, para producir alteraciones significativas en los astrocitos de rata, se
tuvieron que utilizar concentraciones de etanol mayores que para el caso de las
células NRK (500 mM en vez de los 200 mM).

Con el objetivo de comprobar si los clisteres producian alteraciones en las
células, de la misma manera que para el caso de las células NKR, los cultivos
primarios de astrocitos se incubaron en presencia de dos concentraciones
diferentes de clusteres (0,5 y 1 pg/ml) durante 30 min. En ninguno de los casos
las células mostraron alteracién alguna, por lo que se pasé a los estudios con

etanol.

Como cabria esperar, el etanol provocé alteraciones importantes tanto en la
morfologia celular como en la organizacion del esqueleto de actina, sin
embargo, ambas alteraciones se ven significativamente disminuidas cuando los

astrocitos se cultivan en presencia de clusteres de plata (Figura 55).

Por lo tanto, puede concluirse que, al igual que con las células NRK, los cltsteres

de plata son también citoprotectores para los astrocitos expuestos a etanol.
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Una vez realizados los estudios con el etanol, el siguiente paso fue comprobar si
dicho efecto citoprotector tenia lugar para otros alcoholes como metanol y
butanol. Para ello, se comprob6 en primer lugar la actividad electrocatalitica de
los clusteres in vitro frente a la oxidacién de metanol y butanol, de la misma
manera que para el etanol, en medio fisiolégico. Puede observarse que la
electrooxidacion tanto del metanol como del butanol tienen lugar en medio
acido, basico y fisiolégico a potenciales tan bajos como en el caso del etanol (<

~200 mV) (Figura 56), por lo que se pasé a realizarse el estudio “in vivo”.
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Para ello se expusieron células NRK a metanol (50 mM) y butanol (25 mM)
durante 30 min y se analiz6, como en los casos anteriores, tanto la morfologia

celular como la organizacion del esqueleto de actina.

Como puede verse en la Figura 57, ambos alcoholes inducen tanto cambios
morfolégicos como desorganizacion del esqueleto de actina, de forma similar a
los observados para el caso del etanol y de acuerdo con otros resultados

obtenidos previamente para otras lineas celulares'".

Puede observarse en los resultados de la exposicién a ambos alcoholes, al igual
que para el etanol, que el nimero de células con alteraciones morfoldgicas o
desorganizacion de su esqueleto de actina es muchisimo menor cuando los
clisteres de plata estdn en el medio de cultivo, por lo que queda demostrado
que el efecto citoprotector de los clisteres de plata no estd restringido al etanol,

sino que puede extenderse a otros alcoholes primarios.

A la vista de los resultados obtenidos, se examiné si los cltsteres de plata tenfan
un efecto citoprotector para otro tipo de sustancias toxicas diferentes de los
alcoholes. Con este objetivo se escogié peréxido de hidrogeno que, al igual que

los alcoholes, produce estrés oxidativo''®.
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En primer lugar se realizaron los estudios de electrocatdlisis en células
electroquimicas. Para ello se estudié la electroreduccién de H,0,, tanto en
medio dcido como fisioldgico, observdndose que ésta tiene lugar a potenciales
mucho mds negativos (Figura 58). Asimismo se observa que, mientras que en

medio dcido solamente aparece un pico de reduccién, en PBS aparecen dos.

Con el objetivo de identificar cual es el pico que pertenece a la reduccién de
perdxido de hidrogeno, se realizaron medidas en atmosfera de O,, obteniéndose
claramente que el pico a -0,35V es debido al O, y el de -0,9V es debido al

perdxido.

Se observé asimismo que en medio 4cido la electroreduccion tiene lugar a -0,6
V, mientras que en medio fisioldgico esta reduccién es atn mds dificil,
ocurriendo a -0,9 V y obteniéndose densidades de corriente mucho menores

que para medio 4cido.

Se pasé entonces al estudio “in vivo”. Se observé que las células NRK expuestas
a peréxido de hidrogeno (250 pM durante 30 min) sufren cambios severos tanto
en la morfologia celular como en la organizacion de esqueleto de actina,
ninguno de los cuales pudo ser evitado por la accién de los clisteres, como

puede verse en la Figura 59.
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Los resultados expuestos muestran que los clisteres de plata previenen los
efectos nocivos producidos por los alcoholes en contacto con las células,
produciendo una disminucién de la concentraciéon de los mismos en el medio
de cultivo. Se ha observado ademds que esta disminucién de concentracion
tiene lugar solamente cuando clusteres, etanol y células estdn juntos en el medio
de cultivo. Por su parte, se ha visto que la actividad electrocatalitica de los
clisteres en la oxidacion de los alcoholes en medios fisioldgicos se produce ya a
potenciales muy bajos semejantes a los existentes en las membranas de las
células bioldgicas. Como en las células biolégicas solamente es posible la
existencia de potenciales eléctricos en las membranas celulares se puede
entonces concluir que las membranas tienen que ejercer el papel de los
electrodos en las células electroquimicas y que, en ese caso, NECESARIAMENTE
los clisteres tendrdn que depositarse mayoritariamente en dicha membrana,
Ademads, la membrana celular deberd aportar el voltaje necesario (>= 0,2V RHE)

para que se produzca la electrooxidacién del alcohol por los clusteres.

El hecho de que los potenciales y densidades de corriente obtenidos para la
electrooxidacion de etanol en medio fisiolégico y en una célula electroquimica
convencional sean del mismo orden de magnitud que los medidos en la
membrana plasmaética de células excitables y no excitables, parece apoyar dicha
hipétesis'!’. Por otra parte, se observa que ambos pardmetros (potenciales de
membrana y densidades de corriente) son del mismo orden de magnitud que los
publicados para ciertos procesos electroquimicos que tienen lugar en organulos

celulares como las mitocondrias''®,

Como se ha comentado anteriormente, los clisteres de plata son estructuras
planas®, que tienden a ir a la interfase de membranas modelo, como por
ejemplo la pelicula de surfactante en una microemulsién®” ', Por tanto, es
razonable pensar que la asociacién entre los clisteres y la membrana plasmdtica
se ve favorecida pudiendo de esa forma desarrollarse las condiciones necesarias

para que se produzca el proceso de electrooxidacion de los alcoholes.

Se tratd, por ello, de lograr obtener una localizacién de los clisteres en el

entorno celular, pero no fue posible debido a que su reducido tamafio estd por
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debajo del limite de deteccién para las técnicas de microscopia electrénica
convencionales usadas en muestras bioldgicas. Ademds, aunque los cldsteres de

plata emiten fluorescencia''®

, tal como se ha visto anteriormente, las bajas
longitudes de onda de excitacién y las bajas concentraciones utilizadas en los
estudios realizados imposibilitan su deteccién en los medios de cultivo por esta

técnica.

Como se puede observar (Figura 52), el potencial minimo donde se produce la
electrooxidacion de etanol en medio fisiolégico (energia libre minima) es de
+200 mV. Por tanto, por comparacién de la misma reaccién en las células
electroquimicas convencionales y las NRK se puede estimar el potencial minimo
necesario que tiene que tener el lado de la membrana (exterior/interior) donde
se produzca la reaccién. Se sabe que el lado exterior de las membranas celulares
estd a potenciales mds positivos que el lado interior, por lo que la
electrooxidacién tendrd lugar preferentemente en la membrana exterior. Se
puede entonces concluir que, al menos para células NRK y de astocitos, el
potencial (respecto RHE) de la hemimembrana plasmadtica externa tiene que ser
Pex> +200 mV. Que nosotros sepamos, esta es la primera vez que se ha obtenido
el potencial de una hemimembrana celular referido al potencial estdndar del

hidrégeno.

Este valor es mayor que el potencial redox efectivo de entornos extracelulares
oxidantes (~0 V)'?. Sin embargo, se tiene que tener en cuenta que el concepto
de potencial redox efectivo no estd bien definido, y representa tan solo un valor
medio, que varia considerablemente y depende en gran manera del tipo de
célula, condiciones de estrés oxidativo, etc.'?! Por otro lado, los potenciales
dipolo y de superficie hacen variar el potencial eléctrico de membrana, tanto en

los compartimentos externos como internos'*.

A partir del valor del potencial de la hemimembrana externa estimado
anteriormente y teniendo en cuenta los valores usuales del potencial
transmembrana (¢uans) medidos en células mamiferas no excitables (de -30
hasta -90 mV)'"’, se puede estimar el valor del potencial de la hemimembrana
interna, Qin= Qex - Guans >=110 - 170 mV. Segln esta estimacion, el potencial

negativo necesario para que tenga lugar al electroreducciéon de peréxido de
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hidrogeno en medio fisiolégico (-0,3V), estd muy lejos del potencial menos
positivo que puede ser aportado por la membrana celular (+0,1V-+0,2V). Por
tanto, es de esperar que los clisteres no puedan catalizar la electroreduccion del
H,0, en células bioldgicas ya que la membrana celular no es capaz de proveer
del potencial reductor suficiente para que se produzca dicha electroreduccidn,

no pudiendo de esa forma evitarse los efectos t6xicos generados por el peréxido.

En la Figura 60 puede verse un esquema del mecanismo propuesto en donde se
representan a los clisteres asociados a la membrana celular, aportando ésta el

potencial necesario para oxidar a los alcoholes, como el etanol, pero no para

reducir peréxidos.
Ag; cluster Membrana exterior
@ CHsCH,OH Oxidacién (medio extracelular)
>~ 200 mV
I $ou(RHE) > ~ 200 mV
\ souter/ Llntereell

AR AAMAAC AAAAA
AL LA AN LA

outer I'Imraeell
fl‘;%;w\“ &,,(RHE) > ~ 100 mV

|2l Reduccid .
HaQa REdueclon  Membrana interna
(medio intracelular)

Por dltimo, mediante este modelo se puede explicar también el hecho
observado de que no se produzca la proteccién cuando las células se incuban
con los cldsteres antes de afiadir el alcohol. Tal como se ha podido comprobar
en estudios realizados dentro del grupo de investigacion en el que se enmarca el

presente trabajo, los clisteres difunden a través de la membrana celular y
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penetran en el interior de la célula. Por este motivo, al cabo de un tiempo de
incubacién (estimado en aprox. 30 minutos), los clisteres desaparecen de la
hemimembrana celular exterior perdiéndose de esta forma su actividad

electrocatalitica.

Se ha observado que los clisteres de plata electrocatalizan la oxidacion de

alcoholes en medios 4cido, bésico y neutro.

Se ha observado que los clisteres de plata son citoprotectores de los alcoholes

en células mamiferas, previniendo sus efectos nocivos.

Los hechos de que 1) los cldsteres de plata electrocatalicen la reaccién de
alcoholes a potenciales muy bajos en medio fisiolégico; 2) solamente tengan
efecto citoprotector cuando las células estdn presentes; y 3) la concentracion de
alcohol disminuya del medio de cultivo, permiten postular la hipétesis de que
son las células, a través de su potencial de membrana las que aportan el
potencial eléctrico necesario para dicho proceso. Esto sugiere que las células

pueden actuar como fuentes de energia en reacciones bioelectrocataliticas.

Por ultimo, la citoproteccién observada en los modelos celulares de astrocitos
de rata recién nacida expuestos a etanol, abre nuevas posibilidades para su
potencial aplicacién en la prevencién de los dafios irreversibles que causa el
etanol en el sistema nervioso central, de enorme interés en enfermedades como

el sindrome FAS.
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En los capitulos anteriores se mostraron las propiedades cataliticas de los
clusteres y, por lo tanto, las enormes potencialidades que ofrecen en dreas de
gran impacto tecnolégico como son la electrocatdlisis o la bioelectrocatalisis.
También se observé que las inusuales propiedades y actividad de estos clisteres
dependen fuertemente de su tamafio, estructura y grado de purificacion, ya que
el aumento de solamente un dtomo en el tamafilo de un cldster cambia
apreciablemente su bandgap 'y, por lo tanto, sus propiedades. Esto demuestra la
importancia que tiene el hecho de poder tener procesos de purificacion y
separacién que permitan la obtencién de muestras puras y monodispersas
como paso previo para el escalado de la produccién y la aplicacion
generalizada de los clisteres. Con esta motivacion, en esta parte del trabajo se
exponen los estudios realizados utilizando tres metodologias diferentes con el
objetivo final de conseguir la extraccién selectiva de cldsteres y comparar la
eficiencia y selectividad de dichos métodos. De forma paralela estos estudios
han servido, al mismo tiempo, para analizar la interaccién de los clisteres con
diferentes disolventes y biomoléculas (como el ADN vy la agarosa), permitiendo

asimismo predecir el posible desarrollo de nuevas aplicaciones de los clisteres.

Los experimentos descritos en los capitulos anteriores demostraron que la
presencia de iones metdlicos en las muestras de clisteres, ademds de tener una
gran influencia en procesos de importancia tecnolégica como la electrocatalisis,
pueden interaccionar también con los clisteres, modificando las propiedades
intrinsecas de los mismos y dificultando en gran medida su correcta

caracterizacion.

El primer objetivo de purificacién ha sido, por lo tanto, separar los clisteres de
los iones metdlicos, subproducto comuin del método de sintesis utilizado®®. Para
ello, en una primera tentativa, se escogio la electroforesis como proceso de
separacién. Basdndonos en las diferencias de carga y masa entre iones y

clisteres, la electroforesis podria considerarse, a priori, como un método

129



Purificacion

prometedor de separacién y purificacién. Los experimentos de electroforesis
fueron realizados en colaboracién con el grupo del Profesor Fernando
Dominguez, de la facultad de Medicina en la Universidad de Santiago de

Compostela.

La electroforesis es una técnica de separacion basada en la movilidad de los
analitos sometidos a un campo eléctrico. La mds utilizada es la electroforesis en
gel de agarosa, en presencia de una disolucién de TAE como electrolito. Esta fue

la escogida para realizar los primeros experimentos.

Por otro lado, para el estudio de la purificacién se seleccioné la disolucién de
clisteres de plata previamente utilizada en los experimentos de

bioelectrocatdlisis (Capitulo 4), debido principalmente a tres razones:

Primero, es una muestra que, seguin las técnicas de caracterizaciéon empleadas
(Capitulo 4, seccion 2), tiene pocas especies presentes en disolucion:

unicamente una distribucién no muy polidispersa de clisteres y el ion metélico.

Segundo, la fluorescencia de esta muestra es més alta que la presentada por los
clusteres de Au, lo que aumenta la sensibilidad del ensayo al utilizarse la misma

como elemento de deteccion.

Por tltimo, se dispone de muestras de clisteres de plata de tamafio medio que
presentan una fluorescencia muy elevada, AgFAQCs, las cuales puede utilizarse,
a titulo comparativo, para ver la generalizacién del método de purificacion

desarrollado (ver seccion 2.2 mads adelante).

Todos los experimentos aqui descritos fueron realizados utilizando el protocolo

detallado en la pagina 58.

El dispositivo de electroforesis consiste en un gel de agarosa dispuesto en
horizontal, con una serie de pocillos o incisiones en su parte central, inmerso en
la disolucidn de electrolito. Usualmente la muestra se mezcla con glicerol (7:3),
para aumentar su densidad; a continuacién se deposita en los pocillos y, por

dltimo, se aplica un voltaje para la separacién de las especies cargadas.
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La primera etapa consisti6 en mezclar la disolucién de AgAQCs con glicerol
(7:3), realizdndose los espectros UV-Vis de la muestra antes y después de haber
estado 5 min depositada en uno de los pocillos de un gel de 1,5% de agarosa
sumergido en TAE. Ambos espectros coinciden, lo que muestra que los clisteres
se dispersan bien en la mezcla glicerol-agua y que, ademds, permanecen dentro
de los pocillos existentes en la superficie de la agarosa, pudiendo utilizarse la

mezcla como disolucion de partida para los estudios electroforéticos.

Una vez comprobado que los AgAQCs no difunden en el gel, se procedi6 a
comprobar si los clisteres y/o los iones eran detectables a las longitudes de
onda de excitacién y emision fluorescente utilizadas para la caracterizacioén de
4cidos nucleicos. Las medidas de fluorescencia post-electroforesis se realizaron
en un equipo GelDoc®, dispositivo preparado para ver la fluorescencia en el gel
y que, normalmente, se utiliza para la deteccion de biomoléculas sometidas a

procedimientos de electroforesis.

Se realizaron tres tipos de experimentos de electroforesis variando las
disoluciones de electrolito: TAE, NaCl y NaClO4, a pH 8. En ninguno de los casos,
tras 20 o 40 min de ensayo, se consiguié ver sefial alguna bajo las condiciones
empleadas. Este hecho se debe a que la longitud de onda de deteccién del
GelDoc® se encuentra en el visible (380nm-780nm) mientras que los AgAQCs
emiten principalmente en el intervalo 300nm-350 nm, por lo que que no se

pueden detectar mediante este procedimiento.

Debido a los problemas de caracterizaciéon presentados por la muestra de
clisteres de menor tamafio, se decidi6 estudiar el comportamiento
electroforético de los clisteres de plata de tamafio medio anteriormente
mencionados, (AgFAQCs, Ag Flourescent Atomic Quantum Clusters), cuya

emisién fluorescente a 500 nm deberfa ser detectada por el GelDoc®

En primer lugar, se realizé la caracterizacién de la muestra utilizando

espectroscopia UV-Vis, fluorescencia y AFM.

En el espectro UV-Visible obtenido (Figura 61), puede observarse un aumento

continuo de la absorbancia desde aproximadamente 600 nm hasta alrededor de
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los 300 nm. También se observan tres bandas bien diferenciadas a 310 nm, 350
nm y 460 nm. Aplicando el modelo de Jellium, al igual que para los AgAQCs,
desde el inicio de las bandas de absorcion (~600 nm = 2,08 eV), se obtiene un
tamario de cldster de unos 15 dtomos (n=(5,4/2,08)%, donde 5,4 V es el nivel de

Fermi de la plata masiva).

Absorbancia

T
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La Figura 62 presenta el espectro de emisiéon de los AGFAQCs a una longitud de
onda de excitacién de 450 nm y el espectro de excitacién a una emisién de 508

nm.
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El espectro muestra una clara diferencia con los AgAQCs, que emitian a 300 nm
0 350 nm. La diferencia en emisién se debe principalmente a la diferencia de
tamafio. Los AGFAQCs tienen un nimero mayor de 4tomos, lo que corresponde
a un bandgap menor y, por lo tanto, a una menor energia de emisién (mayor
longitud de onda). La caracterizacién llevada a cabo mediante medidas de AFM
fue realizada de la misma forma que para los AuAQCs y AgAQCs (Figura 63).
Estas imdgenes denotan la presencia de cliisteres con diferentes tamafos, desde
0,3 nm (15 dtomos) hasta 1,2 (55 dtomos) nm, indicando que los AgFAQCs
poseen fundamentalmente estructuras 3D (Figura 11). De nuevo puede verse la
diferencia con los AgGAQCs, de un niimero de dtomos tan pequeiio (2 o 3), que

exhiben una estructura 2D.
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Una vez caracterizados los AgFAQCs, se estudié su respuesta electroforética
empleando el método GelDoc® para su caracterizacién. Para ello se deposité
una gota (10 pl) sobre un portaobjetos de vidrio, y se observé su emisién
fluorescente. Como puede verse en la Figura 64, a diferencia de los clusteres
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anteriormente utilizados, estos mostraron una sefial muy intensa, similar a la de

un marcador comtnmente utilizado para el ADN, como es el bromuro de etidio.

Una vez comprobada la sefial de los AGFAQCs, se procedi6 a su estudio en geles
de agarosa 1,5% con los tres tipos de disoluciones electrolito antes
mencionados: TAE, NaCl y NaClO,. En la Figura 65 se muestran los resultados
cuando se examinan dichos geles en el GelDoc®, tras 20 min y 40 min de ensayo
a60V.

En este caso puede observarse la fluorescencia debida a los cltsteres y la manera
en que estos avanzan en el gel con el tiempo. Del andlisis de las imédgenes en la

Figura 65 se pueden obtener las siguientes conclusiones.

En primer lugar, la diferencia mds importante observada en los tres medios
radica en el sentido de la migracién. Segun los métodos de sintesis utilizados
(para AgAQCs y AgFAQCs, bottom up, a partir de sal metélica) se puede suponer
que la carga de los clisteres, en el caso de que estuvieran cargados, seria

positiva.
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Figura 65- Electroforesis de AGFAQCs en geles 3 geles diferentes de agarosa a 1,5% en
disoluciones electroliticas de NaCl, NaClO,y TAE a 60 Vy (A) 20 miny (B) 40 min. Se

muestra en la parte derecha la posicion de los electrodos negativo y positivo

Las migraciones en el NaCl y NaClO,4 asi lo indican, observdndose que los
clisteres avanzan hacia el polo negativo. Sin embargo, con el TAE, los clisteres
avanzan hacia el polo opuesto, lo que indica la presencia de una carga efectiva

negativa. Esto puede explicarse por la posible formacién de un complejo entre el
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EDTA y los cldsteres. Es bien conocido el poder complejante del EDTA con iones
Ag" y otros cationes por lo que no es de extranar que dicho poder complejante se

extienda también a los clusteres de Ag'®.

La otra diferencia importante observada es la velocidad de migracién. En el TAE
los cldsteres migran aproximadamente a doble velocidad que en los otros dos
sistemas. Este hecho puede explicarse de nuevo por la complejacién con el
EDTA. El EDTA tiene carga -3 a pH 8 (pH del gel)'**. La relacién EDTA/clusteres
es muy grande, por lo que puede suponerse que cada EDTA compleja como
mdéximo, a un clister. De esta forma y suponiendo una carga +1 para los
clusteres, la carga del complejo resultante seria de -2, por lo que su velocidad de
migracion deberfa ser mds rédpida y en direccién opuesta a los clisteres sin

complejar.

En los experimentos anteriores se pudo observar que, al finalizar el ensayo, los
pocillos donde se habian depositado los AgFAQCs estaban dafiados,
especialmente en la parte inicial del recorrido de los clisteres en el gel de
agarosa. Este hecho, aunque de cardcter negativo para los propdsitos de la
purificacioén, lejos de carecer de importancia puede tener una gran relevancia,
ya que -a la vista de los estudios realizados en los capitulos anteriores- hace
pensar en una posible electrooxidacién de la materia orgdnica sobre estos
clusteres de tamafio medio. La agarosa es un aztucar y, como tal, su potencial
rédox es similar al que presentan los alcoholes orgédnicos, como el etanol. Por lo
tanto, al igual que en el caso expuesto en el capitulo anterior para la
electrooxidacién de alcoholes (Capitulo 4, seccién 3.1), el tamafio minimo que
tiene que tener un cldster para presentar actividad electrocatalitica en la
oxidacién de azucares es de 10-12 atomos. De esta forma, tal como se indic6 en
el capitulo anterior, los clisteres de 2 o 3 dtomos no presentan actividad
electrocatalitica, lo que puede corroborarse con los presentes experimentos, ya
que en los estudios realizados de electroforesis con los AgGAQCs de pequefio
tamafio (mayoritariamente formados por 2 o 3 dtomos) no se observa la

degradacion de la agarosa, contrariamente a los AgFAQCs, de mayor tamafo.
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Para comprobar este efecto de la degradacion de la agarosa por los clisteres de
tamafio medio, FAgGAQCs se modificé ligeramente el procedimiento empleado,

tal como se describe a continuacion.

Hasta ahora, como se ha podido observar en la seccién anterior, los geles de
electroforesis habian sido cargados utilizando una disolucién de AgFAQCs
mezclada con glicerol (7:3) con la finalidad de aumentar su densidad. Esta
dilucién en glicerol podria estar actuando como proteccién contra la
degradacion del gel, apantallando el efecto real que los AGFAQCs tienen sobre la

agarosa.

Por este motivo, se llevaron a cabo pruebas de estabilidad de la muestra de
AgFAQCs, en los pocillos de la agarosa sin utilizar glicerol. La disolucién de
AgFAQCs es mds densa que el agua y, por lo tanto, los cldsteres permanecen en

el fondo del pocillo.

Una vez comprobada la posibilidad de utilizar los clisteres sin necesidad de
afiadir glicerol, se realizaron experimentos de electroforesis en dos tipos de
disolucioén electrolitica, NaCl y TAE, en las mismas concentraciones utilizadas

en el apartado anterior.

Los resultados mostraron que, en comparacion a lo anteriormente observado, la
accion de degradacion de los AgFAQCs sobre el gel de agarosa resulta ahora
mucho mds acentuada debido al aumento de concentracién de los clusteres.
Puede observarse en la Figura 66 el resultado obtenido después de 10 min de
proceso electroforético sobre el gel en NaCl. Resulta claro que el gel se
encuentra totalmente degradado y que los clisteres practicamente no han

avanzado, quedando retenidos cerca del pocillo en el que fueron colocados.

Cuando se observan los resultados del gel en TAE, puede verse que, en este caso,
los clusteres si que avanzan en el gel. Se puede observar asimismo que el pocillo
estd mucho mds dafiado que en los experimentos previos con glicerol, pero
mucho menos que en el caso del gel en NaCl. Las imdgenes del gel en TAE
reveladas en el GelDoc® a dos tiempos diferentes, 20 min y 40 min pueden

observarse en la Figura 66.
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Un examen mds detenido mostré que los clisteres dejan, ademds, una clara
marca en el gel, resultado de la degradacién continua de la agarosa al paso de

los clisteres.

El hecho de que se haya degradado mds la agarosa en NaCl que en TAE se puede
asimismo explicar por la electrocatdlisis de los cldsteres. Como se observé en la
seccion anterior, los AGFAQCs se mueven mds lentamente en un gel sumergido
en NaCl que en uno sumergido en TAE. Es 16gico pues pensar que, cuanto mds
lento migren los AgGFAQCs en la agarosa, menos se difundirdn y mds tiempo
estardn en un punto determinado sometidos a un potencial. Por lo tanto, el
efecto electrocatalitico serd mayor y se degradard mds la agarosa, haciendo

incluso imposible su migracién en el gel, como se observa que pasa en NaCl.

Conviene indicar que existen estudios publicados de la interaccién
electroquimica de la agarosa con electrodos de Ag en medio 4cido'®. En dichos
estudios se demuestra como la presencia de la agarosa modifica la morfologia
de los cristales de plata obtenidos durante la aplicacién del potencial. Esto
indica que existe una adsorcion de la agarosa sobre la plata, paso necesario para
que tenga lugar la electrooxidacién. Mds alld de este interesante resultado, no
tenemos conocimiento de ningun estudio que muestre la degradacién de la

agarosa sobre un electrodo de plata.

Por tanto, lo observado en esta seccién apoya la teoria propuesta en los
capitulos anteriores (Capitulo 3, seccién 3.4 y Capitulo 4, seccién 3.1 ) de que la
electrocatdlisis se ve favorecida en sistemas subnanométricos. A su vez, se
observa que los clisteres de pequefios tamafios (2,3 dtomos) son inactivos
mientras que la actividad electrocatalitica comienza a ser importante con los
clisteres de tamafio medio (clisteres a partir de 10-12 dtomos) que son los

responsables de la degradacion de la agarosa.

Debemos destacar que este comportamiento puede tener una gran relevancia
tecnoldgica, ya que abre una nueva via a la posible aplicacién de estos cltisteres
en procesos de electrooxidacion de materia orgdnica. Estos procesos son muy

importantes en generacion de energias alternativas, por ejemplo en pilas de

126, 127

biocombustible o en procesos de limpieza de materia orgdnica a escala

industrial, tratamiento de aguas, etc'*®.
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2.4. Conclusiones y trabajo futuro

La electroforesis, pudiendo parecer, por sus caracteristicas, la técnica 6ptima de

purificacién para el tipo de sistema planteado, no resulté eficiente para la
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separacién de mezclas de clisteres e iones. Los principales problemas estdn
relacionados, en el caso de los AgAQCs, con la dificultad de deteccién de las
especies y, en el caso de los AgFAQCs, con la degradacion de la agarosa en

contacto con dichos clisteres.

Aun asi, se han obtenido resultados que podrian resultar relevantes, como la
demostracién de la naturaleza catiénica de los AgFAQCs y su potencial

aplicacién para la electrooxidacién de materia orgdnica.

Se observo que el proceso de electrooxidacion de agarosa solamente tenfa lugar
con los clisteres de tamafio medio y no con los mds pequefios. Esto corrobora la
validez de la teoria presentada en los dos capitulos anteriores para las
reacciones de electrooxidacion sobre clisteres subnanométricos (Capitulo 3,

seccion 3.4 y Capitulo 4, seccién 3.1).

Debido a la importancia de una posible actividad frente a la electrooxidacién de
materia orgdnica, se pretende continuar el estudio de la electrooxidacién tanto
de agarosa, como de otro tipo de moléculas orgédnicas (surfactantes, aztcares...)
de una forma mds exhaustiva. En este sentido, se pretenden buscar las

condiciones y tipo de clister mds adecuado para cada tipo de oxidacién.
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Como se concluyé en el apartado anterior, la electroforesis no es un método
eficiente para la separacion de iones y clisteres. Por esta razon, e intentando
buscar alternativas, se pensé en encontrar un agente complejante capaz de
interaccionar selectivamente con uno de los componentes de la solucién: iones
o clisteres. La idea subyacente en este método es que el agente sea capaz de
formar, selectivamente, complejos reversibles que permitan la recuperacién de

los cluasteres o, alternativamente, de los iones sin reducir.

Sin embargo, encontrar un ligando adecuado no resulta trivial. Como se vio en
la seccion 2.2, la opcion de utilizar un quelante polidentado general, como el
EDTA, quedé descartada una vez comprobada su interaccién inespecifica con
clusteres e iones. Por lo tanto, ala hora de seleccionar un agente complejante es
necesario determinar su posible interaccién tanto con los iones como con los

clusteres buscando la selectividad por cada uno de ellos.

La primera opcién analizada tuvo como objetivo la eliminacién de los iones
plata con un secuestrante especifico. La Rodanina (4-(dimetilaminobencilidene)
es un agente complejante que se utiliza para la determinacion selectiva de iones
plata con alta sensibilidad'®’. Su alta especificidad hacia los iones lo convierte en
un candidato atractivo para ser estudiado como posible via de eliminacién de
estos iones en mezclas con clisteres. Mds especificamente, se ha demostrado
que no interacciona con otras formas de plata reducida como son las

nanoparticulas'’.

Sin embargo, el problema fundamental en el uso de la Rodanina es que no es
soluble en medio acuoso, por lo que se planteé una extraccion de los iones en
fase acuosa a fase orgdnica mediante su complejacién con este agente, a partir

de una disolucién de Rodanina preparada en un disolvente orgdnico adecuado.

El acetonitrilo es un disolvente adecuado de la Rodanina, por lo que se propuso
como medio de solubilidad comtin en el estudio de la interaccién de la

Rodanina con los iones Ag.

141



Purificacion

3.1.1. Interaccion de la Rodanina con iones
Con el objetivo de estudiar la interaccién entre la Rodanina y los iones, se
realizaron experimentos en un disolvente comin para ambas especies: el

acetonitrilo.

Se realizaron dos disoluciones stock de Rodanina y AgNOs (122,45 mg/1 y 50
mg/l respectivamente). Se mezclaron diferentes cantidades de las mismas para

obtener, en un volumen final de 5 ml, diferentes relaciones de Rodanina e iones:
Rh:Ag" =1:0/1:0,25/1:0,5/1:0,75/1:1/1:1,15/1:2/1:3/1:4

Inmediatamente después de preparadas, las muestras mostraron un color rojo
intenso, de intensidad creciente con la concentracién de Rodanina. (Figura 67).
Tras 48 h de almacenamiento en reposo, solamente la disolucién de Rodanina
pura mantuvo la misma tonalidad. El resto de las muestras se decoloré
significativamente cambiando su tonalidad del rojo al amarillo hasta la relacién
1:1, Por encima de esta relacion las disoluciones perdieron casi por completo el
color para tornarse incoloras a relaciones mds altas que 1:4. En todas las

muestras pudo apreciarse la presencia de un precipitado rojo que explica el

cambio de intensidad de color observado (Figura 68)
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Figura 68- Detalle de la formacion del precipitado rojo, asi como del cambio de color
en la disolucion de diferentes disoluciones de Rh:Ag" tras 48 h. Izquierda-derecha:

1:0,25/1:0,5/1:0,75/1:1/1:1,5/1:2/1:3/1:4

Puede concluirse de este experimento, que el complejo formado por la
Rodanina y los iones es insoluble en acetonitrilo, ya que la formacién de
precipitado es mds acentuada cuanto mayor es la cantidad relativa de iones

respecto a la de Rodanina.

Con el objetivo de cuantificar el proceso, se realizaron nuevas disoluciones con
una relacién Rodanina:iones entre 1:1 y 1:6. Se realizaron espectros UV-Vis tanto
de las muestras recién preparadas como de los sobrenadantes obtenidos
después del reposo y eliminacién del precipitado por centrifugacién. Los

resultados se muestran en la Figura 69.
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Puede observarse que la precipitacién de la Rodanina (disminucién de
intensidad de bandas de absorcién), es proporcional a la cantidad de iones. Esta
dependencia es equivalente a la observada por Azimiet al.quienes analizaron la

complejacién de iones Ag* por Rodanina previamente depositada sobre silica'".

Una vez comprobada la interaccion entre la Rodanina y los iones, el siguiente
paso consistié en el estudio de su posible interaccién con los clisteres. En este

caso se decidi6 utilizar la electroforesis para detectar su posible interaccién.
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Para ello se utilizé un gel de agarosa en TAE 1 mM, depositando en 3 pocillos,
Rodanina, Rodanina con AgFAQCs y Rodanina con iones. Los resultados pueden

verse en la Figura 70.

Puede observarse que la Rodanina es claramente detectable por el GelDoc® lo
que permite apreciar 2 fenémenos importantes. Primero, que la Rodanina
mezclada con los iones en una relaciéon 1:1 no migra en el gel, debido
probablemente a la presencia del complejo precipitado. Segundo, que los
AgFAQCs y la Rodanina presentes en la mezcla migran por separado. La
velocidad de ambos es claramente diferente como se aprecia del mayor avance
de la Rodanina cuya migracion es la mds rdpida, debido a su mayor relacion

carga/masa.

La Rodanina no interacciona con los clisteres. Esto confirma que la extraccion
utilizando Rodanina es un método potencialmente aplicable a la separacion de

clisteres e iones.

Sin embargo, llegados a este punto, surge una duda sobre el método. La falta de

interaccion de la rodanina con los cltsteres ;se debia a una extrema selectividad
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de este complejante? ;o0 podia deberse a una interaccion fuerte e inespecifica de

los clisteres con los disolventes orgdnicos?

De esta manera, la estrategia planteada presentaba un problema:
desconociamos cudl era el comportamiento de los clisteres en presencia de
disolventes orgdnicos y, lo que resulta de mayor importancia, si su naturaleza
podia verse afectada por dicho disolvente. Por este motivo se planteé el estudio
de la interacciéon entre cldsteres y disolventes orgdnicos puros en

procedimientos de extraccidon.

En primer lugar, se decidi6 estudiar la interaccién de los AGAQCs y AuAQCs con
diferentes disolventes orgdnicos puros. Se estudio asi, el comportamiento de las
muestras de cldsteres de Au y Ag utilizadas en los capitulos 3 y 4 con dos
disolventes de polaridad diferente: ciclohexano y diclorometano (e=0 y 8.93
respectivamente)'**. Es de esperar que, debido a la naturaleza cargada de los
clisteres metélicos de Au y Ag, esta variable tenga influencia sobre la eficiencia

de la extracciéon

Como se vio en la Introduccién los clisteres se asemejan mds en su
comportamiento y propiedades a moléculas que a nanoparticulas o iones. De
esta manera es de esperar que, a diferencia de los iones, cuando los clisteres no
estdn cargados o cuando formen aductos de carga total igual a cero, tengan una

solubilidad apreciable en disolventes orgénicos

La extraccién con ciclohexano se llevé a cabo segtin el procedimiento general

explicado en la pdgina 60. Los resultados se muestran a continuacion:
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+ Fase acuosa:

La Figura 71 muestra el espectro de absorcién UV-Visible de la fase acuosa (FA

ciclohexano) después de la extraccién comparado con el de la muestra inicial

124

—— Ag Inicial
——————— FA ciclohexano

Absorbancia

T T T T 1
200 250 300 350 400

Comparando el espectro de absorcion de la muestra sin tratamiento (Ag inicial)
con el de la fase acuosa posterior a la extraccién (FA ciclohexano) se observa que
hubo una disminucién en la concentraciéon de clisteres, especialmente de
aquellos que absorben a 210 nm. Estos son los que preferencialmente pasaron a

la fase orgénica.

+ Fase orgénica:

La Figura 72 muestra el espectro de absorcion UV-Visible de la fase orgdnica (FO
ciclohexano) después de la extraccién comparado con el de la muestra inicial. Se
pueden observar dos aspectos relevantes. El primero es que son los clisteres de
mayor tamafio (los de menor energia de excitacién) los que pasan a la fase

organica. El segundo, muy importante, es el aumento general en la intensidad
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de las bandas de absorcidn, lo que indica un aumento de la concentracién de

clisteres de mayor tamafio en la fase orgdnica respecto de la fase acuosa.
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Con el fin de comprender este fenémeno es necesario analizar la naturaleza de
los clisteres en disolucién, a partir de lo cual podria formularse una hipétesis

teniendo en cuenta dos cuestiones principales.

En primer lugar, se sabe que una vez detenida la sintesis electroquimica,
ademads del catién metélico, queda en disolucién una mezcla de varios tamafios
de clisteres pequefios, neutros y con carga positiva®®. Al observar los espectros
de masas de muestras de clisteres (Ag y Au) puede verse también que existen
clisteres (o cliusteres y ligandos) con carga negativa. Por tanto, en disolucién

podria haber clisteres positivos, negativos y neutros.

Por otro lado, estd estudiado que existen clisteres con cierto nimero de
dtomos, llamados numeros mdégicos, con una estabilidad excepcional

correspondientes a estructuras electrénicas cerradas®'.
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Por tanto, con la presencia de clisteres positivos y negativos, pueden existir

equilibrios de la forma:

Agn(L1)x" + Agm(L2)y <_E [Agn(L1x" Agm(L2)y]

Donde n+m es un niimero mégico. L; y L, representan ligandos asociados a los
clusteres. El producto se indica en forma de agregado debido a que el proceso es
reversible. De formarse un cldster propiamente dicho de tamafio n+m, en vez de
un agregado, el proceso seria irreversible, debido a la gran estabilidad de este
clister. Sin embargo, se ha demostrado que si se lleva a sequedad la fase
orgdnica y se redispersan los clisteres en agua nuevamente, se vuelve a obtener
la misma intensidad de bandas de absorcién y aproximadamente la misma
concentracién de plata que en la muestra inicial, lo que contradice la formacién
de clisteres estables de tamafio n+m, apoyando por el contraio la idea de

asociaciones de clusteres en medios poco polares'.

Asi, en fase acuosa, debido a la alta polaridad, este equilibrio estarfa desplazado
casi totalmente hacia la izquierda, mientras que el ciclohexano extrae el

producto neutro, desplazando dicho equilibrio hacia la derecha.

Asi, el niimero de especies de mayor tamafio aumenta en el disolvente orgdnico

comparado con el que habia presente en la disolucién acuosa original.

Se dard una explicacién mads detallada sobre este fendmeno en el apartado

siguiente, relativo a la extraccién con diclorometano.

Se realizaron dos extracciones con ciclohexano, una de ellas secando con sulfato
sédico anhidro la fase orgdnica y la otra sin secar, segin el procedimiento
detallado anteriormente en la pdgina 60. El objetivo de este ensayo fue
comprobar si el sulfato sédico anhidro arrastraba clisteres en el proceso de
secado, ya que interesaria su uso para eliminar restos de agua del disolvente

orgénico.
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En la Figura 73 se muestran los espectros de absorcién de las fases organicas.
Puede observarse que la fase orgdnica que se secé con sulfato sédico anhidro

tiene mucha menos cantidad de clisteres en disolucion que la que no se secé.

Resulta evidente, por tanto, que la utilizacién de sulfato sédico anhidro para
remover posibles restos de agua de la fase organica es perjudicial por la cantidad

de clisteres perdidos en el proceso.
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Esta prueba se realizé con la finalidad de evaluar si presenta alguna ventaja la
extraccion mediante agitacién con ultrasonidos con respecto a la agitacion

mecdnica, buscando una posible mejora en la cantidad de clisteres extraidos.

Se pueden observar en la Figura 74 los espectros de absorcién de ambas fases,
orgdnica y acuosa, con y sin ultrasonidos. Es claro que la agitacién con

ultrasonidos promueve la extraccién de mas clisteres a la fase orgénica.
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En esta seccién se analiza el efecto de la polaridad sobre la selectividad y

eficiencia de la extraccion de cldsteres. El diclorometano es un disolvente de

mayor polaridad que el ciclohexano por lo que resulta ttil en este andlisis.

La extraccién con diclorometano fue llevada a cabo segiin el procedimiento

general explicado en la pdgina 60. Los resultados se muestran a continuacion:

+ Fase acuosa:
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La Figura 75 muestra el espectro de absorcién UV-Vis de la fase acuosa (FA

diclorometano) después de la extraccion comparado con el de la muestra inicial
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En el espectro de absorcién de la fase acuosa se observa una ligera disminucién
en la absorbancia a longitudes de onda menores de 230 nm, y un aumento a
longitudes de onda mayores. Este hecho induce a pensar en un aumento de la
cantidad de los clisteres de mayor tamario en la fase acuosa, de manera similar

alo observado para el ciclohexano.

+ Fase orgénica:

La Figura 76 muestra el espectro de absorcién UV-Vis de la fase orgédnica (FO
diclorometano) después de la extraccion comparado con el de la muestra

inicial.
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El espectro de absorcién de la fase orgdnica muestra un gran aumento en la
concentraciéon de los clisteres de mayor tamafio y una concentracién

practicamente nula de los mds pequefios.

En el espectro de fluorescencia solamente aparece una banda de emisién a 344
nm, con un méaximo de excitacién a 240 nm. Teniendo en cuenta lo explicado en
la seccién anterior de que cada cldster tiene solo una absorcién y emisién
especifica, este hecho apunta a un incremento en la concentracién de un

determinado tipo de clisteres fluorescentes con absorcién a 240 nm.
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Al contrario de lo que sucede en el caso del ciclohexano, tras la redispersién en
agua de los clusteres extraidos con el diclorometano, no se vuelven a recuperar
los clusteres de partida. Por otro lado, los espectros de UV-Vis de la FA tras la
extraccion, muestran ya un aumento de las bandas a mayores longitudes de
onda, tanto en los AgGAQCs como en los AuAQCs (seccién siguiente) indicando

que se han formado clisteres de mayor tamafio, incluso en el agua.
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Por tanto, existen dos procesos bien diferenciados con ambos disolventes
orgdnicos. Los resultados obtenidos con diclorometano, como se ha observado,

sugieren que se estdn creando cluisteres estables nuevos de mayor tamafo.

Esta idea, a priori, puede parecer poco probable, teniendo en cuenta la gran
estabilidad mostrada por los clisteres de pequefio tamafio'® *> '**, Es necesario
tener en cuenta que, al contrario que el ciclohexano, el diclorometano es un
disolvente polar. Por su parte, la polarizabilidad de un cldster aumenta
linealmente con su tamaifio®, posiblemente debido a que los electrones estin
mds ligados a los nucleos de los clisteres pequefios con indices de coordinacion
menores. Por tanto, el diclorometano va a tener mds afinidad por los clisteres
de mayor tamafio que el ciclohexano, debido a su cardcter polar. Teniendo en
cuenta, ademds, que los cldsteres presentan una especial tendencia a
adsorberse en la interfase® y que el agua ejerce una fuerte solvatacién sobre los
clisteres de menor tamafio, puede entonces suponerse que, en el caso del
ciclohexano, los clisteres podrian formar agregados como los anteriormente
explicados, pero estarfan fuertemente solvatados por moléculas de agua, es
decir, los clisteres no saldrian de la interfase. Esta hipétesis explica lo observado
en la utilizacién del sulfato sédico anhidro, que eliminaria dichos agregados
solvatados de la disolucién. Por otro lado, dado el cardcter polar del
diclorometano y su mayor afinidad por los cliisteres mds grandes, los equilibrios
propuestos serian entonces irreversiblemente desplazados hacia la formacién
de clisteres de mayor tamafio neutros y, por tanto, de mayor estabilidad que los

agregados.

A modo de resumen, existiria una competencia entre dos procesos. Por un lado
la solvatacién del agua y la capacidad de los clisteres para permanecer en la
interfase. Por el otro, la creacién de nuevos clisteres neutros estables con
estructuras electronicas cerradas por la combinacién de diferentes clisteres

iénicos y catién metdlico presentes en disolucidn.

Ante la duda de por qué no se forman dichos clisteres en agua desde un
principio, se puede dar una posible respuesta al considerar la estabilidad de los
clisteres i6nicos, diferente de la de los neutros y al cambiar, los niimeros

magicos por los correspondientes a cliisteres cargados'®”.
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Por tanto en agua, como se ha explicado anteriormente, estos clisteres serfan
muy estables. Sin embargo, en presencia de un disolvente polar aprético, los
clusteres de mayor tamafio serian extraidos por la fase orgdnica, provocando el
desplazamiento del equilibrio hacia la formacién de clisteres neutros y, por
tanto, con nuevos nimeros mdgicos estables, distintos de los correspondientes

alos clusteres ionicos.

Agn"+Agn (clister estable i6dnico) ———> Agn.m (clister estable neutro)

Esto se puede observar en los espectros de la fase acuosa, en la que se evidencia
la presencia de clisteres de mayor tamafio formados tras la extraccién, tanto en
el caso de la plata (Figura 75) como en el del oro (Figura 77), que comentaremos
en la siguiente seccidn, pues para estos ultimos el efecto se muestra mucho mds
claramente. Elucidar y comprobar la teoria propuesta queda pendiente para

futuros trabajos.

La extraccién con ciclohexano fue llevada a cabo segtn el procedimiento

general explicado en la pdgina 60. Los resultados se muestran a continuacion:

+ Fase acuosa:
La Figura 77 muestra el espectro de absorcion UV-Vis de la fase acuosa (FA

ciclohexano) después de la extraccion comparado con el de la muestra inicial
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En un andlisis del espectro de UV-Vis se observa que, posteriormente a la
extraccion con el disolvente orgdnico, disminuye la absorbancia de la solucién a
lo largo de todo el espectro, indicando que algunas de las especies presentes

fueron extraidas por el ciclohexano.

+ Fase orgénica:
La Figura 78 muestra el espectro de absorciéon UV-Vis de la fase orgédnica (FO

ciclohexano) después de la extraccién comparado con el de la muestra inicial
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Analizando los espectros, se observan los mismos detalles destacados en el caso
de los clusteres de plata, seccién 3.1.3.1.1. El primero es que son los cldsteres de
mayor tamafio (los de mayor longitud de onda de absorcién) los que pasan a la
fase orgdnica. También se observa un aumento en la intensidad de las bandas de

absorcion de estos clisteres, lo que indica un aumento en su concentracion.

La explicaciéon de este hecho es la dada en la seccién anterior, ya que la

situacién es andloga al caso de los cltsteres de plata.

La extraccién con diclorometano fue llevada a cabo segtin el procedimiento

general explicado en la pdgina 60. Los resultados se muestran a continuacion:

+ Fase acuosa:
La Figura 79 muestra el espectro de absorcién UV-Vis de la fase acuosa (FA

diclorometano) después de la extraccion comparado con el de la muestra inicial.
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Se observa en el espectro de absorcién de la fase acuosa un aumento de la

cantidad de los clisteres de mayor tamafio respecto a la muestra inicial, lo que
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representa un resultado similar, aunque mds acentuado, al obtenido con los

clusteres de plata,

Fase orgénica:

La Figura 80 muestra el espectro de absorcién UV-Vis de la fase orgdnica (FO

diclorometano) después de la extraccion comparado con el de la muestra inicial
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El espectro de absorcién de la fase orgdnica muestra un gran aumento de los
clisteres de mayor tamafio, mientras que prdcticamente es inexistente la

contribucién de los mas pequefios.

Se observa de nuevo con los clisteres de oro resultados semejantes a los de
plata. Esto confirma que hay importantes similitudes, en lo referente al
comportamiento quimico frente a la extraccién con disolventes orgdnicos para

clisteres de ambos metales.
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IDEA: Extraccion en dosfases

Rodanina Ag”

Fase organica

l Rodanina I+|. Ag AgAQCs I — +

Fase organica Fase acuosa AgAQCs
------------. ------------------- -‘\‘ ' I

Interacciones: s Fase acuosa
1 Rodanina + Ag” e | Rodanina / Ag®
1 ] 1 ] l ] Interaccidn
Acetonitrilo Acetonitrilo Precipitacion
2. Rodenina | J | AgAQCs *} Nohayinteraccién
| J | J Electroforesis
Acetonitrilo Fase acuosa

A=AQCs
3. AgAQCS + Faseorgdnica _l AsAQCs |+l m‘:'?t:z‘;m
] |

Fase acuosa Fase acuosa Fase orgdnica

De esquema representado en la Figura 81se pueden sacar las siguientes

conclusiones:

La Rodanina ha demostrado ser un complejante selectivo de los iones, sin
embargo al no ser soluble en el disolvente de los AgGAQCs se hace necesario

utilizar una extraccién en dos fases.

Las extracciones en dos fases no resultan adecuadas para la extraccién de los
iones con Rodanina, debido a que la morfologia y tamafio de los clisteres puede

cambiar de modo irreversible, en contacto con un disolvente orgdnico.

En general, las extracciones permiten la separacion de los clisteres en funcion
del tamafio. Los cldsteres de menor tamafio quedan en la fase acuosa, mientras

que los més grandes son extraidos por la fase orgdnica.
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Por otro lado, se observa que el ciclohexano permite recuperar estos clisteres

simplemente evaporando hasta sequedad y redispersando el residuo en fase

acuosa.

Con el diclorometano, por otro lado, es posible estabilizar clisteres grandes, lo
que podria aprovecharse para la obtencién de muestras de clisteres de mayor

tamafio con un “nimero magico” de 4tomos.
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En el apartado anterior se analizé el uso de un complejante selectivo de los iones
Ag*, la Rodanina, como método de purificacién aplicado a disoluciones de
clusteres. La insolubilidad de este compuesto en agua motivé el planteamiento
de una posible extracciéon en dos fases. Sin embargo, después de un andlisis
exhaustivo de la interaccién de los clisteres con disolventes orgdnicos comunes,
se desestim6 la idea debido a la fuerte influencia que estos solventes tienen

sobre la estructura y estabilidad de los clusteres.

Mientras se llevaban a cabo los intentos de purificacién descriptos
anteriormente en este capitulo, en estudios realizados dentro del grupo de
investigacion en el que se enmarca la presente tesis docotoral, en colaboracion
el grupo del prof. J.M. Leal de la Universidad de Burgos y con el prof.
F.Dominguez de la USC, se encontré que existia una fuerte interaccién entre el
ADN y los AgAQCs. Ademds se comprobé que la interaccién con los clisteres es
del tipo de intercalacion dentro de la doble hélice del ADN. El conocimiento de
la existencia de esta interaccién llevé a plantear (idea original del Prof. F.
Dominguez) que, en principio, los clisteres metdlicos se podrian retener
selectivamente dentro de la doble hélice, por lo que se podria aprovechar este
hecho para separar los clisteres de los iones, “atrapando” los clisteres en la
doble hélice del ADN, utilizando a continuacién una membrana de didlisis para

“lavar” los iones.

Los resultados de esta serie de experimentos se detallan a continuacion.

En primer lugar, con el objetivo de visualizar la interaccién entre el ADN y los
AgAQCs, se decidio realizar una electroforesis en gel de agarosa del ADN libre y
del ADN tratado con AgAQCs.

Es de esperar que la intercalacién de los AGAQCs produzca una disminucién de
la movilidad del ADN en el gel de agarosa durante la electroforesis, como
consecuencia del incremento mdsico y de la reducciéon de su carga parcial

negativa debida a la presencia de los clisteres catiénicos.
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La Figura 82 muestra los resultados de la electroforesis tras el tratamiento del gel
con bromuro de etidio. Puede observarse una gran diferencia en la distancia de
migracion de ambas muestras de ADNs. El ADN libre migré, como cabria de

esperar, considerablemente mds rdpido que el ADN tratado con los AgAQCs.

De esta forma se pone de manifiesto claramente la interaccién entre el ADN y
los AgAQCs, y se demuestra, por tanto, la piedra angular de los experimentos de

separacién basados en ADN.

3.2.2. Caracterizacion y estabilidad de las especies participantes en la didlisis

Previo a los ensayos de separacion se realizé un estudio espectroscopico de la
absorcion UV-Vis y de las propiedades fluorescentes de las especies utilizadas
en el proceso de separacion. Ademds de la caracterizacién se han realizado
seguimientos de las muestras a diferentes tiempos y en diferentes condiciones,
con el objetivo de determinar su estabilidad. Se midieron asi por tanto:
AgNOsnq (17 mg/l), AgAQCs sin iones (0,1 mg/l) y ADN (varias
concentraciones). Los espectros de AgAQCs (17 mg/l) se incluirdn para su

comparacion.

3.2.2.1. Caracterizacion de AgAQCs (en presencia y ausencia de iones Ag")
La Figura 83 muestra los espectros de absorcién UV-Vis y de emision

fluorescente a una longitud de onda de excitacion de 230 nm de los AgAQCs.
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Debido a que los experimentos de didlisis requieren de una dilucién importante
de las muestras y con el objetivo de detectar cualquier posible cambio en los
espectros, se decidié medir también los espectros de una disolucién diluida de

los clusteres: 0,2 mg/1 (cantidad total de Ag).

La Figura 84 muestra los espectros de absorciéon UV-Vis y emisién fluorescente

de la muestra de clisteres diluida.
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Como era de esperar, el espectro UV-Vis muestra una disminucién general de la
intensidad de las bandas respecto a la muestra concentrada. El espectro de
emisién muestra, sin embargo, un resultado menos intuitivo. Al igual que en la
muestra concentrada, se observan las dos bandas de 300 nm y 350 nm, pero en

este caso, la de 350 nm es mds intensa.

La fluorescencia de una sustancia a menudo es quencheada cuando su

16 1o que resulta en una

concentracion supera un limite determinado
disminucion de la intensidad de fluorescencia. Teniendo en cuenta este hecho,
se puede considerar que la concentracién de quencheo del clister responsable

de la banda a 350 nm es baja. Por tanto, a concentraciones altas su intensidad se
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verd disminuida, lo que hard que aparezca como un hombro de baja intensidad
superpuesto con la banda de 300 nm, en lugar de como una banda intensa. Por
el contrario, la banda de 300 nm se mantiene igual debido a que no sufre

quencheo para las concentraciones utilizadas en los experimentos.

Este cambio en la intensidad relativa de las bandas puede resultar importante en
la caracterizacion de muestras de clisteres, especialmente en lo que respecta a

los cambios de concentracién que ocurren durante las didlisis.

Se dispone, también, de una disolucién de AgAQCs suministrada por la empresa
NANOGAP de la que han sido extraidos los iones.

La Figura 85 muestra el espectro de emisidn fluorescente de los AgAQCs sin

iones. Se pueden observar las mismas bandas obtenidas anteriormente para

AgAQCs.
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El objetivo principal de utilizar didlisis es separar el catién Ag" de los AgAQCs.
Para ello es necesario conocer muy bien el comportamiento de ambas especies,
tanto en lo que respecta a su absorciéon UV-vis como a su emision fluorescente.
Por este motivo se decidio realizar una caracterizacion similar a la llevada a cabo
con los clisteres para una solucion de una sal de plata. La Figura 86 muestra los

espectros de UV-Vis y emision fluorescente (exc 230 nm), respectivamente, de
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AgNOs,q.En el espectro de absorcién UV-Vis sélo se observa una banda
caracteristica por debajo de los 250 nm, correspondiente a la sal de plata. Por
otro lado, el espectro de emisién muestra un resultado mads interesante. En €l
aparecen 2 bandas, a 300 nm y a 350 nm, que recuerdan a las observadas para
los clusteres. En efecto, tal como han observado Xia y colaboradores'”’, las sales
de nitrato de plata, tanto en disolucién como en sélido, siempre contienen un
bajo porcentaje de clisteres de pequefio tamafio. Segin estos autores, los
clusteres que se forman no son estables, y desaparecen con el tiempo. Por ello,
se decidié estudiar la evolucién de los AgAQCs y AgNOs,qen diferentes
situaciones: expuestos a la luz, guardados en la oscuridad a 4°C y bajo una

atmosfera de oxigeno a temperatura ambiente.
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La Figura 87 muestra la evolucién de los espectros de absorcién en el UV-Vis y
de emision fluorescente de una disolucién de AgNOs expuesta a la luz natural en

funcién del tiempo.
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Puede observarse un aumento de la intensidad de las bandas relativas a los
clusteres hasta las 5 h, momento a partir del cual empiezan a aparecer otras dos
bandas, a 420 nm y 490 nm, que se hacen mucho mds importantes a tiempos

mds largos.
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Observando los espectros de absorcién en el UV-Vis, se puede comprobar que la
aparicion de estas bandas observadas en fluorescencia coincide con el aumento
de la absorcién a partir de 420 nm. Se pueden asociar estas bandas, por tanto, a

las resonancias del plasmén de nanoparticulas de Ag®” %,

Por otra parte, el espectro de emision fluorescente muestra que al aumentar la
concentracion de los clisteres, las intensidades relativas de las bandas a 300 nm
y 350 nm cambian, corroborando lo anteriormente propuesto de la influencia de
la concentracién en el qguencheo de la emision del clister de 3 dtomos,

localizada a 350 nm.

La variaciéon observada en la concentracién de clisteres y la aparicién de
nanoparticulas metdlicas puede ser explicada por la reduccién fotoquimica de

los iones plata.

El siguiente paso consistié en comprobar si la disolucién de AgAQCs con iones

se comportaba de la misma manera.

La Figura 88 muestra la variacién con el tiempo de los espectros de absorcion
UV-Vis y de emisién fluorescente para una muestra de AgGAQCs en presencia de

ionesyalaluz.

Al igual que para el AgNO; se observa una evolucién en el tiempo cuando la

muestra de AgAQCs se expone a la luz.

En este caso, sin embargo, no aumenta el nimero de cldsteres, como pasaba
con el AgNOs, sino que desde el primer momento aparecen nanoparticulas, lo
que hace disminuir el nimero de clisteres presentes en disolucién a tiempos

elevados.

La presencia de un mayor ntimero de clisteres estables, por tanto, favorece la

formacién de nanoparticulas cuando existen iones en disolucién.
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A fin de descartar una inestabilidad intrinseca de los clisteres se realizé un
seguimiento similar para la disolucién de AgAQCs sin iones. Los resultados
indican que la muestra se mantiene inalterada, demostrdndose, por tanto, la

estabilidad de los cltsteres en ausencia de iones metadlicos.

Este hecho pone de manifiesto la gran influencia que tienen los iones sobre la
estabilidad de los AgAQCs.
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Hasta el momento se ha observado que una disolucién de AgNOs y una de
AgAQCs con iones muestran un comportamiento similar de estabilidad frente a

la luz.

Por otro lado, el seguimiento de una muestra de AgGAQCs con iones almacenada
a 4°C, ha demostrado su inalterabilidad durante periodos de al menos medio
afio, lo que prueba que los clisteres presentes en la disolucién son muy estables,
por lo que en ausencia de un reductor como la luz, es posible evitar la reduccién

de los iones y la formacién de nanoparticulas de plata.

Con el objetivo de determinar si los clisteres formados en disoluciones de
AgNOs presentan un comportamiento similar a los AgAQCs se estudi6 la

evolucidén de una disolucidén de nitrato de plata guardada a 4°C en un vial opaco.

La Figura 89 muestra la variacién con el tiempo del espectro de emision
fluorescente de la disolucién de AgNO; almacenada en estas condiciones. El
espectro de absorcién en el UV-Vis es equivalente al observado al exponer la
muestras a la luz natural, lo que pone de manifiesto la inestabilidad de los
clisteres formados por la sal en disolucién, en contraposicién con la estabilidad

de los clisteres presentes en los AgAQCs.
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Xia y colaboradores, en el articulo previamente comentado'®’

, atribuyeron la
inestabilidad de los clisteres formados en nitrato de plata a la presencia de
oxigeno en disolucion. Esta afirmacion se basa en la evolucién temporal pero no
hace ninguna consideracién sobre las condiciones ambientales (luz,

temperatura, etc.)

Por tanto se decidi6 estudiar la evolucién de ambas, una muestra de AgNOsuq ¥
una muestra de AgAQCs en presencia de iones, saturadas de oxigeno

manteniendo una atmdsfera del mismo gas.

La Figura 90 muestra la evoluciéon en el tiempo del espectro de emision
fluorescente para una muestra de AgNOswnq. Puede observarse que,
sorprendentemente, las bandas de los clisteres aumentan sin registrarse

evidencia alguna de la formacién de nanoparticulas.
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Este es, sin duda, un resultado de importancia que muestra que los iones plata
pueden convertirse de manera sencilla (al menos parcialmente) en clisteres

metalicos estables.
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Se realizaron entonces experimentos similares sobre el efecto del O, en una
muestra de AgGAQCs con iones. La Figura 91 muestra el espectro de emisién

fluorescente de la muestra de AGAQCs inicial y tras 20 h en atmdsfera de O..
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Se observa un aumento de la cantidad de clisteres y la ausencia casi total de

nanoparticulas, de manera similar a lo observado para la sal de plata.

Por tltimo, y para determinar si la presencia de O, tiene algtin efecto sobre los
clisteres, se realizé un experimento similar pero utilizando clisteres sin iones.
No se observé variacién alguna tras 20 h de almacenamiento en atmdsfera de
0,.

Los resultados obtenidos se pueden explicar considerando un posible efecto de
estabilizacion de los clisteres de pequefio tamafio por adsorcién de oxigeno.
Este efecto de estabilizacion favoreceria, durante la reduccidn, la formacién de

clisteres frente a la de nanoparticulas.
Este efecto es muy interesante, desde dos puntos de vista:
-Optimizacién de la sintesis por aumento de la conversién de Ag* en clisteres*

-Importancia del efecto de adsorcién de O, sobre clisteres de Ag" en procesos

cataliticos'®® 139
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El ADN utilizado en los experimentos de didlisis ha sido ADN gendémico de
Bacillus licheniformis. E1 ADN se caracterizé de la misma manera que las

especies de plata, por espectroscopia UV-Vis y emisién fluorescente.

La Figura 92 muestra los espectros obtenidos para una solucién de ADN de

concentracién 17 mg/L
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El espectro de absorcién UV-Vis muestra la banda caracteristica del ADN a 260
nm El espectro de emisién fluorescente presenta una banda a 300 nm, que se
asemeja a la observada para los AgAQCs y que dificulta su diferenciacién por

esta técnica. Sin embargo, pudo comprobarse que la forma del espectro de
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absorcién UV-vis no varia con la concentracién de ADN en el intervalo
comprendido entre 100 mg/1 y 0,05 mg/l, y que la banda caracteristica a 260 nm
se mantiene. Esto es importante, pues permite la correcta diferenciacion de los

clisteres y ADN utilizando espectroscopia de absorcion UV-Vis.

Una vez realizada la caracterizacion de todas las especies participantes en el

proceso de separacidn, se procedieron a realizar los ensayos de didlisis.
Se realizaron didlisis de ADN/AgAQCs y también de ADN/AgNO; como blanco.

Todas las didlisis se llevaron a cabo siguiendo la misma metodologia. El
cartucho con la muestra problema se sumergié en 4 disoluciones diferentes por
un periodo de 24 h cada una. La Figura 93 muestra un ejemplo del montaje

utilizado.

Las dos primeras didlisis se llevaron a cabo en H,O MiliQ. El hecho de que se
puedan realizar las didlisis con H,O tinicamente es importante debido a que se
evita afadir una sal al producto final. La tercera didlisis se realizé en NaCl 1M,
para aumentar la fuerza iénica del sistema y liberar posibles iones adsorbidos en
la superficie del ADN. La cuarta didlisis se hizo en NaCl 0,1 M con el objetivo de
reducir la cantidad de sal dentro de la membrana y, a la vez, extraer posibles
iones que podrian estar presentes alin en baja concentracion. Para la tltima
parte de los experimentos, de recuperacion de los clisteres del ADN es
necesario tener en cuenta que el ADN en contacto con una concentracién de sal

elevada tiene una temperatura de desnaturalizacién mayor'*,

Una vez realizados los experimentos de didlisis (4 en total), se extrajo la mezcla
del interior de la membrana y se calent6 a 95°C durante 6h, con el objetivo de
desnaturalizar el ADN, separar la doble hebra y de esta forma liberar los
clusteres intercalados. Tras ese tiempo, la muestra se llevé a 0°C para impedir la
renaturalizacion de la doble hélice, y evitar que los clisteres vuelvan a quedar
atrapados. Una vez a 0°C, la muestra se introdujo nuevamente en el cartucho de

didlisis, y se sumergi6 en H,O durante otras 24 h.
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Todas las especies de interés tienen emision fluorescente a una excitacién de
230 nm. Debido a que la fluorescencia es un método de caracterizacién de
mayor sensibilidad que el de absorcion UV-Vis, se utiliz6 éste para el
seguimiento del proceso. Sin embargo, en los casos en los que se obtuvo sefial
significativa, se realizaron medidas de absorcién UV-Vis, para poder diferenciar

todas las especies presentes.

3.2.2.2. Didlisis de ADN/AgAQCs
La muestra de didlisis de ADN/AgAAQCs se prepar6 mezclando dos
disoluciones, una de AgAQCs y otra de ADN, en relacién 1:1 en peso. Para ello se

dejo en agitacién suave durante 12 h.
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Una vez mezclados los AgAQCs y el ADN se introdujo la disolucién en los
cartuchos de didlisis. Se realizé el experimento por duplicado utilizando dos
tamafios de poro, uno de 3,5 kDa y otro de 7 kDa. Los resultados éptimos se
obtuvieron con la membrana de 3,5 kDa, que serdn los inicos comentados en

este trabajo.

Una vez cargado con la disolucién de ADN/AgAQCs el cartucho se sumergié en

H,0 MiliQ con agitacion suave durante 24 h.

Tras las primeras 24 h en H,0, se midieron espectros de absorbancia UV-Vis y de

emisién fluorescente de la fase acuosa externa, (ver Figura 94).
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El espectro de fluorescencia muestra una banda a 300 nm que, a priori, podria

corresponder tanto a los clisteres como al ADN.

Sin embargo, el espectro de UV-Vis no muestra la banda a 260 nm tipica del
ADN (Figura 92) sino el perfil observado para los AgAQCs (Figura 84). La
presencia de AgAQCs en esta primera didlisis serd comentada al final de esta

seccion.

El espectro de fluorescencia de la segunda didlisis en H,O, tras otras 24 h, puede

observarse en la Figura 95.
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El espectro revela la presencia de iones Ag® contenidos en la muestra de
AgAQCs, como se comprobard en la seccién siguiente para la didlisis de
ADN/AgNO3.

Los espectros de emisién fluorescente de las dos tltimas didlisis en NaCl estdn
representados en la Figura 96. Se observa que no hay una extraccion
significativa ni de cldsteres ni de iones en ninguna de las dos por lo que puede
suponerse que se alcanzé el méaximo de eficiencia del proceso en las dos

primeras didlisis con H,O.
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Una vez finalizado el proceso de extraccién, se continué con la
desnaturalizacién y liberacién de los clisteres “atrapados” en la doble hebra del
ADN. Tras el calentamiento/enfriamiento explicado anteriormente, se realizé

una nueva didlisis de la disolucion resultante.

Los espectros de absorcion UV-Vis y de emisién fluorescente de la extraccion

final estdn representados en la Figura 97.

El espectro de emisién fluorescente muestra una banda a 350 nm. En este caso,
a diferencia de lo observado en la primera didlisis, la banda no se corresponde
con la del ADN, cuyo maximo estd a 300 nm. Por otro lado, el espectro de UV-Vis
muestra el perfil tipico de los cldsteres, con una absorcién continua desde 350

nm.

Por tanto todo parece indicar que el proceso de didlisis planteado ha cumplido
su funcién. Los clisteres quedaron “atrapados” dentro de la doble hebra del
ADN v, tras varios procesos de didlisis para eliminar los iones, se consiguieron

liberar por desnaturalizacion y apertura de las hebras.
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Aun asi, quedan ciertas cuestiones pendientes por resolver:

1. ;Se separaron todos los iones de los clisteres?

2. ;Qué se separd en la primera y segunda didlisis?

3. ;Los clusteres obtenidos en la extraccion final estaban realmente purificados?

Con el objetivo de comprobar si los cldsteres extraidos en la parte final de la
didlisis estaban impurificados con iones o no, se dejaron a la luz durante una
semana. Seglin lo observado en la seccién 3.2.2.3, en presencia de iones y

expuestos a la luz, los clisteres sufren una evolucién hacia la formacién de
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particulas de mayor tamafio Por otro lado, en muestras purificadas no se espera

evolucién alguna.

Los clisteres obtenidos como producto final del proceso de didlisis no
mostraron variacién alguna cuando fueron expuestos a la luz durante una
semana, demostrando asi su pureza y la validez del método de purificacion

empleado.

Con el objetivo de determinar si los iones habian sido extraidos del sistema e

intentar, asi, dar respuesta a las dos primeras preguntas, se realizé primero la
didlisis de ADN/AgNOs3,

Los espectros de emisién fluorescente obtenidos de las dos primeras didlisis en

H,0 estdn representados en las Figura 98 Figura 99.

200 -

AgNO3: 1 Dialisis en H,0

)
-
(3.
o

1

100 4

Intensidad (u.a.

(2.
o
1

T T T
250 300 350 400
Al nm

Pueden verse dos bandas de emisién, a 300 nm y a 350 nm, de intensidad y
forma muy similar a la obtenida para la segunda didlisis de ADN/AgAQCs. Por
tanto, tal como fue comentado anteriormente, puede concluirse que en esta

didlisis se produce la extraccion de los iones.
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La tercera y cuarta didlisis, al igual que en el caso de ADN/AgAQCs no arrojaron

ningin resultado significativo.

El espectro de emision fluorescente de la extraccién final tras la

desnaturalizacion del ADN se muestra en la Figura 100.
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En este caso, y a diferencia de lo observado en el caso del ADN/AgAQCs, no
puede apreciarse ninguna sefial significativa, lo que indica que, como era de

esperar, los iones no se intercalan dentro de la doble hebra del ADN.

En resumen, este ultimo ensayo con los iones permitié establecer que el
producto de extraccion de la segunda didlisis son los iones Ag* y que éstos ese
extraen en agua, sin necesidad de cloruro sédico. Por otro lado, la ausencia de
sefial después de la tercera y cuarta didlisis y luego de la desnaturalizacidn,
corrobora que se requieren sélo dos procesos de didlisis para completar la

purificacion y que no quedan iones atrapados entre las hebras de ADN.

Para confirmar la pureza de los clisteres obtenidos en la primera didlisis de
ADN/AgAQCs, la muestra obtenida se expuso a la luz de la misma forma que
para los obtenidos en la extraccion final. El espectro de emisién fluorescente no
sufrié ningin cambio significativo tras una semana de exposicién lo que

demuestra la elevada pureza de dichos clisteres.

Finalmente, la pregunta que queda pendiente de toda la discusién realizada es:

;por qué se extraen clisteres en la primera y en la dltima didlisis?

Existen calculos tedricos, realizados por el profesor Giampaolo Barone, del
Dipartimento di Chimica "S. Cannizzaro", de la Universita di Palermo, en
colaboracion con nuestro grupo de investigacion, que indican que el cldster de
Ag, no se intercala entre las hebras de ADN, sino que se asocia en su superficie.
Como se ha demostrado en esta tesis, la muestra de AgGAQCs utilizada contiene
predominantemente Ag, y Ags, por lo que es de esperar la unién del primero

sobre el ADN y la intercalacién del segundo entre las hebras.

El Ag, unido exteriormente a la doble hebra, debido a que su densidad de carga
es menor que la de los iones, se deberia extraer antes que estos ultimos y, por

tanto, deberia salir en la primera didlisis.

El Ags queda, sin embargo, intercalado en medio de la doble hebra, y de este
modo es extraido Unicamente tras la desnaturalizacién y separacién de las
hebras del ADN.
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Estos hechos pueden verse reflejados en los espectros de emision fluorescente

obtenidos para ambos casos.

En la primera didlisis (Figura 94) aparece una banda a 300 nm, que segun el

modelo de Jellium, deberia corresponder a un clister de 2 d&tomos.

Por otro lado, en la extraccion final (Figura 97) aparecen dos bandas, a 300 nm y
350 nm. La banda de 350 nm es mucho mds intensa que la de 300 nm lo que, por
comparacion con el espectro de emision fluorescente de la Figura 84 para
clusteres diluidos, indica que la concentracion relativa de Ags es mds alta que en
la muestra inicial, lo que permite corroborar las explicaciones propuestas. Por
tanto, el método de la didlisis con ADN no solo permite separar clisteres e iones,
si no que resulta una herramienta valiosa en la separacién de clisteres de un

pequeio nimero de &tomos.
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Los iones hacen crecer los AgAQCs obteniéndose nanoparticulas cuando estos
se exponen a la luz. Sin embargo, las muestras de AgAQCs con iones

almacenadas a 4°C permanecen estables.

Si se aplica atmosfera de O, a la muestra de AgAQCs expuesta a la luz, se
previene la formacién de nanoparticulas y tinicamente se forman una mayor
cantidad de clusteres por reduccién de los iones, lo que se ha interpretado como
una mayor estabilizacion de los clisteres de pequefio tamafio por adsorcién de

oxigeno.

Los AgAQCs sin iones son estables en disolucién acuosa, incluso expuestos a la

luz.

La didlisis con ADN permite no solo separar cltsteres de iones, si no también

separar clisteres de diferentes tamafios entre si.
En un trabajo futuro:

Se pretende estudiar la posibilidad de aprovechar los iones reduciéndolos para
formar nuevos clisteres bajo una atmosfera de O,, seguida por un proceso de

didlisis para separar posibles nanoparticulas formadas en el proceso.

Se pretende optimizar el proceso de didlisis en dos aspectos. Por un lado se
pretende minimizar la cantidad de ADN a utilizar y, por otro lado, minimizar el
tiempo de extraccion de didlisis, por ejemplo, medainte la adicién de carbén

activo en las fases de extraccion de iones.

Se pretende aplicar la separacion con ADN y didlisis a cltsteres de otros metales,

empezando por los AuAQCs y extendiéndose a Cu, Pt, Pd...
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Se descartaron la electroforesis y la complejacién selectiva de los iones con
Rodanina como métodos de separacién de clisteres e iones debido a que la
morfologia y tamafio de los clisteres puede cambiar de modo irreversible, en

contacto con un disolvente organico.

Se observé una gran actividad de electrooxidacién de la agarosa con cldsteres de
plata de tamafio intermedio lo que abre una importante ventana para su

aplicacion en la degradacion electrocatalitica de materia orgdnica.

Se comprob6 que los iones desestabilizan a los clisteres, reduciéndose y
haciéndolos crecer formando nanoparticulas. Sin embargo, una atmosfera de O,
previene este crecimiento y los iones se reducen haciendo crecer iinicamente el

numero de cludsteres.

Debido a las interacciones existentes entre los AgGAQCs y el ADN, es posible la
separacion tanto de clisteres e iones, como de clisteres de diferentes tamafios,

utilizando un proceso de didlisis mediado por ADN.
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Conclusiones

De forma general, los resultados presentados en esta tesis ponen de manifiesto

la gran influencia que tienen el tamafio y la estructura electrénica de los

clisteres cudnticos subnanométricos sobre sus propiedades, asi como la gran

importancia que tienen el control de los procesos de sintesis y la purificacién de

los clisteres en sus potenciales aplicaciones.

Las principales conclusiones del trabajo se resumen a continuacion:

1-

Se elaboré un modelo que establece limites de tamafio (médximo y
minimo) para la actividad electrocatalitica de las nanoparticulas y
clisteres de Au frente a la HOR. Dicho modelo podria generalizarse a
otros metales y a otro tipo de reacciones, lo que resulta de importancia
fundamental en el disefio de nuevos electrocatalizadores, especialmente
en el intervalo de tamafios subnanométricos.

Se observé que cldisteres de Au presentan la mayor actividad
electrocatalitica frente a la HOR conocida hasta la fecha. Se determiné
que esta gran actividad es exhibida dnicamente por los clisteres 2D de
mayor tamafo (entre 10 y 12 4tomos).

Se observd, por primera vez, que las células bioldgicas pueden actuar
como fuentes de energia en reacciones bioelectrocataliticas con cltsteres
metdlicos de Ag.

Se observé que el potencial ABSOLUTO de la membrana exterior de las
células biolégicas es suficiente para provocar la electrooxidacién de
alcoholes catalizada por clisteres de Ag.

Se midi6 por primera vez, de forma indirecta, el potencial ABSOLUTO en
una membrana biolégica, resultando ser >~ 200mV en células mamiferas.
Se observé que los clisteres de Ag actian como bioelectrocatalizadores
previniendo los efectos nocivos de los alcoholes sobre las células vivas. La
citoproteccién por los clisteres de Ag, observada en modelos celulares de
astrocitos de rata recién nacida expuestos a etanol, abre nuevos caminos
hacia su posible uso en la prevencién de los dafios que causa esta
sustancia en el sistema nervioso central en el sindrome de alcoholismo
fetal (FAS), patologia comun en hijos de madres que consumen alcohol

durante el embarazo.
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Conclusiones

7- Se observo que los clisteres de Ag de tamafio superior a ~10-15 dtomos

son capaces de degradar agarosa como consecuencia de su actividad
electrocatalitica, lo que confirma de nuevo el modelo establecido para la
actividad electrocatalitica de los clisteres. La posibilidad de utilizar
clisteres metdlicos para degradar la materia orgdnica abre asi un nuevo
camino en procesos de gran relevancia tecnolégica medioambiental,
como es el de los procesos de eliminacién de contaminantes ambientales

orgdnicos por electrooxidacion.

8- Se comprob6 que el oxigeno se adsorbe en los clisteres de plata,

estabilizdndolos y que dicha interaccién es titil para la optimizacién de
los procesos de sintesis y purificaciéon. Este hecho cofirma la enormes
potencialidades que presenta la utilizacién de los clisteres como

catalizadores en reacciones de oxidacion por oxigeno (quimica verde)

9- Se desarroll6 un método de purificacion eficiente de clisteres basado en

190

la mayor interaccién del ADN con los cldsteres que con los respectivos

iones.

10-Se observé que los clisteres se unen de forma diferente al ADN

dependiendo de su tamafo, lo que abre un nuevo camino para su

separacion selectiva.
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