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RESUMEN

La presente tesis doctoral esta dirigida hacia la obtencion de
clisteres de Ag a gran escala en ausencia de surfactantes o
grupos protectores. Para ello, se estudiara la optimizacion de una
sintesis fotoquimica que nos permita obtener estas especies
subnanométricas en concentraciones elevadas mediante un
método facilmente escalable a nivel industrial, lo que supone sin
duda un gran desafio. Ademads, se realizard una amplia
investigacion acerca de los métodos de caracterizacion y
purificacion de estos materiales cuyas propiedades,
estrictamente dependientes de su tamano, representan una gran
novedad en diversas aplicaciones como catdlisis, fotocatalisis y
biomedicina, entre otras.
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ABSTRACT

This PhD Thesis is focused on the scale-up synthesis of silver
atomic quantum clusters without any surfactant. For that
purpose, we will optimize a photochemical synthesis to obtain
clusters in high concentrations by a scalable process. That
supposes a really challenge in this research field. In addition, we
will explore different characterization and purification methods
of clusters, whose size-dependent properties have become very
attractive in catalytic, photocatalytic, and biomedical
applications.
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OBJETIVOS

El objetivo concreto de esta tesis es la sintesis de clusteres de
5 atomos de Ag puros, libres de surfactantes o agentes
protectores y de manera escalada. De esta forma se tratara de
solventar uno de los mayores problemas de las sintesis de
clasteres en disolucidn, el escalado, ya que con los métodos
actuales se producen cantidades del orden de pg/dia. A parte de
la reducida cantidad, las disoluciones obtenidas son muy
diluidas (del orden de ppbs) y son necesarios procesos de
concentracion costosos y laboriosos, que hacen inviable su
utilizacion mas alla de la escala de laboratorio.

Ademas, en los ultimos anos, se ha incrementado el interés
por estas especies subnanométricas debido a su excelente
actividad en reacciones de catdlisis implicadas en la eliminacion
de gases de efecto invernadero, asi como en el ambito de la salud,
donde demuestran poseer, entre otras, actividades
antitumorales.

Para lograr el objetivo, nos centraremos en cuatro objetivos
principales: (1) Disefar y optimizar la sintesis de clusteres de 5
atomos de Ag basada en un método fotoquimico, (2) estudiar
diferentes métodos de purificacion de los clisteres obtenidos en
disoluciéon (3) disenar un método de caracterizacion de los
clasteres obtenidos que permita ademas su cuantificacion de
forma sencilla y (4) evaluar la actividad catalitica de los clusteres
obtenidos, estudiando asimismo la influencia de la purificacion
en dicha propiedad.

23
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Capitulo I. Introducciéon

CAPITULO L. INTRODUCCION

1. EL ORIGEN DE LA NANO ESCALA

Los materiales se pueden clasificar en funcion de su tamafio
tal como se muestra en la Figura 1. Aquellos materiales cuyo
tamafo es mayor de 100 micrémetros pueden observarse a
simple vista. Cuando el tamafio varia entre 100 pm y 100 nm, se
necesita la ayuda de un microscopio dptico, sin embargo, los
materiales cuyo tamano es menor de 100 nm precisan de un
microscopio electrénico para ser observados. Los materiales a
escala atdmica, debido a su pequefio tamafio, solo pueden
observarse mediante el uso de longitudes de onda mas
energéticas, como los rayos X.

Microscopio

Ojo humano Microscopio éptico electrénico Rayos X
Lo e
,"{;"fs?;.
. . s
P Glébulo rojo .‘"ﬂ Y Fullereno Cy,

"di":i'
.. Covid-19 g@
A ’
1

Hormiga Bacteria Proteina Atomo

Carzin Ny Espesor de un
h Ny o =
mano ) % pelo humano -
\ ] l

‘.‘\H,HH ‘H“Hl‘l‘\\Hllﬂ'\‘l\ll“‘\\‘HH\‘H (ERRNRRAN

HI\‘IIII‘IIII‘IIH‘HH ‘I‘H I\II VI '|\'|H\I

10m 1m 0,1m icm 1mm 100pm 10pm lpm 100 nm 10nm 1nm 0,1nm

Figura 1. Escala métrica desde los 10 m hasta 0.1 nm ejemplificada con materiales bioldgicos y
quimicos bien conocidos. Imagen creada con Biorender.
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La Nanotecnologia es la ciencia que estudia los materiales y
su manipulacion en la escala nanométrica que, generalmente,
abarca desde 1 a 100 nanémetros (1 nm =10 m).

Esta ciencia, aunque nos pueda parecer reciente, lleva
muchos anos presente entre nosotros sin haber tenido constancia
de ello. En la Antigiiedad, los romanos (siglo IV a.C.) fabricaron
la famosa copa de Licurgo cuya belleza se puede observar en el
Brittish Museum de Londres!. Esta copa posee unas propiedades
luminicas fascinantes y es que, debido a la presencia de
nanoparticulas de Au y Ag en su composicion, su color varia en
funcion de su iluminacién (ver Figura 2). Si se ilumina la copa
desde el exterior esta posee un color verde, mientras que si se
ilumina desde el interior su color cambia a rojo. La explicacion a
este fendmeno llegd en el ano 1990 gracias al microscopio de
fuerzas atémicas? (AFM).

Figura 2. Copa de Licurgo fabricada por los romanos en el siglo IV a.C. y expuesta en el
Bristtish Museum de Londres. Imagen adaptada de la referencia 1 bajo licencia Copyright con
el permisos de uso anexados en la presente tesis.
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Otros ejemplos del uso de nanotecnologia en la historia van
desde las vidrieras diseniadas en la edad Antigua hasta los
ceramistas de Manises (Valencia, Espafia) del medievo. Ambos
utilizaban nanoparticulas de Ag, Au o Cu que en un caso
aportaban diversidad cromatica y en otro un brillo metalico muy
caracteristico.

En la edad actual, la Contemporanea, el primer cientifico en
sintetizar nanoparticulas fue Michael Faraday que sintetizo,
accidentalmente, una suspension de oro coloidal que poseia
caracteristicas diferentes a la de su metal masivo®. El oro,
conocido por su color amarillo brillante, se presenta en esta
dispersiéon con un color rojo rubi intenso (ver Figura 3).
Actualmente la dispersion coloidal, sintetizada en 1856,
permanece estable y se puede observar de cerca en la Royal
Institution de Londres.

Figura 3. Solucidén de oro coloidal sintetizada en 1856 por Michael Faraday y que 175
afios mds tarde permanece estable en la Royal Institution de Londres. Imagen reproducida con
permiso de la pagina web de la Royal Insitution de Gran Bretafia.

Medio siglo mas tarde, en 1905, fue el cientifico Albert
Einstein* el encargado de explicar la existencia de los coloides,
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dando asi explicacion a lo descubierto de forma experimental y
accidental por Faraday.

Unos afos mas tarde, en una conferencia de divulgacion
cientifica celebrada en el Instituto de Tecnologia de California
(Caltech) el 29 de diciembre de 19595, el fisico tedrico
estadounidense Richard Feynman se refirid a estos materiales,
pero en ausencia de un término que los definiera. En su discurso
pronuncio la frase “There’s plenty of room at the bottom”, que
ha servido de inspiracién cientifica hasta nuestros dias y que se
toma como referencia de los inicios de la Nanociencia. Feynman
se referia a la capacidad de manipular dtomos y moléculas a
pequena escala, abriendo asi una ventana de oportunidades en
el ambito cientifico que, afios mds tarde, se conoceria como
Nanotecnologia.

Y asi fue como 15 afios después del ya conocido discurso de
Feynman, en 1974, Norio Taniguchi acund el término
Nanotecnologia®. El cientifico japonés de la Universidad de
Tokio utilizd este término para describir procesos como la
deposicion de peliculas delgadas y la definié como “la ciencia
que estudiaba los procesos de consolidacidn, separacion y
deformacién de materiales por un dtomo o una molécula”.

No fue hasta pocos afios después, en la década de los 80,
cuando el término Nanotecnologia se consolidé gracias al
descubrimiento en 1981 del microscopio de efecto ttiinel” a manos
de dos cientificos de la compania IBM, G. Binning y H. Rohrer,
que les llevaria cinco afios mas tarde hacia el premio Nobel® y
gracias también al descubrimiento en 1985 de un derivado
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nanométrico del carbono, el fullereno Ceo® (Buckyball, en inglés),
a manos de H. Kroto, R. Curl y R. Smalley que les llevaria
también al Nobel en 1996.

En los ultimos afos, la Nanotecnologia ha sufrido un auge
constante. Y es que esta rama de la ciencia tiene influencias y
aplicaciones en diversos campos de gran interés industrial, entre
los que podemos citar las industrias alimentarias!!, energéticas'?
o farmacéuticas®.

El porqué del interés surgido en la Nanotecnologia esta
basado, principalmente, en que las propiedades que presentan
los materiales nanométricos estan influidas notablemente por el
aumento de la relacion superficie/volumen respecto al material
masivo. Un aspecto interesante de los estudios con materiales
nanométricos es que abri6é la posibilidad de investigar qué
ocurriria con las propiedades de los materiales cuando se
converge a tamafos atdmicos.

Asi, se observo que las propiedades de los materiales
masivos o macroscopicos difieren, en muchos casos, de los
nanomateriales, con la aparicién incluso de nuevas propiedades
cuando el tamafio se sitia por debajo de la escala nanométrica.
En la nano-escala, la ley de escalabilidad, basada en el aumento
de la relacion superficie/volumen al reducirse el tamafio del
material, permite predecir las propiedades de los materiales al
reducirse su tamafo hasta aproximadamente unos pocos
nanometros'4. Sin embargo, se ha observado que, a tamafios muy
pequenos la ley de escalabilidad deja de cumplirse por lo que se
denomina confinamiento cuantico de los electrones (o efecto de
tamano finito). Esto ocurre cuando el tamano de los materiales
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comienza a ser comparable con determinados pardmetros
caracteristicos de los electrones, como son el recorrido libre
medio de los electrones o la longitud de onda de De Broglie
asociada a los mismos®. En esas condiciones de confinamiento
cuantico, los nanomateriales suelen poseer propiedades muy
diferentes tanto del material masivo como de los propios
nanomateriales de mayor tamano. Y es, precisamente, en estos
tamafos muy pequenos (por lo general, inferiores a unos pocos
nandémetros) donde se encuentran los cltsteres de atomos,
también denominados cltsteres cuanticos atomicos (AQCs),
nanoclusteres o clusteres de baja atomicidad, que son el objeto
de estudio de la presente tesis doctoral.
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2. ;QUE SON LOS AQCSs?

Los clusteres cudnticos atdmicos (AQCs) son especies
formadas por n atomos de un metal en estado de oxidacion
promedio préximo a cero, siendo n un niumero menor de 150-
200 atomos. Es decir, son especies cuyo tamafo no supera los
tamanos de = 1-2 nm. Es de destacar que una de las caracteristicas
mas peculiares de los AQCs es que estas especies poseen
estructuras electronicas bien definidas, que son diferentes de las
correspondientes al mismo numero de atomos en las
nanoparticulas o el material masivo.!® Este hecho, motivado
como dijimos por el confinamiento cudntico, explica las
diferencias en las propiedades quimicas, electronicas y Opticas
de estas especies y que dan lugar a la aparicion de propiedades
nuevas en el material, como pueden ser sus actividades
cataliticas, apariciéon de nuevos comportamientos magnéticos,
fotoluminiscencia, etc.17-20

Para el caso concreto de nanoparticulas metalicas, cuando su
tamafio es suficientemente grande, presentan bandas
electronicas continuas? similares al material masivo. Esto
permite que los electrones se muevan libremente de los niveles
energéticos ocupados a los niveles energéticos desocupados
convirtiendo a las nanoparticulas y al metal masivo en materiales
conductores.

Los cltsteres cuanticos atomicos, debido al reducido nimero
de 4tomos que los componen, sufren un confinamiento cuantico
que provoca la cuantizacidn de su energia. Es decir, la energia ya
no es una banda continua, sino que aparecen niveles discretos de
energia cuya diferencia energética es mayor a la energia térmica
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(ksT). Esta zona de energias prohibidas que aparece en los AQCs
nos recuerda al band gap propio de semiconductores o, en el caso
de los clasteres de menor tamano, al HOMO-LUMO gap
existente en los materiales moleculares (ver Figura 4)*-%.

o - ronde quer.
. NPs ~
masivo grandes pequeiios

|Eg<lyT | | 1eV2E,>kyT || 1eV<E,>kyT |

> 100-200 nm >1-2 nin > 0,5 nm <0,5nm

DISMINUCION DEL TAMANO

Figura 4. Diagrama de la estructura electronica en funcién del tamario de particula. De
izquierda a derecha: metal masivo, nanoparticulas, cliisteres grandes y cliisteres pequerios.
Imagen adaptada de la referencia 14 bajo licencia Copyright con el permisos de uso anexados en
la presente tesis.

En la Figura 4 se puede observar la clara dependencia de la
banda de energias prohibidas con el tamafio del cltster. También
resaltamos la idea de las diferencias que existen entre los
clasteres grandes (aquellos que poseen un ntiimero de atomos
aprox. entre 10-20 hasta =150) y los clusteres pequenos,
denominados cltsteres de baja atomicidad (con un nimero de
atomos menor de = 10-15), pues las propiedades de los primeros
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Capitulo L. Introduccion

son mas parecidas a las de las nanoparticulas y tienen una menor
estabilidad que ellas, mientras que los segundos, tienen una gran
estabilidad, mayor incluso no sélo a la de las nanoparticulas sino
también a la del material masivo del que proceden, tal como
demostraremos en la presente tesis doctoral. En todos ellos,
clasteres grandes y pequenos, su banda de energias prohibidas
(0o su HOMO-LUMO gap) varia de forma inversamente
proporcional a su tamario.

Por lo que acabamos de decir, los cltsteres grandes (con un
pequeno band gap) precisan de ligandos fuertes que los protejan
y estabilicen, mientras que los clisteres pequenos (con un
HOMO-LUMO gap muy grande) no precisan de ligandos
estabilizadores, ya que no son susceptibles a fenémenos de
agregacion o sinterizacion debido a que poseen estructuras
electronicas y geométricas bien definidas.!®

El modelo del Jellium?* (descrito mas adelante en el apartado
2.1.) es capaz de predecir de forma aproximada muchas de las
propiedades fisicoquimicas de los cltsteres. Este modelo
mecanocudantico permite obtener una solucién analitica para el
valor de las energias permitidas, y es capaz de predecir la
aparicion de la banda de energias prohibidas, propia de los
clusteres, en funcién del tamano del cluster. En la ecuacion 1 se
puede observar la relacion -predicha por este modelo- que hay
entre la banda de energias prohibidas (Eg) y el tamafio del cltaster
(N) y que no contiene ningin parametro ajustable, pues
solamente depende de la energia del nivel de Fermi del metal
correspondiente (Es).
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Er 1
B = 1)

Enla Figura 5 se puede ver la variacion del band gap predicho
por esta simple ecuacidn, en funcion del tamafio del cluster. A
modo comparativo, se representa también la posicion de los
correspondientes band gaps de los semiconductores mas tipicos,
pudiendo observarse que con tan solo dos metales (Ag y Cu),
variando su tamano, se puede cubrir todo el espectro de band
gaps de los semiconductores tradicionales.

2 - — 2,5
-1 — Ag, . s m — -3,5
- Ag Aglo 11 - 23 —
0 —— 3 _—_- — - 3—'8 e — — e e _- — ! — — 4 5
N 8ol 2 ’
- 2,9 da | 2B A& -
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1 -4 19 2,5 CdTe 17 3l Cos0, — -5,5
-MnO
| B-MNO%ans | Gap | 312 wo|
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2,5 _ ]
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Figura 5. Comparacién de la energia de bandas prohibidas (band gap) de cliisteres de Cu
y Ag con algunos semiconductores cldsicos. Imagen adaptada de referencia 16 con permiso del
autor.
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Capitulo I. Introducciéon

Por este motivo, los cltsteres de pequeno tamano abren la
ventana a la exploracion de materiales totalmente nuevos, donde
con tan solo modificar en una unidad el tamano del cluster, se
pueden modificar drasticamente sus propiedades. Gracias a
estas nuevas propiedades podemos proponer una tabla
periddica en 3D (Figura 6), donde se muestra como variarian la
propiedades de los clasteres y nanoparticulas respecto a las
propiedades ya conocidas de los materiales masivos. Es de
destacar que los clasteres se han convertido en una excelente
alternativa para muchas aplicaciones, como por ejemplo la
catdlisis, no sdlo por la versatilidad de su tamafio sino por su
gran relacion superficie-volumen?!, donde todos o la mayoria de
los a&tomos que los componen quedan expuestos a la superficie y,
por lo tanto, pueden jugar un papel importante en catalisis
heterogénea, que es un fendmeno exclusivamente superficial.
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Figura 6. Tabla periddica en tres dimensiones donde se representa la influencia del tamario
en las propiedades fisicoquimicas de los elementos. Imagen tomada y adaptada con permiso del
autor™.
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2.1. ESTRUCTURA ELECTRONICA DE LOS AQCS

Aunque la estructura electronica de los clasteres se puede
calcular tanto mediante métodos cudnticos ab initio como por
meétodos tedricos aproximados, como la teoria del Funcional
Densidad (DFT) -o aproximaciones mas sencillas dentro de ella,
como la de la densidad local (LDA)-", en general los calculos son
complejos y solamente se utilizan para casos muy concretos. Es
cierto que, en los ultimos afios, han aparecido herramientas de
trabajo que simplifican enormemente los calculos -como por
ejemplo el “aprendizaje automatico” o “machine learning (ML)”,
que le permite al software -mediante procedimientos derivados
de la inteligencia artificial- aprender a través de la adaptacion de
los algoritmos utilizados a la entrada de nuevos datos. Pero,
también en estos casos de ML, se precisa disponer de cédlculos
precisos mediante DFT o ab initio. En el caso que nos ocupa, se
precisa disponer de cdlculos teéricos precisos para clusteres de
un metal con diversos nimeros de dtomos que, introducidos en
el algoritmo de ML nos podrian dar de forma rdpida las
proyecciones para cltsteres con numeros de atomos diferentes.

Por este motivo, para explicar de una forma sencilla la
estructura electrénica de los cltsteres, se desarrolld el modelo del
Jellium. Este modelo es un modelo mecanocudntico sencillo, que

* La solucién de la ecuacion de Schrédinger obtenida mediante calculos
ab initio esta basada en una funcién multielectrénica, mientras que la soluciéon
de la ecuacién mediante la aproximacién DFT esta basada en el funcional (es
decir, una funcién de una funciéon) de la densidad electronica,
disminuyéndose asi, en gran medida, la complejidad del calculo.

36



Capitulo L. Introduccion

ofrece una solucién analitica y que fue desarrollado en 1984 para
clisteres de metales alcalinos (Na, Li, y K) en fase gas®. Mas
tarde se comprobd su consistencia para clusteres de Cu, Ag y
varias aleaciones de estos metales?. El modelo del Jellium supone
que el claster es una esfera positivamente cargada rodeada de
una nube electronica donde tanto la esfera positiva -formada por
el nacleo y los electrones del ntcleo- como la nube electronica -
formada por los electrones de valencia- estan distribuidas
uniformemente en el espacio. Los electrones de valencia se
mueven en un potencial de campo medio que sustituye el
potencial externo por un potencial atenuado que confina a los
electrones en un volumen finito.

En el modelo del Jellium se supone que el sistema posee una
simetria esférica en tres dimensiones, cuyos pozos de potencial
se puedan ajustar a un pozo de potencial armoénico, intermedio
o de pozo cuadrado? (ver Figura 7). La forma de dicho pozo de
potencial varia en funcién de la naturaleza del clister. Mediante
la solucién analitica de este modelo se puede obtener un
potencial efectivo total que permite la obtencién de un sistema
muy similar al utilizado en los atomos, con la consiguiente
ocupacion electronica de niveles energéticos en una estructura
de capas, siguiendo el principio de Aufbau (1S2 | 1Ps | 1D1o | 2S2
1F14 | 2P61Gas |...). %/

Esta solucion es consistente con la estabilidad de los clasteres
encontrados al analizar la vaporizacién de metales alcalinos y
metales nobles en vacio mediante cromatografia de gases. En
efecto, se observd la presencia de clusteres de determinados
tamafios mucho mds estables que el resto de los clusteres
(nimeros magicos*?). De acuerdo con el modelo del Jellium,
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esto se debe a que la energia total del claster en funcién del
tamafio presenta ciertas discontinuidades, con la presencia de
minimos de energia que se corresponden con estructuras
electronicas de capas cerradas. Las estructuras de capas cerradas,
que se pueden predecir a partir de los niveles de energia
representados en la Figura 7, para elementos monovalentes son:
8, 18, 20, 34, 40, 58, 92, 138, ..., que se corresponden con los
cltsteres mas estables y de mayor abundancia encontrados en los
experimentos.
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Figura 7. (izda) Ocupacién de los niveles energéticos para estructuras con geometria
esférica 3D seguin la forma del pozo de potencial: armonico, intermedio y de pozo cuadrado.
(dcha) Potencial efectivo de una esfera del Jellium de Naso y ocupacion electronica de los niveles
de energia. Imagen adaptada de referencia 16 bajo licencia Copyright con el permisos de uso
anexados en la presente tesis.
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2.2. ESTRUCTURA GEOMETRICA DE LOS AQCS

El modelo del Jellium y calculos DFT nos permiten también
predecir la estructura geométrica Optima de los materiales
minimizando la energia electrénica respecto a la densidad
electronica. Las estructuras cristalinas serdn tanto mas estables
cuanto menor sea su energia. Una de las primeras estructuras
cristalinas calculada mediante cdlculos DFT y técnicas
experimentales fue la de [Aui3(SR)zs]-.

Al igual que ocurre con la estructura electronica de los
clasteres sin ligandos protectores, también la estructura
geométrica de los clusteres sin ligandos depende del tamafio y
del tipo de metal. Se ha observado que, generalmente, la
geometria mas estable para clusteres en 2D es la triangular-
plana, mientras que para clisteres en 3D es la icosaédrica. Sin
embargo, la estructura cristalina de los metales masivos y de las
nanoparticulas metdlicas de metales como son el oro, la plata o
el cobre, es un empaquetamiento cubico centrado en las caras
(FCC).

Para clasteres pequefios, menores de 6 atomos, la geometria
plana es la mas estable (en el vacio). En el caso de los cltsteres de
Ags, la diferencia de energias entre sus dos estructuras mas
estables, la trapezoidal plana y la bipirdmide trigonal, varia entre
0.49y 0.15 eV, siendo la primera la mas estable. En la Figura 8 se
pueden ver las estructuras mas estables de los clusteres de Ag de
3 a 20 atomos en funcion de su tamano.?*®
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Agys

Figura 8. Estructuras geométricas mds estables de los cliisteres cudnticos atémicos de
plata de 3 a 20 dtomos. Figura adaptada de la referencia 29 bajo licencia Copyright con el
permisos de uso anexados en la presente tesis.

3. PROPIEDADES DE LOS AQCs

3.1. PROPIEDADES OPTICAS

Como se ha mencionado, los clusteres -debido al
confinamiento cudntico que sufren a causa de su pequefio
tamafio- presentan propiedades distintas de su analogo masivo
o de las nanoparticulas del mismo metal. Un ejemplo de esto son
sus propiedades Opticas.

Los metales masivos poseen su caracteristico brillo metalico
que se pierde a medida que el tamafio de particula disminuye.
Cuando llegamos a la region nanométrica (= 100 nm), se observa
la aparicion de colores intensos que varian en funcion del tamafo
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de las nanoparticulas y del metal que las forma. El color que
presentan las nanoparticulas metalicas se debe a los plasmones
superficiales localizados (LSP).

Los plasmones superficiales localizados son un tipo de
banda plasmoénica superficial (SPR) que tiene lugar en la
superficie de volumenes pequefios, como es el caso de las
nanoparticulas metdlicas. Cuando wuna nanoparticula es
irradiada con una radiacion cuya longitud de onda es similar al
tamano de la nanoparticula (por ejemplo, con luz visible
incidiendo en una particula de =100 nm), los electrones de la
banda de conduccion de la nanoparticula interaccionan con la
onda electromagnética de la radiacion incidente y esto provoca
que los electrones de la nanoparticula oscilen y resuenen a
longitudes de onda determinadas, dando lugar a una absorcion
de luz y la correspondiente aparicion de los colores
caracteristicos en particulas de Cu, Ag y Au® (en otros metales
sucede lo mismo pero las longitudes de absorcidon estanen el UV,
por lo que no presentan color).

Los electrones de los clusteres, debido a que su energia esta
cuantizada, se encuentran confinados en niveles de energia
dentro de la banda de valencia y precisan de una energia mayor
que la energia térmica para alcanzar la banda de conduccion. Al
no haber electrones en la banda de conduccién (BC), el plasmon
superficial tipico de las nanoparticulas metalicas desaparece en
los clasteres.

Tal como se muestra en la Figura 9, las propiedades dpticas

de los cltsteres varian en funciéon de su tamafio. Tanto para
clasteres grandes como para clisteres pequefios se observa la
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pérdida de la banda plasmonica superficial propia de
nanoparticulas metalicas, que en el caso de la plata se presenta a
400 nm. La absorcion vis-UV de un cluster grande es similar a la
absorcion de un semiconductor, en la que se muestra un
decaimiento constante de la absorcion a medida que aumenta la
longitud de onda, con la presencia de pequenios hombros. Sin
embargo, los clasteres pequenos presentan una absorcion similar
a la de moléculas mostrando bandas de absorcion bastante bien
definidas.!®
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Figura 9. Espectros de absorcion vis-UV de (a) Nanoparticulas de Ag con su banda
plasménica caracteristica a 400 nm (b) Cliisteres grandes de plata protegidos con un
surfactante, donde se observa la disminucion de la absorcion a medida que aumenta la longitud
de onda (c) cluisteres de plata de baja atomicidad en ausencia de ligandos fuertes que los protejan,
donde se aprecian bandas de absorcion bien definidas. Imagen adaptada de la referencia 16 bajo
licencia Copyright con el permisos de uso anexados en la presente tesis.

Ademas, debido a la aparicién del band gap (HOMO-LUMO
gap), tanto clusteres pequefios como grandes presentan
propiedades fluorescentes. Por este motivo, pueden
caracterizarse no sélo mediante espectroscopia vis-UV sino
también mediante espectroscopia de fluorescencia.

El espectro de emision del cltster varia en funcidon de su
tamano, tal como podemos observar en la Figura 10%°. A medida
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que aumenta el tamafio del clister, aumenta la longitud de onda
de emision de fluorescencia observada y, por tanto, disminuye
su energia.

Longitud de onda (nm)

300 400 500 600 700 800900
uv Azul Verde Rojo IR

\

Intensidad (u.a)

v v —
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Figura 10. Espectro de excitacion (lineas punteadas) y de emision (lineas sélidas) de
fluorescencia de cliisteres de Au protegidos con PANAM (poli(amidoamina)). El espectro de
emision azul oscuro se corresponde con un clister de Aus, el azul claro con uno de Aus, el verde
con uno de Auis, el rojo con uno de Auzs y, por tiltimo, el morado con uno de Ausi. Imagen
adaptada de la referencia 20 bajo licencia Copyright con el permisos de uso anexados en la
presente tesis.

En disolucién acuosa la energia de emision de fluorescencia
se puede relacionar con el nimero de atomos del claster a través
de la ecuacion (1) que predecia el modelo esférico del Jellium. De
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esta forma, en la Figura 10 se pueden apreciar los espectros de
emision de fluorescencia de clasteres de Au de 5, 8, 13, 23 y 31
atomos cuyas energias de emision de fluorescencia son 3.76 eV,
322 eV,2.86 eV, 1.85 eV y 1.62 eV respectivamente®. Por tanto,
los clusteres de 5 dtomos de oro emitiran fluorescencia en la
region ultravioleta del espectro electromagnético, los clusteres
de oro de 8, 13 y 23 lo haran en la region visible mientras que, los
clusteres mas grandes, los de 31 dtomos, emitiran en la region
infrarroja.

Las propiedades oOpticas de los cltsteres les convierten en
unos excelentes fluordforos para ser aplicados en diversos
campos (biomarcadores, sensores, etc.). En concreto, los AQCs
de oro se utilizan mucho en aplicaciones bioldgicas como
biosensores y biomarcadores debido a su fluorescencia y a su
elevada biocompatibilidad®. Las aplicaciones de estos clusteres
varian desde su utilizacién como biomarcadores para bioimagen
in vitro e in vivo*3* hasta biosensores para la deteccion del
Alzheimer.

3.2. PROPIEDADES CATALITICAS

Tal como hemos comentado, los clisteres poseen un gran
potencial dentro del 4rea de la catalisis. Para los propdsitos de la
presente tesis doctoral comentaremos algunas de las
propiedades de los cltsteres de Ag de baja atomicidad y como el
tamafio influye de forma notable en esas propiedades. Asi, se ha
visto que los cltsteres de Ag: no poseen actividad catalitica y son
relativamente inertes®. Los cltsteres de Ags comienzan a tener
cierta actividad, aunque sus efectos mas notables son su
interaccion con los anillos aromaticos” dentro de lo cual se
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destacan sus interacciones con el ADN"?% (véase mas adelante).
El claster de Ags posee una gran actividad catalitica y, por esa
razon, serd uno de los objetivos de estudio prioritarios dentro de
los trabajos aqui realizados. Se ha visto que este cltster posee dos
conformaciones muy estables (plana y bipirdmide trigonal), que
puede intercambiar y adoptar cualquiera de ellas en funcién de
la catdlisis a realizar, lo que le confiere una gran versatilidad, que
no posee el cluster mas pequenio de Ags, ya que solo puede tener
una conformacion estable plana.

Los clasteres de pequena atomicidad y, mads
particularmente, de = 3-6 atomos, tienden a quedarse en las
interfases y adsorberse, tal como veremos a continuacion para
algunos ejemplos concretos, en planos preferenciales de las
nanosemillas (ntcleos de crecimiento), catalizando el
crecimiento de los planos en los que estan adsorbidos y
originando asi un mecanismo de rotura de la simetria de las
nanoparticulas y formando diferentes nanoestructuras
dependiendo del nimero de caras en las que se adsorban.

En la Figura 11%, vemos el ejemplo de la formacién de
nanocilindros de oro, originados por la presencia del cltster (en
este caso Ags) en una sola cara de la semilla. Una vez formados
esos cilindros con los cltsteres adsorbidos, se pueden observar
interesantes procesos fotocataliticos al ser irradiados con luz UV.
En efecto, tal como se muestra en dicha figura, las actividades
fotocataliticas de los clusteres pueden dar lugar a: (1) la
fotodisolucién de los nanocilindros y/o fotooxidacion de materia
organica; (2) la reaccion de fotoproduccion de hidrogeno. Esto
altimo ocurre cuando se desoxigenan las muestras ya que, al
eliminar el oxigeno del medio, que es un aceptor de electrones, e
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irradiar la disolucion en presencia de un dador de electrones o
hole scavenger, los electrones se acumulan en el nanocilindro de
oro y el nivel de Fermi aumenta hasta alcanzar el potencial de
reduccion de hidrdgeno, haciendo posible su fotoreducciéon. En
el caso en el que no se elimine el oxigeno del medio, en presencia
de un dador de electrones (sustancia susceptible de oxidarse, por
ej. un alcohol), los fotohuecos generados, por su alto potencial
redox, produciran su fotooxidacion (fotodescomposicion de
materia organica). Pero si en el sistema no existe materia
organica, los fotohuecos generados son capaces de oxidar incluso
alos atomos de oro, provocando la fotodisolucién de los mismos.

E/eV
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until redox pinninng with H, evolution
(de-oxygenated samples)
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_= 5 _____ eg&nﬁno_l' oxX.
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Figura 11. Diagrama esquemdtico donde se muestran la fotodisolucion de los
nanocilindros de oro y la fotoproduccion de hidrégeno catalizada por los AQCs de Ag de tres
dtomos. Imagen adaptada de referencia 38 bajo licencia Copyright con el permisos de uso
anexados en la presente tesis.

Por otro lado, se ha visto que los clusteres de Ag de cinco
atomos son capaces de realizar diversas catdlisis homogéneas y
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heterogéneas. Asi, se ha visto que pueden actuar como
catalizadores homogéneos en la reduccion del radical DPPH y
como catalizadores  heterogéneos en reacciones de
hidrogenacion de COs, entre otras, tal como se describe en la tesis
doctoral de la Dra. Iria Rodriguez. Existen otros muchos
ejemplos de la catdlisis por clusteres de diferentes metales, tales
como Au, Pt, Cuy Ag, entre otros'®*, en reacciones en las que el
material masivo -0 en forma de nanoparticulas- apenas posee
actividad catalitica alguna. Todo ello lleva a concluir que la
actividad catalitica de los cltsteres es muy diferente de la de las
nanoparticulas del mismo metal o el metal masivo.

3.3. PROPIEDADES BIOMEDICAS

Aligual que ocurre con las propiedades que acabamos de ver
en los apartados anteriores, los clisteres presentan también
propiedades biomédicas diferentes en funcion de su tamano.

Asi, se ha observado que los clusteres de Ag de tres atomos
poseen excelentes propiedades antibacterianas. Se ha
demostrado su activad antibacteriana tanto en bacterias gram
positivas como gram negativas.® El descubrimiento de nuevos
bactericidas es de gran importancia en el ambito de la medicina,
ya que el uso desmesurado de antibidticos provoca que nuestro
cuerpo se vuelva resistente a los mismos y, por consiguiente, una
pérdida de su eficacia.

Por su parte, los clusteres de Ags son capaces, debido a su
interaccion especifica, de intercalarse en la cadena del ADN,
modificando su estructura e impidiendo notablemente su
compactacion. Este resultado se ha aprovechado para explorar
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su empleo en el aumento de la eficacia terapéutica de los
antitumorales basados en el ADN. En efecto, como el tiempo de
residencia de los clasteres en el interior de las hebras de ADN
supera a los intercaladores utilizados actualmente en dos o tres
ordenes de magnitud, aumentan muy notablemente la ventana
de tiempo que tienen las sustancias anticancerigenas para
introducirse en el ADN y, por ello, su eficiencia, de forma que se
podria reducir la cantidad de agentes antitumorales empleados
sin pérdida de eficiencia, pero con una disminuciéon muy
importante en sus efectos secundarios.*

(ATATATATAT),/Ag, (GCGCGCGCGC),/Ag,

Figura 12. Estructuras de minima energia de complejos d(ATATATA-TAT):/Ags y
d(GCGCGCGCGC)2/Ags obtenidas mediante cdlculos QM/MM, mostrando la intercalacion
del cluster de Ag3 entre los pares de bases 5° y 6° Imagen adaptada de la referencia 36 bajo
licencia Copyright con el permisos de uso anexados en la presente tesis.

Por su parte, los cltsteres de Ags, son capaces de oxidar los
tioles de proteinas con mayor intensidad en células tumorales.

48



Capitulo L. Introduccion

La oxidacion de los azufres de cisteina y glutation provoca la
apoptosis celular de las células tumorales. Ademads, debido a su
pequeno tamano son capaces incluso de atravesar la barrera
hematoencefdlica, por lo que, podrian actuar contra tumores
cerebrales. Esto convierte a los AQCs en excelentes candidatos
como agentes antitumorales. Debemos resaltar que este hecho ha
sido explorado también en la presente tesis doctoral,
presentandose estudios de la aplicacion de clusteres, obtenidos
por un nuevo procedimiento fotoquimico, como agentes
antitumorales*#2. Veremos como su actividad y eficacia varia en
funciéon de la pureza de las muestras, lo que constituye un
aspecto de gran importancia al que no se le habia dado
anteriormente la atencidon que merece.

4. METODOS DE SINTESIS DE AQCs

La sintesis de clusteres se centra en desarrollar métodos que
nos permitan obtener clusteres de determinado tamafio para su
uso en una aplicacion concreta. Es todo un reto obtener clasteres
monodispersos cuyo tamafio difiera en un nimero pequefio de
atomos. Tal como hemos visto, el tamafio, la forma y el origen
del metal influyen en las caracteristicas y propiedades de los
AQCs. Es por este motivo que, el disponer de métodos de sintesis
de clisteres monodispersos de forma sencilla y robusta es de
suma importancia para los estudios posteriores de sus
propiedades y aplicaciones.

Los primeros clusteres sintetizados, como comentamos al

describir el modelo esférico del Jellium, fueron los cltsteres en
fase gas. La sintesis consistia en calentar a vacio una lamina
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metdlica a elevadas temperaturas, de forma que se produjera la
evaporacion de los atomos metdlicos. Los atomos metalicos
evaporados tenian un niimero de atomos determinado (ntimeros
magicos) y fueron analizados por espectrometria de masas. El
problema principal de este método es la baja concentracion de
clasteres obtenida, sin mencionar la complejidad de la sintesis.
Por este motivo, se hizo necesario investigar otros tipos de
sintesis mas sencillas y eficientes, que permitieran ademas
controlar de forma adecuada el tamafio de los clusteres.

De forma general, las sintesis de cliisteres metdlicos, al igual
que ocurre con la sintesis de nanoparticulas, se pueden dividir
en dos grandes grupos: sintesis bottom-up y sintesis top-down. Los
nombres de estas sintesis se basan en el proceso de obtencion: las
sintesis bottom-up describen aquellos procesos que ocurren de
“abajo” a “arriba”, es decir, partiendo de atomos (o iones) se
obtengan cltsteres; mientras que las sintesis top-down engloban
aquellos procesos en los que, a partir de una micro o
nanoparticula o incluso del metal masivo, “arriba”, se obtienen
los cltusteres, de tamafio mucho mas pequenio “abajo”. En esta
seccién se expondran de forma resumida algunos de estos
métodos.

4.1. SINTESIS TOP-DOWN

Este tipo sintesis, tal como hemos comentado, se basa en
partir de una nanoparticula o del metal masivo para obtener
clasteres. Uno de los métodos mas utilizado para obtener
clisteres en disolucién es el etching, que describiremos a
continuaciéon. También existen métodos como la ablacién laser
que se utiliza generalmente para la obtencion de clasteres
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bimetalicos*®, que resultan muy interesantes por sus propiedades
cataliticas.

4.1.1. ETCHING DE NANOPARTICULAS

Esta sintesis es un método top-down que consiste en el etching
o troceado de nanoparticulas metélicas en presencia de ligandos
que sean capaces de eliminar, gracias a su capacidad corrosiva,
los atomos superficiales de las nanoparticulas metalicas
formando clusteres estables. La estabilidad de los clusteres
vendra determinada por la capacidad del ligando de proteger
completamente los atomos superficiales de la nanoparticula. Este
es el caso del cluster de oro protegido con glutatidon-tiolato,

Auzs(SG)1s.22

Una variacion de este método es el etching de nanoparticulas
de Au protegidas con acido mercaptosuccinico*. El etching,
realizado con el ligando glutatidon, forma clusteres de distinto
tamano en funcion del pH de la disolucion. Cuando el pH es
acido, pH 3, el claster formado posee 25 dtomos de Au, mientras
que si la reaccion ocurre a pH neutro-alcalino (7-8) el cluster mas
estable es el de oro de 8 atomos. Este es un claro ejemplo de como
modificando los pardmetros de la sintesis se puede variar
drasticamente las caracteristicas del cltuster obtenido.

Aungque el mecanismo de efching no estd muy claro, se han
propuesto dos rutas sintéticas a través de las cuales podrian
formarse los clasteres (ver Figura 13)*. La primera se basa en la
eliminacion de atomos de oro de la superficie de las
nanoparticulas por la accion del glutation, formandose un
complejo Au(I)-glutation que, debido a las interacciones
aurofilicas propias de complejos de oro, forme el cluster de oro.
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La segunda ruta se basa en el etching de los atomos de la
superficie por el glutation, que ira reduciendo el tamafio de la
nanoparticula hasta llegar al claster de oro.
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Figura 13. Mecanismos propuestos para el etching de nanoparticulas de Au protegidas
con dcido mercaptosuccinico. Imagen adaptada de la referencia 44 bajo licencia Copyright con
el permisos de uso anexados en la presente tesis.

4.2, SINTESIS BOTTOM-UP

Las sintesis basadas en métodos bottom-up consisten en la
formacion de clusteres a partir de atomos o iones. Una de las
sintesis mas extendidas es la reduccién quimica en presencia de
un agente protector, de igual modo que ocurre en la sintesis de
nanoparticulas metdlicas. A continuacion, se expondran algunos
de los métodos mas utilizados.
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4.2.1. EFECTO PLANTILLA

El nombre, traducido del término inglés Template Synthesis,
hace referencia al uso de scaffolds que sirvan como guia en el
crecimiento del claster evitando que al reducirse crezcan y se
agreguen para reducir su energia superficial formando
nanoparticulas de gran tamano®. Los scaffolds o plantillas
utilizadas varian en funcién del tamafio de clister que se quiera
sintetizar y de las propiedades Opticas, cataliticas o magnéticas
que se deseen, ya que el origen del scaffold y su interaccion con el
claster van a determinar sus propiedades fisicoquimicas.
Algunos de los scaffolds mas utilizados son: ADN*#7, péptidos*,
proteinas®®, dendrimeros® y polimeros.

4.2.2. SINTESIS EN MICROEMULSION

Este método se basa en la formacion de gotas de un tamafio
nanomeétrico en un disolvente no miscible, generalmente, gotas
de agua en aceite o viceversa. Las nanogotas se forman de
manera espontdnea y se estabilizan mediante surfactantes o
copolimeros de bloque.!* El pardmetro que determina el tamafo
del claster es el tamafio de la gota formada y éste depende
estrechamente de la cantidad de sal metdlica de partida’. En el
marco de nuestro grupo de investigacion se han sintetizado,
mediante este método, cltsteres de Ag>® y de Cu* de baja
atomicidad que presentan excelentes propiedades dpticas.
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4.2.3. REDUCCION QUIMICA O BRUST-SCHIFFRIN

Brust y Schiffrin describieron este procedimiento para la
sintesis de nanoparticulas de oro de pequeno tamano (1-3 nm)
protegidas con grupos tiolados %>%. La reaccion se puede llevar a
cabo mediante dos variantes: sintesis en una fase o sintesis en dos
fases.

El método B-S en una fase consiste en la reducciéon de una sal
de oro, el acido tetracloroaurico, con borohidruro de sodio. La
sal durea y el p-mercaptofenol se disuelven en metanol y se
anade d4cido acético para evitar que se desprotone el
mercaptofenol. Después se afiade la solucién acuosa de
borohidruro sédico para la reduccion del oro. Las nanoparticulas
obtenidas no son solubles en agua porque el ligando que protege
a la nanoparticula es apolar, siendo el grupo fendlico el que se
une a la superficie de la nanoparticula.

El método en dos fases, reportado un ano de antes y basado
en la sintesis de oro coloidal de Faraday®, consiste en utilizar un
sistema de dos fases, agua-tolueno para reducir el 4acido
tetracloroaurico en presencia de borohidruro sédico. De nuevo,
el ligando que protege a la nanoparticula es un ligando tiolado.
Para llevar a cabo la reaccion se disuelve acido tetracloroaurico
en agua y se mezcla con una disolucién de bromuro de
tetraoctilamonio en tolueno, de forma que, el catalizador de
transferencia de fase (bromuro de tetraoctilamonio) provoque
que la sal de oro pase a la fase organica. Después se afiade la
solucién acuosa de borohidruro sddico y se observa la formacion
de nanoparticulas de oro tioladas de 1-3 nm.
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Este método es uno de los mas utilizados en la sintesis de
cltsteres ya que permite un buen control del tamafo del cluster
tan solo optimizando variables de la sintesis tales como el pH, la
relacion metal-ligando, la estructura del ligando protector, el
origen del reductor, etc. Es de destacar que, recientemente, se ha
reportado una sintesis modificada del método B-S mediante la
que se obtienen clusteres de Au de 18, 23, 25 y 31 atomos, cuyo
tamafo varia al cambiar la cantidad de agente de transferencia
de fase utilizado®.

4.2.4. SINTESIS ELECTROQUIMICA

Esta sintesis es una modificacion del método electroquimico
diseniado por Reetz y Helbig para la sintesis de nanoparticulas
metdlicas®. El método original consiste en la disolucién
oxidativa de un dnodo metdlico, seguida de la migracién de los
cationes metalicos al cadtodo donde se produce la reducciéon. Una
vez formados los atomos metalicos, estos crecen siguiendo la
teoria cldsica de nucleacién y crecimiento hasta formar
nanoparticulas que se estabilizan gracias al bromuro de
tetraoctilamonio, que provoca su precipitacion en el medio de
reaccion®.

En el grupo de investigacion en el que se enmarca la presente
tesis doctoral, el Dr. José M. Blanco Trillo y la Dra. Shahana
Huseyinova, optimizaron el método electroquimico para la
obtenciéon de clusteres de Ag® y de Cu® de baja atomicidad,
respectivamente. El método se basa, tal como podemos ver en la
Figura 14, en la oxidacion de un anodo metadlico y la consiguiente
migracion de iones al catodo donde se reducen y se agregan
dando lugar a la formacion de clusteres. La sintesis tiene lugar
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bajo una atmosfera y temperatura controladas. En el caso de la
plata, tanto el &nodo como el cdtodo son de ese mismo metal,
pero en el caso del Cu, el anodo es de cobre y el catodo de platino.
Los pardmetros implicados en la velocidad de oxidaciéon del
metal y de reduccion de los iones metalicos son los factores
esenciales que determinan el tamafno final de los clusteres
formados.
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Figura 14. Esquema de la sintesis electroquimica de AQCs.

A diferencia del método de Reetz y Helbig, los clusteres
sintetizados en los procedimientos descritos no poseen
surfactantes, es decir, carecen de sustancias protectoras, por lo
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que el control de tamafio se basa en un estricto control cinético
mediante el que se pueden llegar a obtener cltsteres de pequefio
tamano con gran monodispersidad.

4.2.5. FOTOREDUCCION DE SALES

Otro de los métodos utilizados para la sintesis de
nanoparticulas metdlicas que se ha aplicado a la obtencién de
cltsteres metalicos es la reduccién de una sal metdlica con luz
UV en presencia de un surfactante. Este método es la base de la
presente tesis doctoral.

Dickson y colaboradores fueron los primeros en sintetizar
clasteres de Ag con unas excelentes propiedades luminicas al
irradiar una pelicula de 6xido de plata. Después se sintetizaron
también por un procedimiento parecido cltsteres de plata
embebidos en microgeles®. Este método de sintesis también se
ha utilizado para obtener cltsteres de otros metales, como, por
ejemplo, platino®.

La diferencia principal entre el método de fotoreduccién
utilizado para la obtencion de clusteres y el presentado en esta
tesis doctoral es la presencia o ausencia de surfactantes. Todos
los métodos vistos hasta ahora -excepto los mencionados
métodos electroquimicos de nuestro grupo de investigacion- se
basan en la sintesis de clasteres en presencia de surfactantes o
agentes protectores, ya que el control de tamafio es
termodindmico y este control es mas sencillo que el control
cinético. Sin embargo, para muchas de las aplicaciones (por
ejemplo, las mencionadas en la seccion 3 de este capitulo) se
precisa el uso de clusteres sin ligandos protectores que inhiben,
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en parte o totalmente, sus propiedades. Este aspecto se
desarrollara en el capitulo 3 de la presenta tesis doctoral.
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CAPITULO II. TECNICAS DE
CARACTERIZACION

1. ESPECTROSCOPIA VISIBLE - ULTRAVIOLETA

La espectroscopia vis-UV se basa en la interaccion de la luz
con la materia y permite identificar, caracterizar y cuantificar un
amplio elenco de atomos y moléculas. Los atomos solo poseen
una contribucidén energética, la electronica, mientras que las
moléculas poseen ademds energia rotacional y vibracional
(aparte de la energia de traslacién que existe cuando el sistema
no es solido). Esto es la razén por la que los espectros de
absorcidn atdmica y molecular son diferentes.

Cuando un material se irradia con una determinada longitud
de onda, pueden ocurrir varios fendémenos, entre ellos la
absorcién y la dispersion de la luz. La absorcidon de luz ocurre
cuando la energia de la radiacién incidente es igual a la
diferencia energética que existe entre el estado fundamental y el
estado excitado de un atomo o molécula, provocando una
transicion electronica desde el nivel fundamental al excitado. Por
otro lado, la dispersion de la luz se produce cuando la radiacién
incidente interacciona con particulas cuyo tamario es del orden o
mayor que la longitud de onda incidente. En este caso, la
dispersion de luz se superpone a la absorcion.

Como acabamos de indicar, cuando la radiacion
electromagnética interacciona con un material dando lugar a la
absorcion de luz, se produce un transito electronico. En el caso
de los atomos, las transiciones electrénicas permitidas tienen
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lugar entre ciertos niveles energéticos de los electrones en los
diferentes orbitales atdmicos. Estas transiciones dan lugar a un
espectro de absorcion que presenta unas lineas discretas a
determinadas longitudes de onda, que se corresponden con las
transiciones energéticas permitidas. Al tener tinicamente una
contribucion energética, la electrénica, solo poseen estados
electronicos y las combinaciones posibles de transiciones
electronicas permitidas son pocas. Las transiciones energéticas
son Unicas para cada elemento, por este motivo se dice que el
espectro de absorcion atomico de un elemento es su “huella
digital”.

Sin embargo, en el caso de las moléculas (o también cltsteres
de atomos y nanoparticulas) hay que tener en cuenta que los
electrones no solo se excitan de un orbital molecular a otro, sino
que las moléculas vibran y rotan; por lo tanto, existirdn
transiciones vibracionales y rotacionales que tienen lugar en las
regiones infrarroja y microondas del espectro electromagnético,
es decir, en zonas de menor energia que la radiacion vis-UV que
es la causante de las transiciones electronicas. Los estados
electronicos, vibraciones y rotacionales se superponen dando
lugar a muchas mas transiciones energéticas permitidas y, por
este motivo, en lugar de que su espectro de absorcion esté
formado por lineas discretas (como ocurre en la espectroscopia
atémica), estd formado por bandas anchas de energia que se
corresponden con todas las transiciones energéticas,
vibracionales y rotacionales permitidas.

La espectroscopia de absorcion molecular UV-Vis es la

técnica que se va a utilizar a lo largo de esta tesis doctoral para
caracterizar a los clusteres. Un espectrofotdmetro mide la
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cantidad de fotones absorbidos o dispersados tras hacer pasar un
haz de luz a través de una disolucion. En el caso de un
espectrofotometro vis-UV la luz que se utiliza es la parte
ultravioleta (185-380 nm) y la visible (380-750 nm) del espectro
electromagnético. En ocasiones se amplia hasta el infrarrojo
cercano (750-1100 nm).%

La espectroscopia de absorcidon molecular mide la
atenuacion de la intensidad de la radiacion incidente en funciéon
de las especies absorbentes de la muestra (ver Figura 15). Este
fendmeno se basa en la Ley de Lambert-Beer (Ecuacion (2)), que
indica una relacion lineal entre la concentracion de una muestra
y su absorbancia a una determinada longitud de onda.

P,: Intensidad de radiacién incidente

P P P : Intensidad de radiacién transmitida
__0___' £ : Coeficiente de extincion molar
c ¢ : Concentracién de la especie

b : Camino 6ptico

Figura 15. Esquema de la interaccion de luz con la materia en un espectrémetro de
absrocion siguendo la ley de Lambert-Beer. Imagen creada con BioRender.

La ley de Lambert-Beer se cumple tnicamente para
disoluciones diluidas, es decir, cuya absorbancia sea menor de 1
u.a.

P
Abs = —logP— = ebc 2)

0
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La espectroscopia de absorcion molecular vis-UV es muy ttil
para determinar nanoparticulas metdlicas en disolucion. Las
nanoparticulas metdlicas poseen una banda plasmonica
caracteristica que es resultado de la resonancia colectiva de los
electrones de valencia de las nanoparticulas con la onda
electromagnética de la radiacion incidente. La banda plasmonica
es dependiente del tamafo, de la forma y del origen del metal
del que estd formado la nanoparticula.

De esta forma, podremos estudiar la presencia y/o ausencia
de nanoparticulas metdlicas en muestras de clusteres con el fin
de determinar la pureza, estabilidad y reactividad de las
muestras de AQCs sintetizados en el presente trabajo.

Ademas, los AQCs de baja atomicidad, tal como vimos en la
introduccion, poseen absorcion tipo molecular debido al
HOMO-LUMO gap que presentan. Al igual que ocurre con las
nanoparticulas metalicas, la longitud de onda de absorcion de los
AQCs es dependiente de su tamafio y del origen del metal®’.

A lo largo de la presente tesis, todos los espectros de
absorcion se realizaron en cubetas de cuarzo Hellma 111-QS con
un paso Optico de 1 cm. Los espectros se realizaron en un
espectrofotémetro Thermo Evolution 300.

2. ELECTRODO SELECTIVO DEIONES DE PLATA

Un electrodo selectivo de iones (ISE) es un sensor especifico
que mide la actividad de los iones en disolucion y la convierte en
potencial eléctrico. El electrodo se conecta a un voltimetro o a
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pH-metro y, a través de la ecuacion de Nernst, se relaciona el
potencial con la actividad del ion libre en disolucion:

E = Ey + SLog(A) 3)

donde E es el potencial eléctrico medido, Eo es el potencial de
referencia, S es la pendiente de la ecuacion (RT/nF, R=cte de los
gases, T=temperatura en K, n=numero de electrones
intercambiados y F=cte de Faraday), que en el caso de la plata su
valor es de 59,1 mV a temperatura ambiente (n=1) y, por tltimo,
A es la actividad del i6n en disolucion.

En concreto, en esta tesis doctoral se utilizaron electrodos
selectivos de iones de Ag*/S? de estado sdlido. Estos electrodos
son una variedad de ISE que se diferencia del resto por el origen
solido de la membrana selectiva de iones que poseen. Un
electrodo de estado solido combinado es wuna celda
potenciométrica en si misma (ver Figura 16), ya que posee el
electrodo de referencia Ag/AgCl y el electrolito en el interior de
un cuerpo de polieterimida y en la parte inferior del cuerpo
plastico se encuentra el sensor a través del cual se produce el
intercambio idnico.

Los electrodos selectivos de iones estdn generalmente
disefiados para la deteccion de iones en aguas. La matriz de la
disolucion y la fuerza idnica de la misma afectan enormemente a
la movilidad de los iones en disolucion y, por tanto, a su
actividad.
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Figura 16. Esquema del electrodo sdlido combinado del electrodo Perfectlon de Mettler
Toledo.

Por este motivo, en la presente tesis las muestras se midieron
siempre en matrices acuosas (0 con un porcentaje acuoso
mayoritario) y los calibrados se realizaron en la misma matriz
que la de las muestras a medir. De esta forma garantiza la
robustez y exactitud de la medida del sensor electroquimico.

Todas las medidas de la concentracion de iones de plata se
realizaron por calibracion directa del electrodo mediante un
ajuste por minimos cuadrados de los puntos obtenidos. Los
patrones y muestras se midieron en una celda de vidrio
termostatizada a 25°C con un bano termostatico Julabo. Los
electrodos utilizados fueron el HI4115 de Hanna Instruments y
el electrodo perfectlON de Ag*/S? de Mettler Toledo, con sus
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correspondientes electrolitos y soluciones estabilizadoras de la
fuerza ionica proporcionados por las casas comerciales de los
electrodos. Todas las medidas se realizaron con un pH-metro
CRISON GLP 22+.

3. ESPECTROSCOPIA DE MASAS CON PLASMA
ACOPLADO INDUCITVAMENTE

Esta técnica analitica (ICP-MS) es una técnica destructiva que
sirve para analizar de manera cuantitativa o semicuantitativa los
componentes de una muestra. Mediante esta técnica se pueden
detectar la mayoria de los elementos de la tabla periddica a
excepcion de unos pocos, como C, N, H, O, F, gases nobles,
tierras raras y aquellos elementos que no posean isdtopos
naturales.

La muestra se introduce en disolucion en el ICP-MS y pasa a
través de un nebulizador. Las gotas de aerosol generadas en el
nebulizador se ionizan en el plasma y se dirigen al espectrometro
de masas. La mayoria de los ICP-MS poseen un espectrometro
de masas con cuadrupolo. El cuadrupolo es el encargado de
filtrar las masas que llegan al analizador de forma que solo
llegardn aquellos iones cargados que posean una relacion
masa/carga determinada. Por ejemplo, en el caso de la plata, el
cuadrupolo filtraria los iones masa/carga de 107/1 y 108/1 que se
corresponden con los dos is6topos de la plata. Los iones salen del
espectrometro de masas y llegan a un tubo fotomultiplicador
convirtiéndose en pulso eléctrico medible. El software del equipo
compara los pulsos medidos de los patrones de calibracion y de
las muestras para determinar la concentracion del elemento.
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Figura 17. Tabla peridédica de los elementos con sus isétopos y abundancias que pueden
ser determinados (en color) y los que no (en blanco) mediante ICP-MS.

Las muestras de plata obtenidas en este trabajo se
caracterizaron con un espectrémetro de masas con acoplamiento
de plasma inducido NexION 2000. Todas las muestras se
midieron con un calibrado multipatrén en acido nitrico al 2% en
el intervalo de 1 a 60 ppb. El alcohol isopropilico, asi como otros
disolventes organicos, interfieren en la medida del ICP-MS ya
que apagan el plasma, por lo que es preciso realizar una dilucién
de las muestras a analizar de, al menos, tres Ordenes de
magnitud, para minimizar las interferencias de la matriz de la
muestra con el plasma.
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4. ESPECTROSCOPIA DE EMISION ATOMICA CON
PLASMA ACOPLADO INDUCTIVAMENTE

Esta técnica analitica (ICP-OES) es una de las mas utilizadas
para determinar trazas y ultratrazas de elementos en una gran
variedad de matrices, previa digestion de las muestras. Al igual
que en el ICP-MS, se pueden determinar la mayoria de los
elementos de la tabla periodica.

El funcionamiento del ICP-OES y el ICP-MS es similar, lo que
cambia es la forma de detectar los iones. En el ICP-OES la
muestra liquida se introduce en el equipo, se nebuliza y se dirige
al plasma donde se atomiza. Hasta este punto el funcionamiento
es analogo al del ICP-MS. La diferencia es que los electrones de
las moléculas ionizadas han pasado del estado fundamental al
excitado. La permanencia de los electrones en un estado excitado
no es un proceso favorable por lo que se produce rapidamente la
vuelta del electron a su estado fundamental. Al regresar, se emite
una radiacién con una longitud de onda determinada que es
caracteristica de cada elemento de la tabla periodica y, es
precisamente esta radiacion la que se mide en el ICP-OES.

Una ventaja del uso de un ICP-OES respecto a un ICP-MS es
la deteccion simultanea de los elementos. En algunos casos como,
por ejemplo, el O2 molecular y el azufre, hay una interferencia de
masa y esto provoca errores en la medida. Por este motivo, para
medir ciertos elementos es mas adecuado utilizar un ICP-OES.

Las muestras de plata obtenidas en la presente tesis se

midieron en colaboracion con el grupo de investigacion GETEE
de la Universidad de Santiago de Compostela, mediante un
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equipo ICP-OES Optima 3300 DV, provisto de un auto-
muestreador AS91 de Perkin-Elmer.

5. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas es una técnica analitica
destructiva que nos permite obtener informacién acerca de la
estructura quimica de las moléculas presentes en una muestra.

El objetivo de esta técnica es ionizar los componentes
quimicos de una muestra, generando moléculas cargadas (o
cltsteres cargados en nuestro caso) o fragmentos de ésta, dando
lugar a un espectro de masas donde se muestren las relaciones
masa-carga de los componentes analizados y, de esa forma, se
puede llegar a elucidar la estructura molecular de los
componentes de la muestra.

Existen distintos métodos de ionizacién que se pueden
dividir en métodos de ionizacion fuerte o suave. La ionizacién
suave es aquella que no provoca la fragmentacion de las
moléculas o la provoca parcialmente, lo que resulta muy
interesante para la determinacion de biomoléculas de elevada
masa molecular o para moléculas pequefias o clusteres®, donde
la ruptura de la molécula en secciones de menor tamafio no nos
interesa, ya que su identificacion seria mucho mas compleja.

Algunos de los métodos de ionizacién suave mas utilizados
para la determinacion de clasteres son:
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* FAB (Bombardeo atomico rapido)

La muestra se bombardea con un haz de dtomos de Xe
o Ar acelerados hasta alcanzar energias del orden de
kilovoltios (kV). La muestra se mezcla con una matriz,
generalmente un acido organico, para favorecer su
enfriamiento y evitar la ionizacién directa y la
consecuente fragmentacion de la muestra.

» SIMS (Espectrometria de masas de iones secundarios)

Este método de ionizacion es igual al de bombardeo
atomico con la diferencia de que la muestra se bombardea
con un haz de iones de Cesio.

» MALDI (Absorcién/Desorcion laser asistida por
matriz)

La muestra se introduce una matriz y se ioniza la
muestra con un laser de luz pulsada a vacio. La matriz
absorbe la radiacion laser y le transfiere un protén a la
muestra. Generalmente este tipo de ionizacidon genera
iones con una sola carga. Esta técnica es una variacion de
la desorcion laser, donde la muestra se ioniza en ausencia
de la matriz.

= ESI® (Ionizacidn por electrospray)
Esta ionizacion ocurre a presion atmosférica. La muestra

se introduce, en disolucion acuosa junto con un disolvente
volatil, mediante una jeringa de acero inoxidable en un
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capilar cargado a un elevado potencial eléctrico. Los iones se
repelen en el interior del capilar debido a la ley de Coulomb
y se origina un spray formado por pequefias gotas cargadas
que se evaporan rapidamente. Los iones pueden estar
protonados de forma multiple formando diferentes especies
para una misma molécula.

Las técnicas de ionizacion mas utilizadas para determinar la
estructura molecular de los clusteres son ESI y MALDI. Ambas
se suelen acoplar con el analizador de tiempo de vuelo (Time of
flight, TOF), que es el mas utilizado para la determinacion de
clusteres de metales nobles. Ademas, para la caracterizacion de
los clusteres se utilizan tanto la ionizacion en modo negativo
como en modo positivo.””!

El analizador de tiempo de vuelo consiste en un campo
eléctrico que aumenta la energia cinética de los iones y los dirige
hacia el tubo de vuelo. Los iones que posean la misma carga
seran separados por su tamano, ya que los mas ligeros volaran
mas que los mas pesados. De esta forma, los iones llegan al
detector en funcién de su relacion masa/carga, que es
proporcional al tiempo de vuelo. La resolucion de los picos de
masas sera mejor cuanto mayor sea la longitud del tubo de vuelo
y cuanto menor sea la dispersion de energias de los iones
generados en la fuente de ionizacion.

En la presente tesis se analizaron las muestras de clusteres
mediante un espectrometro de masas ESI-TOF de la casa
comercial Waters, modelo Acquity QDa. Las muestras se
introducen en ocasiones mediante inyeccion directa, sin diluir, y
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en otras ocasiones se diluye en una mezcla de metanol y acido
formico. Las muestras se miden mediante ionizacién por
electrospray en modo negativo. Este método de medida fue
optimizado por el Dr. Dario de la Iglesia a lo largo de su tesis
doctoral™.

6. DISPERSION DE LUZ DINAMICA (DLS)

La dispersion de luz dindmica es una técnica no destructiva
que se utiliza para medir la distribucion de tamanos de particulas
micro y nanométricas (10 pm hasta >~ 1 nm) en disolucion.

La técnica se basa en medir el movimiento Browniano o
aleatorio de las particulas en disolucion. Las particulas solidas
colisionan constantemente con las moléculas de disolvente que
las rodean induciendo un movimiento aleatorio de las particulas
en las diferentes direcciones del espacio”™. Las particulas de
menor tamafio se mueven mas rapidamente que las de mayor
tamafo. Esto se debe a que la energia transferida a la particula,
por las colisiones con el disolvente, afecta en mayor medida a
una particula de menor tamafio. De esta forma, se puede
relacionar el coeficiente de difusion con el didmetro
hidrodindmico de la particula a través de la ecuacion Stokes-
Einstein:

_ kT (4)
~ 6mnRy

donde D es el coeficiente de difusién, kg es la constante de
Boltzmann, T la temperatura, 1 la viscosidad de la muestra y Ry
el radio hidrodindmico de la particula™.
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Tal como se ve en la ecuacion anterior, el coeficiente de
difusion es inversamente proporcional al tamafio hidrodinamico
de la particula, es decir, las particulas de menor tamano se
moveran mas rapido. Ademas, el coeficiente de difusion es
directamente proporcional a la temperatura, por lo que las
medidas se realizan a temperatura constante.

La luz laser atraviesa la muestra, interacciona con las
particulas suspendidas en disolucion y dispersa la luz en
distintas direcciones. El equipo recoge la cantidad de luz
dispersada a un determinado angulo y en un intervalo de tiempo
determinado, relacionandose esta cantidad con el coeficiente de
difusion. Las particulas de menor tamano, que se mueven mas
rapido, dispersaran mayor cantidad de luz que aquellas que
posean un tamafio mayor.

Esta técnica se utiliza generalmente para medir la
distribucién de tamanos y el indice de polidispersidad de una
muestra de nanoparticulas dispersada en un disolvente. En la
distribucidon de tamafios podremos observar si en la muestra se
encuentran una o varias poblaciones de nanoparticulas de
diferentes tamanos. El indice de polidispersidad es una variable
adimensional que varia de 0 a 1, siendo 0 el valor para una
muestra totalmente monodispersa y 1 para el de una de muy alta
polidispersidad.

Las medidas realizadas en la presente tesis, para conocer la

distribucién de tamanos de las nanoparticulas presentes en las
muestras, se llevaron a cabo en un DLS Malvern Z-sizer, a una
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temperatura ~de 25°C, en cubetas de PMMA
(polimetilmetacrilato).

7. CROMATOGRAFIA DE GASES

La cromatografia de gases es una técnica analitica utilizada
para analizar y cuantificar los componentes volatiles de una
muestra. También se puede utilizar para analizar y cuantificar
los componentes en fase gas.

En el cromatdgrafo de gases hay dos maneras de inyectar la
muestra, la primera, es inyectar una porcion de muestra con
analitos volatiles y calentarla hasta vaporizarla, mientras que en
el segundo se inyectan directamente los analitos en fase gas. Este
segundo procedimiento es el que se ha utilizado para las
medidas cromatograficas realizadas en esta tesis. De forma mas
concreta, la cromatografia de gases se ha utilizado para
determinar la cantidad de hidrégeno fotogenerado en la catalisis
de reduccion del agua por los AQCs. La reaccion se llevaba a
cabo en una cubeta cerrada de cuarzo de 3,5 mL, dejandose 0,5
mL de espacio de cabeza, es decir, del espacio de la cubeta que
queda por encima de la disolucion. El gas del espacio de cabeza,
que contiene los gases a analizar, se introduce directamente en el
cromatografo de gases para su estudio. El espectro mostrara los
tiempos de retencion correspondientes a los gases que se pueden
determinar” y, analizando el drea del pico, podremos conocer la
cantidad del gas a analizar presente en nuestra muestra.

El cromatdgrafo usado, Clarus 580 de Perkin Elmer, posee
un detector de conductividad térmica (TCD) que es el mas
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utilizado para la deteccion de H>"%7”. El analito se introduce en el
cromatodgrafo y pasa a través de una columna donde se queda
retenido y, un gas de arrastre o carrier gas, que en este caso es el
Argon, lo dirige hacia el detector. El detector consiste en un
filamento metalico calentado eléctricamente que se encuentra en
una celda a una temperatura constante. El detector posee un gas
de calibracion que coincide con el gas de arrastre, el Argdn.
Cuando el eluyente sale de la columna junto con el analito se
reduce la conductividad térmica del gas de arrastre y el filamento
se calienta, lo que produce una senal en el detector.””

Se dice que el detector TCD es el detector universal ya que se
puede utilizar para determinar la presencia de todos los gases
inorgdanicos y organicos. Esto se debe a que todos, o la mayoria
de ellos, poseen una conductividad térmica menor a la del gas de
arrastre.

74



Capitulo IV. Purificacién y Caracterizacion de Clusteres de Plata

75



ANTIAG(
OMPOSTELA
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CONCLUSIONES GENERALES

A raiz de los resultados obtenidos en esta tesis, se pone de
manifiesto la estabilidad de los clisteres de pequefio tamano en
disolucion y cdmo sus propiedades cataliticas y su interaccion
con los iones del medio influencian la sintesis de AQCs, los
métodos de purificacion y sus aplicaciones cataliticas y
biomédicas.

Las principales conclusiones de este trabajo se resumen
como sigue:

1. Se ha desarrollado un método de sintesis de cltsteres de
Ags mediante el que se producen 0.1 g/l de AQCs, una
concentracion cinco ordenes de magnitud superior a la
obtenido mediante la sintesis electroquimica (=1 pg/L).

2. Se ha logrado caracterizar los AQCs obtenidos mediante
espectrometria de masas de alta resolucion.

3. Se observo que los clusteres de Ags sintetizados mediante
el método fotoquimico no exhibian las propiedades
cataliticas atribuidas a clusteres de 5 atomos, debido a la
interferencia de los iones de plata, en el caso de las
aplicaciones en fotocatdlisis y catdlisis heterogénea y
debido también al IPA y a los nitratos en el caso de las
aplicaciones biomédicas.

4. Se descubri6 la influencia del silicato de sodio en la
interacciéon Ags-Ag*. El silicato sddico es un agente
caotrdépico que desplaza a los iones de Ag* de la esfera de
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coordinacion del cltster mejorando los rendimientos de la
purificacion.

Se consiguid purificar clusteres de Ags en presencia de
silicato sodico 0.2 mM con una resina de intercambio
cationico (Dowex) y determinar la presencia de Ags a
través de su actividad bioldgica en células tumorales, aun
obteniendo pérdidas en la purificacion del 94-97% de los
clusteres previamente sintetizados.

Se observd que las muestras inhibian completamente el
crecimiento celular de las células tumorales cuando eran
sometidas a una fuerte sonicacion tras el proceso de
concentracion. Esto se traduce en que los AQCs, al
concentrarse, forman aglomerados y se inactivan de
forma que las muestras dejan de presentar actividad sino
se aplica sobre ellas una energia suficiente como para
romper dichos aglomerados.

Se consiguio, por primera vez, liofilizar muestras de
cltusteres de Ags, sin perder cltsteres en el proceso, debido
a la presencia del silicato de sodio en disolucion.
Ademas, se logré mediante el proceso de liofilizacion
eliminar completamente el IPA y el HNOs, permitiendo
que las muestras sintetizadas puedan ser redispersadas en
medio acuoso.

Se purificaron, por primera vez, clusteres de Ags en
presencia de 0.2 mM de silicato sodico en disolucion
acuosa (1 mM HNO:s) obteniendo pérdidas de tan solo el
60% de los clusteres previamente sintetizados, haciendo
pasar la muestra a través de cartuchos SPE de Silica
pretratados con NaOH 2 mM.

Se determiné la actividad bioldgica de estas muestras,
demostrando la inequivoca presencia de Ags a través de
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los experimentos realizados en ensayos biologicos con
células tumorales en presencia de DTT. Los cltsteres de
Ags oxidan los grupos glutation y cisteina de las células
tumorales provocando su apoptosis, mientras que el DTT
es capaz de revertir dicho efecto.

11. Se demostrd que, en presencia de EDTA 92.5 y 185 mM,
los clusteres de Ags son capaces de catalizar la reduccion
de los iones de Ag a NPs metalicas, mientras que esta
reaccion no tiene lugar en su ausencia.

12.Se desarrolld un método para la caracterizacion de
cltsteres cataliticos en muestras liofilizadas a través de la
catalisis de NPs metdlicas en presencia de citrato sdédico y
acido tanico.

13. Se logrd caracterizar -mediante este método- clusteres
cataliticos en menos de 10 min con un limite de deteccion
de =25 mM de Ags-AQCs (45 ug/L de Ags-AQCs).

En resumen, en esta tesis doctoral se ha logrado sintetizar,
purificar, caracterizar y determinar la actividad catalitica de
clisteres de Ags. Estos cltsteres presentan unas novedosas
propiedades que abren un nuevo mundo de posibilidades en el
ambito de la catdlisis y la biomedicina, entre otros, y es por esta
razén por la que continuardan siendo el foco de nuestra
investigacion cientifica.
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MAIN CONCLUSIONS

Due to the results shown in this thesis we can conclude that
small clusters are highly stable in solution and that the synthesis
of AQCs, the purification methods, and the catalytical and
biomedical applications are strongly influenced by the catalytic
properties of AQCs and the interaction of AQCs with ions in
solution.

The main conclusions of this thesis are summarized as
follow:

1. We have developed a Ags-AQCs synthesis method that
produces 0.1 g/L of AQCs. This concentration is five
orders of magnitude higher than that obtained by
electrochemical synthesis (1 ug/L).

2. Ithasbeen possible to characterize the AQCs obtained by
high resolution mass spectrometry.

3. It was observed that the Ags clusters synthesized by the
photochemical method did not exhibit the catalytic
properties attributed to clusters of 5 atoms, due to the
interference of silver ions, in the case of applications in
photocatalysis and heterogeneous catalysis and due to
the IPA, Ag* and nitrates in the case of biomedical
applications.

4. The influence of sodium silicate on the Ags-Ag*
interaction was observed. Sodium silicate is a chaotropic
agent that removes Ag* ions from the coordination
sphere of the cluster, improving purification yields.
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It was possible to purify Ags clusters in the presence of
0.2 mM sodium silicate with a cation exchange resin
(Dowex) and determine the presence of Ags by biological
activity in tumor cells even the losses in the purification
step were of 94-97 % of synthesized clusters.

Samples were found to completely inhibit cell growth of
tumor cells when they have been sonicated after the
concentration process. This means that AQCs form
agglomerates during the concentration step. For this
reason, the samples become inactive, and they must be
sonicated to recover their activity.

For first time it was possible to lyophilize samples of Ags
clusters without losing clusters in the process due to the
presence of sodium silicate in solution.

In addition, the IPA and HNOs were completely removed
by the lyophilization process, allowing the synthesized
samples to be redispersed in an aqueous solution.

Ags clusters were purified for the first time in the
presence of 0.2 mM sodium silicate in aqueous solution
(I mM HNO:s) with a loss yield of 60%. The samples were
purified by SPE Silica cartridges pretreated with 2 mM
NaOH.

The biological activity of these samples was determined
by biological assays with tumor cells in the presence of
DTT and It was demonstrated that the presence of Ags
because of this clusters oxidize the glutathione and
cysteine groups of tumor cells causing their apoptosis
and DTT can reverse this effect.

It was shown that in the presence of 92.5 and 185 mM
EDTA Ags clusters catalyze the reduction of Ag ions to
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metal NPs. This reaction does not take place without
AQCs.

12. A method based in the catalysis of metallic NPs in the
presence of sodium citrate and tannic acid was developed
for the characterization of catalytic clusters in lyophilized
samples.

13. We can use this method to characterize catalytic clusters
in less than 10 min with a detection limit of 25 mM of

Ags-AQCs (45 pg/L of Ags-AQCs).

In summary, in this thesis it has been possible to synthesize,
purify, characterize, and determine the catalytic activity of Ags
clusters. These clusters have novel properties that a huge field of
possibilities in some applications as catalysis or biomedicine and
for this reason they will continue to be the focus of our scientific
research.
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Términos v condiciones licencias CCC (Figuras 2,4,5,6,7, 8,

9,12,20y 21)

8. CCC TERMS AND CONDITIONS

1. DESCRIPTION OF SERVICE; DEFINED TERMS. THIS
REPUBLICATION LICENSE ENABLES THE USER TO OBTAIN
LICENSES FOR REPUBLICATION OF ONE OR MORE
COPYRIGHTED WORKS AS DESCRIBED IN DETAIL ON THE
RELEVANT ORDER CONFIRMATION (THE "WORK(S)").
COPYRIGHT CLEARANCE CENTER, INC. ("CCC") GRANTS
LICENSES THROUGH THE SERVICE ON BEHALF OF THE
RIGHTSHOLDER IDENTIFIED ON THE ORDER CONFIRMATION
(THE "RIGHTSHOLDER"). "REPUBLICATION", AS USED
HEREIN, GENERALLY MEANS THE INCLUSION OF A WORK, IN
WHOLE OR IN PART, IN A NEW WORK OR WORKS, ALSO AS
DESCRIBED ON THE ORDER CONFIRMATION. "USER", AS USED
HEREIN, MEANS THE PERSON OR ENTITY MAKING SUCH
REPUBLICATION.

2. THE TERMS SET FORTH IN THE RELEVANT ORDER
CONFIRMATION, AND ANY TERMS SET BY THE
RIGHTSHOLDER WITH RESPECT TO A PARTICULAR WORK,
GOVERN THE TERMS OF USE OF WORKS IN CONNECTION
WITH THE SERVICE. BY USING THE SERVICE, THE PERSON
TRANSACTING FOR A REPUBLICATION LICENSE ON BEHALF
OF THE USER REPRESENTS AND WARRANTS THAT HE/SHE/IT
(A) HAS BEEN DULY AUTHORIZED BY THE USER TO ACCEPT,
AND HEREBY DOES ACCEPT, ALL SUCH TERMS AND
CONDITIONS ON BEHALF OF USER, AND (B) SHALL INFORM
USER OF ALL SUCH TERMS AND CONDITIONS. IN THE EVENT
SUCH PERSON IS A "FREELANCER" OR OTHER THIRD PARTY
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INDEPENDENT OF USER AND CCC, SUCH PARTY SHALL BE
DEEMED JOINTLY A "USER" FOR PURPOSES OF THESE TERMS
AND CONDITIONS. IN ANY EVENT, USER SHALL BE DEEMED
TO HAVE ACCEPTED AND AGREED TO ALL SUCH TERMS AND
CONDITIONS IF USER REPUBLISHES THE WORK IN ANY
FASHION.

3. SCOPE OF LICENSE; LIMITATIONS AND OBLIGATIONS.

0. ALL WORKS AND ALL RIGHTS THEREIN, INCLUDING
COPYRIGHT RIGHTS, REMAIN THE SOLE AND
EXCLUSIVE PROPERTY OF THE RIGHTSHOLDER. THE
LICENSE CREATED BY THE EXCHANGE OF AN ORDER
CONFIRMATION (AND/OR ANY INVOICE) AND
PAYMENT BY USER OF THE FULL AMOUNT SET FORTH
ON THAT DOCUMENT INCLUDES ONLY THOSE RIGHTS
EXPRESSLY SET FORTH IN THE ORDER
CONFIRMATION AND IN THESE TERMS AND
CONDITIONS, AND CONVEYS NO OTHER RIGHTS IN
THE WORK(S) TO USER. ALL RIGHTS NOT EXPRESSLY
GRANTED ARE HEREBY RESERVED.

1. GENERAL PAYMENT TERMS: YOU MAY PAY BY CREDIT
CARD OR THROUGH AN ACCOUNT WITH US PAYABLE
AT THE END OF THE MONTH. IF YOU AND WE AGREE
THAT YOU MAY ESTABLISH A STANDING ACCOUNT
WITH CCC, THEN THE FOLLOWING TERMS APPLY:
REMIT PAYMENT TO: COPYRIGHT CLEARANCE
CENTER, 29118 NETWORK PLACE, CHICAGO, IL
60673-1291. PAYMENTS DUE: INVOICES ARE PAYABLE
UPON THEIR DELIVERY TO YOU (OR UPON OUR NOTICE
TO YOU THAT THEY ARE AVAILABLE TO YOU FOR
DOWNLOADING). AFTER 30 DAYS, OUTSTANDING
AMOUNTS WILL BE SUBJECT TO A SERVICE CHARGE OF
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1-1/2% PER MONTH OR, IF LESS, THE MAXIMUM RATE
ALLOWED BY APPLICABLE LAW. UNLESS OTHERWISE
SPECIFICALLY SET FORTH IN THE ORDER
CONFIRMATION OR IN A SEPARATE WRITTEN
AGREEMENT SIGNED BY CCC, INVOICES ARE DUE
AND PAYABLE ON "NET 30" TERMS. WHILE USER MAY
EXERCISE THE RIGHTS LICENSED IMMEDIATELY UPON
ISSUANCE OF THE ORDER CONFIRMATION, THE
LICENSE IS AUTOMATICALLY REVOKED AND IS NULL
AND VOID, AS IF IT HAD NEVER BEEN ISSUED, IF
COMPLETE PAYMENT FOR THE LICENSE IS NOT
RECEIVED ON A TIMELY BASIS EITHER FROM USER
DIRECTLY OR THROUGH A PAYMENT AGENT, SUCH AS
A CREDIT CARD COMPANY.

UNLESS OTHERWISE PROVIDED IN THE ORDER
CONFIRMATION, ANY GRANT OF RIGHTS TO USER (1)
IS "ONE-TIME" (INCLUDING THE EDITIONS AND
PRODUCT FAMILY SPECIFIED IN THE LICENSE), (II) IS
NON-EXCLUSIVE AND NON-TRANSFERABLE AND (III)
IS SUBJECT TO ANY AND ALL LIMITATIONS AND
RESTRICTIONS (SUCH AS, BUT NOT LIMITED TO,
LIMITATIONS ON DURATION OF USE OR
CIRCULATION) INCLUDED IN THE ORDER
CONFIRMATION OR INVOICE AND/OR IN THESE
TERMS AND CONDITIONS. UPON COMPLETION OF
THE LICENSED USE, USER SHALL EITHER SECURE A
NEW PERMISSION FOR FURTHER USE OF THE WORK(S)
OR IMMEDIATELY CEASE ANY NEW USE OF THE
WORK(S) AND SHALL RENDER INACCESSIBLE (SUCH
AS BY DELETING OR BY REMOVING OR SEVERING
LINKS OR OTHER LOCATORS) ANY FURTHER COPIES OF



Declaraciones del uso de imagenes y contenido publicado

THE WORK (EXCEPT FOR COPIES PRINTED ON PAPER IN
ACCORDANCE WITH THIS LICENSE AND STILL IN
USER'S STOCK AT THE END OF SUCH PERIOD).

3. IN THE EVENT THAT THE MATERIAL FOR WHICH A
REPUBLICATION LICENSE IS SOUGHT INCLUDES
THIRD PARTY MATERIALS (SUCH AS PHOTOGRAPHS,
ILLUSTRATIONS, GRAPHS, INSERTS AND SIMILAR
MATERIALS) WHICH ARE IDENTIFIED IN SUCH
MATERIAL AS HAVING BEEN USED BY PERMISSION,
USER IS RESPONSIBLE FOR IDENTIFYING, AND
SEEKING SEPARATE LICENSES (UNDER THIS SERVICE
OR OTHERWISE) FOR, ANY OF SUCH THIRD PARTY
MATERIALS; WITHOUT A SEPARATE LICENSE, SUCH
THIRD PARTY MATERIALS MAY NOT BE USED.

4. USE OF PROPER COPYRIGHT NOTICE FOR A WORK IS
REQUIRED AS A CONDITION OF ANY LICENSE
GRANTED UNDER THE SERVICE. UNLESS OTHERWISE
PROVIDED IN THE ORDER CONFIRMATION, A PROPER
COPYRIGHT NOTICE WILL READ SUBSTANTIALLY AS
FOLLOWS: "REPUBLISHED WITH PERMISSION OF
[RIGHTSHOLDER'S NAME], FROM [WORK'S TITLE,
AUTHOR, VOLUME, EDITION NUMBER AND YEAR OF
COPYRIGHT]; PERMISSION CONVEYED THROUGH
COPYRIGHT CLEARANCE CENTER, INC. " SUCH
NOTICE MUST BE PROVIDED IN A REASONABLY
LEGIBLE FONT SIZE AND MUST BE PLACED EITHER
IMMEDIATELY ADJACENT TO THE WORK AS USED
(FOR EXAMPLE, AS PART OF A BY-LINE OR FOOTNOTE
BUT NOT AS A SEPARATE ELECTRONIC LINK) OR IN
THE PLACE WHERE SUBSTANTIALLY ALL OTHER
CREDITS OR NOTICES FOR THE NEW WORK
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CONTAINING THE REPUBLISHED WORK ARE
LOCATED. FAILURE TO INCLUDE THE REQUIRED
NOTICE RESULTS IN LOSS TO THE RIGHTSHOLDER
AND CCC, AND THE USER SHALL BE LIABLE TO PAY
LIQUIDATED DAMAGES FOR EACH SUCH FAILURE
EQUAL TO TWICE THE USE FEE SPECIFIED IN THE
ORDER CONFIRMATION, IN ADDITION TO THE USE
FEE ITSELF AND ANY OTHER FEES AND CHARGES
SPECIFIED.

USER MAY ONLY MAKE ALTERATIONS TO THE WORK
IF AND AS EXPRESSLY SET FORTH IN THE ORDER
CONFIRMATION. NO WORK MAY BE USED IN ANY
WAY THAT IS DEFAMATORY, VIOLATES THE RIGHTS
OF THIRD PARTIES (INCLUDING SUCH THIRD PARTIES'
RIGHTS OF COPYRIGHT, PRIVACY, PUBLICITY, OR
OTHER TANGIBLE OR INTANGIBLE PROPERTY), OR IS
OTHERWISE ILLEGAL, SEXUALLY EXPLICIT OR
OBSCENE. IN ADDITION, USER MAY NOT CONJOIN A
WORK WITH ANY OTHER MATERIAL THAT MAY
RESULT IN DAMAGE TO THE REPUTATION OF THE
RIGHTSHOLDER. USER AGREES TO INFORM CCC IF IT
BECOMES AWARE OF ANY INFRINGEMENT OF ANY
RIGHTS IN A WORK AND TO COOPERATE WITH ANY
REASONABLE REQUEST OF CCC OR THE
RIGHTSHOLDER IN CONNECTION THEREWITH.

4. INDEMNITY. USER HEREBY INDEMNIFIES AND AGREES TO
DEFEND THE RIGHTSHOLDER AND CCC, AND THEIR
RESPECTIVE EMPLOYEES AND DIRECTORS, AGAINST ALL
CLAIMS, LIABILITY, DAMAGES, COSTS AND EXPENSES,
INCLUDING LEGAL FEES AND EXPENSES, ARISING OUT OF ANY
USE OF A WORK BEYOND THE SCOPE OF THE RIGHTS
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GRANTED HEREIN, OR ANY USE OF A WORK WHICH HAS BEEN
ALTERED IN ANY UNAUTHORIZED WAY BY USER, INCLUDING
CLAIMS OF DEFAMATION OR INFRINGEMENT OF RIGHTS OF
COPYRIGHT, PUBLICITY, PRIVACY OR OTHER TANGIBLE OR
INTANGIBLE PROPERTY.

. LIMITATION OF LIABILITY. UNDER NO

CIRCUMSTANCES WILL CCC OR THE
RIGHTSHOLDER BE LIABLE FOR ANY DIRECT,
INDIRECT, CONSEQUENTIAL OR INCIDENTAL
DAMAGES (INCLUDING WITHOUT LIMITATION
DAMAGES FOR LOSS OF BUSINESS PROFITS OR
INFORMATION, OR FOR BUSINESS
INTERRUPTION) ARISING OUT OF THE USE OR
INABILITY TO USE A WORK, EVEN IF ONE OF THEM
HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH
DAMAGES. IN ANY EVENT, THE TOTAL LIABILITY OF THE
RIGHTSHOLDER AND CCC (INCLUDING THEIR RESPECTIVE
EMPLOYEES AND DIRECTORS) SHALL NOT EXCEED THE TOTAL
AMOUNT ACTUALLY PAID BY USER FOR THIS LICENSE. USER
ASSUMES FULL LIABILITY FOR THE ACTIONS AND OMISSIONS
OF ITS PRINCIPALS, EMPLOYEES, AGENTS, AFFILIATES,
SUCCESSORS AND ASSIGNS.

. LIMITED WARRANTIES. THE WORK(S) AND RIGHT(S)

ARE PROVIDED "AS 1IS". CCC HAS THE RIGHT TO
GRANT TO USER THE RIGHTS GRANTED IN THE
ORDER CONFIRMATION DOCUMENT. CCC AND
THE RIGHTSHOLDER DISCLAIM ALL OTHER
WARRANTIES RELATING TO THE WORK(S) AND
RIGHT(S), EITHER EXPRESS OR IMPLIED,
INCLUDING WITHOUT LIMITATION IMPLIED
WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS
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FOR A PARTICULAR PURPOSE. ADDITIONAL
RIGHTS MAY BE REQUIRED TO USE
ILLUSTRATIONS, GRAPHS, PHOTOGRAPHS,
ABSTRACTS, INSERTS OR OTHER PORTIONS OF
THE WORK (AS OPPOSED TO THE ENTIRE WORK)
IN A MANNER CONTEMPLATED BY USER; USER
UNDERSTANDS AND AGREES THAT NEITHER CCC
NOR THE RIGHTSHOLDER MAY HAVE SUCH
ADDITIONAL RIGHTS TO GRANT.

7. EFFECT OF BREACH. ANY FAILURE BY USER TO PAY ANY
AMOUNT WHEN DUE, OR ANY USE BY USER OF A WORK
BEYOND THE SCOPE OF THE LICENSE SET FORTH IN THE
ORDER CONFIRMATION AND/OR THESE TERMS AND
CONDITIONS, SHALL BE A MATERIAL BREACH OF THE LICENSE
CREATED BY THE ORDER CONFIRMATION AND THESE TERMS
AND CONDITIONS. ANY BREACH NOT CURED WITHIN 30
DAYS OF WRITTEN NOTICE THEREOF SHALL RESULT IN
IMMEDIATE TERMINATION OF SUCH LICENSE WITHOUT
FURTHER NOTICE. ANY UNAUTHORIZED (BUT LICENSABLE)
USE OF A WORK THAT IS TERMINATED IMMEDIATELY UPON
NOTICE THEREOF MAY BE LIQUIDATED BY PAYMENT OF THE
RIGHTSHOLDER'S ORDINARY LICENSE PRICE THEREFOR; ANY
UNAUTHORIZED (AND UNLICENSABLE) USE THAT IS NOT
TERMINATED IMMEDIATELY FOR ANY REASON (INCLUDING,
FOR EXAMPLE, BECAUSE MATERIALS CONTAINING THE
WORK CANNOT REASONABLY BE RECALLED) WILL BE
SUBJECT TO ALL REMEDIES AVAILABLE AT LAW OR IN EQUITY,
BUT IN NO EVENT TO A PAYMENT OF LESS THAN THREE TIMES
THE RIGHTSHOLDER'S ORDINARY LICENSE PRICE FOR THE
MOST CLOSELY ANALOGOUS LICENSABLE USE PLUS
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RIGHTSHOLDER'S AND/OR CCC'S COSTS AND EXPENSES
INCURRED IN COLLECTING SUCH PAYMENT.
8. MISCELLANEOUS.

0. USER ACKNOWLEDGES THAT CCC MAY, FROM TIME
TO TIME, MAKE CHANGES OR ADDITIONS TO THE
SERVICE OR TO THESE TERMS AND CONDITIONS, AND
CCC RESERVES THE RIGHT TO SEND NOTICE TO THE
USER BY ELECTRONIC MAIL OR OTHERWISE FOR THE
PURPOSES OF NOTIFYING USER OF SUCH CHANGES OR
ADDITIONS; PROVIDED THAT ANY SUCH CHANGES OR
ADDITIONS SHALL NOT APPLY TO PERMISSIONS
ALREADY SECURED AND PAID FOR.

1. USE OF USER-RELATED INFORMATION COLLECTED
THROUGH THE SERVICE IS GOVERNED BY CCC's
PRIVACY POLICY, AVAILABLE ONLINE
HERE:HTTPS://MARKETPLACE.COPYRIGHT.COM/RS-
UI-WEB/MP/PRIVACY-POLICY

2. THE LICENSING TRANSACTION DESCRIBED IN THE
ORDER CONFIRMATION IS PERSONAL TO USER.
THEREFORE, USER MAY NOT ASSIGN OR TRANSFER TO
ANY OTHER PERSON (WHETHER A NATURAL PERSON
OR AN ORGANIZATION OF ANY KIND) THE LICENSE
CREATED BY THE ORDER CONFIRMATION AND THESE
TERMS AND CONDITIONS OR ANY RIGHTS GRANTED
HEREUNDER; PROVIDED, HOWEVER, THAT USER MAY
ASSIGN SUCH LICENSE IN ITS ENTIRETY ON WRITTEN
NOTICE TO CCC IN THE EVENT OF A TRANSFER OF ALL
OR SUBSTANTIALLY ALL OF USER'S RIGHTS IN THE
NEW MATERIAL WHICH INCLUDES THE WORK(S)
LICENSED UNDER THIS SERVICE.
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3. NO AMENDMENT OR WAIVER OF ANY TERMS IS

BINDING UNLESS SET FORTH IN WRITING AND SIGNED
BY THE PARTIES. THE RIGHTSHOLDER AND CCC
HEREBY OBJECT TO ANY TERMS CONTAINED IN ANY
WRITING PREPARED BY THE USER OR ITS PRINCIPALS,
EMPLOYEES, AGENTS OR  AFFILIATES AND
PURPORTING TO GOVERN OR OTHERWISE RELATE TO
THE LICENSING TRANSACTION DESCRIBED IN THE
ORDER CONFIRMATION, WHICH TERMS ARE IN ANY
WAY INCONSISTENT WITH ANY TERMS SET FORTH IN
THE ORDER CONFIRMATION AND/OR IN THESE
TERMS AND CONDITIONS OR CCC'S STANDARD
OPERATING PROCEDURES, WHETHER SUCH WRITING
IS PREPARED PRIOR TO, SIMULTANEOUSLY WITH OR
SUBSEQUENT TO THE ORDER CONFIRMATION, AND
WHETHER SUCH WRITING APPEARS ON A COPY OF THE
ORDER CONFIRMATION OR IN A SEPARATE
INSTRUMENT.

THE LICENSING TRANSACTION DESCRIBED IN THE
ORDER CONFIRMATION DOCUMENT SHALL BE
GOVERNED BY AND CONSTRUED UNDER THE LAW OF
THE STATE OF NEW YORK, USA, WITHOUT REGARD
TO THE PRINCIPLES THEREOF OF CONFLICTS OF LAW.
ANY CASE, CONTROVERSY, SUIT, ACTION, OR
PROCEEDING ARISING OUT OF, IN CONNECTION
WITH, OR RELATED TO SUCH LICENSING
TRANSACTION SHALL BE BROUGHT, AT CCC'S SOLE
DISCRETION, IN ANY FEDERAL OR STATE COURT
LOCATED IN THE COUNTY OF NEW YORK, STATE OF
NEW YORK, USA, OR IN ANY FEDERAL OR STATE
COURT WHOSE GEOGRAPHICAL JURISDICTION
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COVERS THE LOCATION OF THE RIGHTSHOLDER SET
FORTH IN THE ORDER CONFIRMATION. THE PARTIES
EXPRESSLY SUBMIT TO THE PERSONAL JURISDICTION
AND VENUE OF EACH SUCH FEDERAL OR STATE
COURT.IF YOU HAVE ANY COMMENTS OR QUESTIONS
ABOUT THE SERVICE OR COPYRIGHT CLEARANCE
CENTER, PLEASE CONTACT US AT 978-750-8400 OR
SEND AN E-MAIL TO SUPPORT@COPYRIGHT.COM.

Términos y condiciones APS Physics (Figura 10)

TERMS AND CONDITIONS

The American Physical Society (APS) is pleased to grant the
Requestor of this license a non-exclusive, non-transferable
permission, limited to Print and Electronic format, provided all
criteria outlined below are followed.

1. You must also obtain permission from at least one of the
lead authors for each separate work, if you haven’t done so
already. The author's name and affiliation can be found on the
tirst page of the published Article.

2. For electronic format permissions, Requestor agrees to
provide a hyperlink from the reprinted APS material using the

source material’s DOI on the web page where the work
appears. The hyperlink should use the standard DOI resolution
URL, http://dx.doi.org/{DOI}. The hyperlink may be embedded
in the copyright credit line.

3. For print format permissions, Requestor agrees to print the
required copyright credit line on the first page where the
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material appears: "Reprinted (abstract/excerpt/figure) with
permission from [(FULL REFERENCE CITAT ION) as follows:
Author's Names, APS Journal Title, Volume Number, Page
Number and Year of Publication.] Copyright (YEAR) by the
American Physical Society."

4. Permission granted in this license is for a one-time use and
does not include permission for any future editions, updates,

databases, formats or other matters. Permission must be
sought for any additional use.

5. Use of the material does not and must not imply any
endorsement by APS.

6. APS does not imply, purport or intend to grant permission
to reuse materials to which it does not hold copyright. It is the

requestor’s sole responsibility to ensure the licensed material
is original to APS and does not contain the copyright of another
entity, and that the copyright notice of the figure, photograph,
cover or table does not indicate it was reprinted by APS with
permission from another source.

7. The permission granted herein is personal to the Requestor
for the use specified and is not transferable or assignable without
express written permission of APS. This license may not be
amended except in writing by APS.

8. You may not alter, edit or modify the material in any
manner.

9. You may translate the materials only when translation
rights have been granted.

10. APS is not responsible for any errors or omissions due to
translation.

11. You may not use the material for promotional, sales,
advertising or marketing purposes.
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12. The foregoing license shall not take effect unless and until
APS or its agent, Aptara, receives payment in full in accordance
with Aptara Billing and Payment Terms and Conditions, which
are incorporated herein by reference.

13. Should the terms of this license be violated at any time,
APS or Aptara may revoke the license with no refund to you and
seek relief to the fullest extent of the laws of the USA. Official
written notice will be made using the contact information
provided with the permission request. Failure to receive such
notice will not nullify revocation of the permission.

14. APS reserves all rights not specifically granted herein.

15. This document, including the Aptara Billing and

Payment Terms and Conditions, shall be the entire
agreement between the parties relating to the
subject matter hereof.
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La presente tesis doctoral esta dirigida hacia la obtencién de
clusteres de Ag a gran escala en ausencia de surfactantes o
grupos protectores. Para ello, se estudiara la optimizacién de
una sintesis fotoquimica que nos permita obtener estas
especies subnanométricas en concentraciones elevadas
mediante un método facilmente escalable a nivel industrial, lo
que supone sin duda un gran desafio. Ademas, se realizara una
amplia investigacion acerca de los métodos de caracterizacion y
purificacié6 de estos materiales cuyas propiedades,
estrictamente dependientes de su tamafio, representan una
gran novedad en diversas aplicaciones como catalisis,
fotocatalisis y biomedicina, entre otras.
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