S ‘ CENTRO INTERNACIONAL DE ESTUDOS
DE DOUTORAMENTO E AVANZADOS
OReor Sl DA USC (CIEDUS)

DE COMPOSTELA

TESIS DE DOCTORADO

CLUSTERES CUANTICOS
SUBNANOMETRICOS: SINTESIS Y
PROPIEDADES

Miguel Cuerva Vidales

ESCUELA DE DOCTORADO INTERNACIONAL

PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIA DE MATERIALES

SANTIAGO DE COMPOSTELA

ANO 2018






UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

DECLARACION DEL AUTOR DE LA TESIS

Clasteres cuanticos subnanométricos: sintesis y propiedades

D. Miguel Cuerva Vidales

Presento mi tesis, siguiendo el procedimiento adecuado al Reglamento, y declaro que:

1) Latesis abarca los resultados de la elaboracion de mi trabajo.
2) Ensu caso, en la tesis se hace referencia a las colaboraciones que tuvo este trabajo.
3) Latesis es la version definitiva presentada para su defensa y coincide con la version enviada en

formato electrdnico.
4) Confirmo que la tesis no incurre en ningun tipo de plagio de otros autores ni de trabajos

presentados por mi para la obtencion de otros titulos.

En Santiago de Compostela, de Maio de 2018

Fdo Miguel Cuerva Vidales






UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

AUTORIZACION DO DIRECTOR

Clusteres Cuanticos Subnanométricos: Sintesis y propiedades

D. M. Arturo Lopez Quintela

D. Carlos Vazquez Vazquez

INFORMAN:

Que a presente tese, correspondese co traballo realizado por D. Miguel Cuerva Vidales baixo a nosa
direccion, e autorizamos a sda presentacion, considerando que redne os requisitos esixidos no
Regulamento de Estudos de Doutoramento da USC, e que como directores desta non incorre

nas causas de abstencion establecidas na Lei 40/2015.

En Santiago de Compostela, de Maio de 2018

Asdo. M. Arturo Lopez Quintela Asdo. Carlos Vazquez Vazquez






A mi familia, especialmente a

Fatiy a mi hermano






"You can't possibly be a scientist if you mind people thinking that you're a fool”

-Douglas Adams






1.
2.

iNDICE

(0] o114 1Yo LU 1
INEFOAUCCION. .ottt 5
2.1 Nano: una breve introducCion ........ccooceeviieeeiiieniie e 7
2.2 é¢Qué implica la palabra “nano”?......cccccvvcieiicciee e 15
2.3 Clusteres metdlicos y sus propiedades........ccccecveeeerciieeencvneennnns 16

2.4 Estructura electrénica de los clUsteres: Estabilidad y nimeros

(0T T=4 10l 1R 22
2.5 Estructura EOMELIiCa ...ccuveeeiciiiee ettt 24
2.6 Propiedades de los clisteres y aplicaciones...........cccceeevveeeennenn. 27
2.6.1 FotoluminiSCeNCIa ..cccueeieeiieiieeic et 27
2.6.2 (6 | - | LT O S U OO P OTRRTRRRN 29
2.6.3 Actividad biomeédica .....cccceeiieiieniiiiieee e 33
2.7 Sintesis de ClUSTEIeS.......evieriieiiiriietiesie et 36
2.7.1 TECNICAS tOP-OWN....eeiiiiieieciiiee e 37
2.7.2 Técnicas bOttOM-UP ...eeiieiieee e 40
2.7.3 Sintesis de clusteres sin ligandos mediante control cinético42
Materiales, Métodos ¥ tECNICAS......cueeeeeciieeeeeiiee e e 47
3.1 REACTIVOS ...eeiiiiiiie e 49
3.2 Sintesis electroqUIMICa .....cccvuviiiiciiie e 51
3.2.1 Procedimiento general ........ccccovviiecieiiiciee e, 51
3.2.2 Eliminacion de iones .......coceveeriercieeieeneenee e 52
3.23 Concentracidn de la muestra.......ccoeeeveeceeieeneesee e 53

3.3 Técnicas de caracterizaCion ........ceeeeeeeeeeeeeeeereriieesananennnanes 53



331 Caracterizacion por espectroscopia ultravioleta-visible (UV-
VIS) 53

3.3.2 Caracterizacion por espectroscopia de fluorescencia........... 57
3.3.3 Caracterizacion por espectrometria de masas........ccccuveee.. 59
3.34 Caracterizacion por espectroscopias de rayos X ........ccuee.... 63
3.35 Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) ................. 66
3.3.6 Espectroscopia de adsorcion de rayos X (XAS) ......ccccveeennenn. 67
3.3.7 Caracterizacion mediante microscopia de fuerzas atdmicas
(AFM) 71

3.4 Experimentacion sobre estabilidad y efecto de la temperatura

sobre clusteres cuanticos atdmicos de CUs .....ceceereeeveireenieeneeneeeeeeees 76
34.1 Estudios en disolUCiON .......ccceeiiieeiiiiiiiieniecieceeeeee e 76
3.4.2 Estudios en deposiCion .........ccccciiiiiiiiicieiiee e, 77
343 Estudios en SiNCrotron ........ccceeeieeiieiieiieniisieeie e 77

3.4.4 Descripcion del sincrotrény la linea de experimentacién.... 78
3.5 Experimentacidn con nanotubos peptidicos.........ccccvevevverennnnenn. 83

3.5.1 AFM de los clusteres Ags autoensamblados sobre nanotubos
(oY= o] 1 (o [Tl SRR 83

3.5.2 Fluorescencia de la valoracion de los nanotubos con los
clisteres 84

3.5.3 Célculos computacionales ........ccccveeeeiiieeeniiieee e, 85
Sintesis y caracterizacion de ClUSteres.......cooeveeccieeeecciieeeeccieee e, 87
4.1 g} Ao Yo [¥Tolol o o VN 89
4.2 Sintesis electroquimica de clUsteres.......cccccvveeeeiiieeeeccieee e, 90
4.3 Caracterizacion de ClUSteres.......ccvveevvieinieencieeerieesec e 94

43.1 Espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia.........ccccccuveveennneen. 94



4.3.2 Microscopia fuerzas atémicas (AFM) .......ccceevveevieeecveeennnenn. 96

4.3.3 Espectrometria de Masas ....cccvevevecieieceiiee e 99
434 Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS) ............... 101
4.3.5 XANES Y EXAFS ..ottt 102
4.4 Estudio de la influencia de la superficie de los electrodos de
trabajo en la sintesis electroquimica de clisteres. ........cccovveeeeeeeeccnnnns 105
4.5 SiNtesiS QUIMICA......eiiiieeiiiereeee e e 109
4.5.1 Experimental......cccooouiii i 110
4.6 Sintesis FOtoqQUIMICA.......eieiiiieeeciee e e e 116
4.7 CONCIUSIONES ..ttt ettt 128
5. Estabilidad y efecto de la temperatura sobre clusteres cudnticos
ATOMICOS AE CUS .uviiiiiieiiieeiiieeie ettt et e sttt te st e s saee e sbee e saneenabeesareeesareeas 131
5.1 INErOAUCCION. ..ttt ettt s 133

5.2 Efecto de la temperatura en las propiedades de nanoparticulas de
plata 133

5.3 Experimentos en disolucion........ccccccuveiiiciiieiccieee e 138
5.4 Experimentos de clisteres soportados .........cccveeevcieeeercieeeennns 143
5.4.1 Clusteres soportados sobre HOPG..........cccccvveeeeciieeecennnnen. 149
5.4.2 Clusteres soportados sobre Mica ........ccceeeecveeeeccveeeeecnnen. 157
5.5 Experimentos de SinCrotron. .......cccueeeeeciieeeecieee e eeieee s 161
5.6 Estudio de clusteres soportados mediante la técnica NAPP ...... 161
5.7 CONCIUSIONES ..ttt 175
6. Autoensamblaje de clisteres metalicos de baja atomicidad sobre
nanotubos peptidicos CICHCOS. .....ccuciiiiiciiiiicciiee e 177
6.1 INErOAUCCION. .ttt 179

6.2 EXPErimental.......coocciiiie i 179



6.2.1 Estructuras hibridas AQCS/SCPNS. ......coveevveeeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 183

6.2.2 Fluorescencia del pireno y estudios de dicroismo en
disolucion de la mezcla Ag3/SCPNS .......eeeeveeecieeeiee et 186
6.3 Calculos computacionales ........ccceeeecvieeeeiiieeeccieee e 190
6.4 CONCIUSIONES ..ttt 193
7. Referencias bibliograficas......ccccoceireviiiiinciiiie e 197
8. ANEXOS ettt 215
8.1 Estructura geométrica de clisteres calculadas por DFT............. 217

8.2 Espectros de masas tedricos y experimentales de la sintesis
o] ¥eTe [ 111 411 oF- T SRR USUURNt 219

8.3 Valores de B para el modelo de la gota liquida........................... 226

8.4 Caracterizacion del CuO precipitado en la sintesis electroquimica
227

e =T [=To 0 0T T<T o1 o L SRR 237



Abreviaturas:

ADN:
AFM:
AQC:
CP:
CTAB:
DFT:
DOS:
EDTA:
Eg:
ESI:
HOMO:

Acido desoxirribonucleico
Microscopio de fuerzas atomicas
Clusteres cuanticos subnanométricos
Ciclopéptido

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
Teoria del funcional de densidad
Densidad de estados

Acido etilendiaminotetraacético
Band gap

Ionizacion por electrospray

Orbital ocupado de mayor energia

HOPG: Carbono Pirolitico Altamente Ordenado

HV:
LUMO:
MALDI:
MD:
MM:
m/z:
NPs:
NGT:
SCPN:
STM:
TBAN:

Alto vacio

Orbital desocupado de menor energia
Desorcion/ionizacion laser asistida por matriz
Dindmica molecular

Material masivo

Relacién masa carga

Nanoparticula

Teoria clasica de nucleacion y crecimiento
Nanotubos peptidicos autoensamblados
Microscopio de Efecto Tunel

Nitrato de tetrabutilamonio

UV-Vis:Ultravioleta visible

XAS:
XPS:

Espectroscopia de absorcién de rayos X
Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X






1. Objetivos






Objetivos

El estudio de los clusteres cuanticos subnanométricos es un campo
relativamente nuevo, pues sus propiedades se diferencian mucho de
las nanoparticulas a causa principalmente de los efectos cuanticos
asociados a su pequefio tamano. Estos efectos se manifiestan
especialmente por la aparicion de estados de energia discretizados
que implican la aparicion de una banda de energias prohibida (band
gap) o, mejor dicho, HOMO-LUMO gap (ya que por su tamafio
molecular la densidad de niveles es muy pequena), que depende del
namero de dtomos del clister y del elemento metalico del que estan
formados. Por tanto, al variar el tamano y el elemento del cluster, uno
puede modificar sus propiedades. Esa capacidad de realizar, lo que
podriamos denominar ingenieria de band gaps hace que cada cluster
sea tnico y con propiedades muy diferentes de los demas, por lo que
abren un nuevo campo en los limites del area de los nanomateriales.
El objetivo basico de la presente tesis doctoral sera la de tratar de
profundizar, tanto en los métodos de sintesis como en el de la

elucidacién de algunas de sus propiedades fisicoquimicas.
Mas concretamente, los objetivos especificos de esta tesis son:

1. Extender los conocimientos existentes de la sintesis y
caracterizacion ~ de  clusteres de Cu  sintetizados
electroquimicamente y hacer un estudio preliminar de vias
alternativas de sintesis.

2. Estudiar la estabilidad térmica y el punto de fusién de
clasteres de cobre Cus, tanto en disolucién como depositados
sobre un sustrato, en diferentes condiciones experimentales.

3. Estudiar la interaccion de clusteres de plata (Ags) con anillos
aromaticos de pireno al objeto de su utilizacion en la

formacion de nanotubos peptidicos.
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Introduccion

2.1 Nano: una breve introduccion

Se puede definir la nanotecnologia como “tecnologia de los
materiales y de las estructuras en la que el orden de magnitud se
mide en nanémetros, con aplicaciones en fisica, quimica y biologia™?,
siendo un nandmetro la milmillonésima parte de un metro (1 nm = 10-
' m) o, comparado con otros objetos, un glébulo rojo tiene un tamaro
de unos diez mil nanémetros, un virus unos 100 nm y el ADN, que
como sabemos codifica toda la informacion genética de una persona,
tiene = 2 nm de espesor. El ser humano ha acufiado el concepto de
nanotecnologia recientemente, pero los sistemas nanoscépicos llevan
con nosotros desde el inicio de los tiempos y, ya en la antigiiedad,
aunque sin saberlo, se tienen ejemplos de nanotecnologia, como por
ejemplo la conocida como la Copa de Licurgo, del siglo IV (Figura
2-1), procedente de la antigua Roma, que es verde a la luz externa y
roja si la luz se emite desde su interior. Hoy sabemos que esos colores
son producidos por la dispersion de luz provocada por la presencia
de nanoparticulas de plata y oro coloidal, que se formaron a partir de
las correspondientes sales introducidas en el momento de su

fabricacién realizado en atmosferas reductoras



Figura 2-1 Copa de Licurgo del Siglo IV

También entre los siglos VI y XVII tenemos ejemplos de cerdmicas y
vidrieras conteniendo nanoparticulas de plata, oro o cobre de
diferentes tamanos (obtenidas con diferentes proporciones en el
proceso por los maestros artesanos, aunque sin saberlo) que aportan
vistosos y diferentes colores a las vidrieras de las catedrales europeas
(Figura 2-2). Otro ejemplo son las espadas de “Damasco” famosas por
su dureza y su filo “casi eterno” que se debe, como se sabe hoy dia, a
la presencia de nanotubos de carbono en la hoja que se generan en el

forjado del acero a altas temperaturas.
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Figura 2-2 Vidrieras de la Catedral de Notre Dame, Paris

Pero, el primer paso hacia el conocimiento de los procesos y
fendmenos en la nanoescala, lo dio Michael Faraday en 1857,
preparando una disolucién coloidal de oro cuyas propiedades dpticas
son diferentes del material masivo (la disolucion coloidal es color
rubi, mientras que el oro como metal, es dorado) demostrando que
las propiedades de los materiales son dependientes del tamano de las
particulas. Es de destacar que la disolucion original de Faraday sigue
siendo estable y se conserva en la Royal Institution de Londres, sin

haberse oxidado y siendo perfectamente estable a la luz (Figura 2-3).



Figura 2-3 Disolucion de oro coloidal preparada por Faraday

Mas recientemente, en el siglo XX, tuvo lugar la miniaturizacion de
los materiales para su aplicacion en transistores y demas
componentes electronicos, al objeto de crear circuitos electrénicos de
reducido tamafo. Este desarrollo en “microtecnologia” llevd a una
verdadera revolucién cientifico-técnica y a despertar un mayor

interés por desarrollar elementos y técnicas a escalas mas pequenas.

El 29 de diciembre de 1959, en el Instituto de Tecnologia de California
(Caltech), el Dr. Richard P. Feynman (Premio Nobel de fisica), dio un
discurso en la reunion anual de la Sociedad Americana de Fisica, que
se ha vuelto un clasico en las charlas sobre nano-ciencia del Siglo XX.
Su charla titulada “There’s plenty of Room at the Bottom?” ( que se
puede traducir por: “Hay mucho espacio todavia en el fondo”),
trataba sobre la capacidad de miniaturizar todavia mucho mas la
tecnologia, asi como la posibilidad de manipular y controlar objetos a
pequena escala. Feynman elucubrd sobre la capacidad futura de
construir objetos dtomo a dtomo o molécula a molécula, mostrando

que eso era perfectamente posible desde el punto de vista fisico y que,
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Introduccion

cuando eso fuera posible, se podria contener toda la informacion de la

Gran Enciclopedia Britanica en la simple cabeza de un alfiler.

El cientifico japonés Nori Taniguchi introdujo por primera vez el
término “Nanotecnologia” en 1974, en una conferencia Internacional
en Tokyo sobre ingenieria de precision, definiéndola como sigue: “La
nanotecnologia consiste principalmente en los procesos de
separacion, consolidacion y deformacion de materiales por un dtomo

o una molécula ".

Aunque la idea ya estaba presente, tuvo que esperarse a que la
tecnologia sobrepasase sus limitaciones para el estudio y
caracterizacion de los materiales a nivel atdomico. No es hasta la
década de los 80, cuando el aleman Gerd Binnig y el suizo Heinrich
Rohrer, en los laboratorios de IBM en Zurich, inventaron el
microscopio de efecto tinel (STM), que permite la visualizacion y

manipulacion de los materiales a nivel atémico (Figura 2-4).

11
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Tunneling
current amplifier

Piezoelectric tube
with electrodes

Control voltages for piezotube

Distance control
and scanning unit

Data processing
and display

Figura 2-4 Vista esquematica de un STM (cortesia de Michael Schmid de la universidad

técnica de Viena)

La técnica de STM consiste en una punta muy fina de un metal que, al

acercarlo a un sustrato conductor, permite el paso de corriente por

efecto tunel pudiendo no solo visualizar la superficie, sino también

proporcionando informacion de su estructura con precision atomica y

permitiendo su manipulacion?® (Figura 2-5).
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a TIP \ TIP /e
N T/ \\T Ja
\Q___L___.s.;/

PN
()
\\\\ Metal Su bstratx
MM
Figura 2-5 A la izquierda un esquema del proceso de mover un atomos de Xenén y a la

derecha imagenes de STM durante la formacion del logo de IBM con atomos de Xendn
sobre Niquel (extraido de la referencia 3)

Es de resaltar que el 14 de Julio 1986 se celebrd en Santiago de
Compostela el primer congreso internacional sobre STM (Figura 2-6)
para poner de manifiesto frente a la comunidad cientifica las
capacidades de esta técnica. Tan solo unos meses mas tarde Rohrer y

Binnig ganarian el Premio Nobel de Fisica por su invencion.*

13



Figura 2-6 Fotografia del primer congreso sobre Microscopia de Efecto Tunel
STM’86 celebrado en Santiago

Un afio antes, en 1985, se inventd en la Universidad de Stanford el
Microscopio de Fuerzas Atoémicas (AFM), expandiendo las
capacidades y tipos de materiales que podian ser investigados. La
técnica STM solamente vale para superficies conductoras o
semiconductoras, en cambio el AFM puede medir cualquier
superficie, independientemente de sus propiedades electronicas, a
diferentes presiones y temperaturas, etc. De estas técnicas surgio la
microscopia de sonda de barrido (scanning probe microscopy, SPM),
y, desde entonces, se han venido desarrollando diferentes técnicas
similares para el estudio de propiedades muy diferentes a escala
nanométrica. Ademas, las técnicas mds antiguas -como la microscopia

electronica- fueron también evolucionando hasta la actualidad en la

14



Introduccion

que se pueden tomar imdgenes con precisiones atdmicas, incluso en

condiciones ambientales.

Todo esto permitidé que la nanotecnologia pudiera comenzar a
desarrollarse de forma muy rapida en la tltima década del siglo XXy,
con ello, los ingenieros y cientificos han conseguido crear materiales
en la nanoescala con propiedades mucho mejores que los materiales
macroscopicos (mas resistencia, mas ligereza, diferente reactividad
quimica, etc.). Esto motivé una gran inversion en la década de los 90
en empresas y proyectos de I+D en nanotecnologia, que ha seguido
creciendo hasta convertirse en una disciplina de trillones de ddlares,
que produce mas de 1.800 bienes de consumo, desde cremas solares o
productos para bebés hasta procesadores informaticos. Y, hoy en dia,

esta lista sigue en aumento.

2.2 ;Quéimplicala palabra “nano”?

Hemos comentado anteriormente que la reduccion del tamatio de los
materiales a la escala nano permite obtener cambios importantes en
sus propiedades. Este hecho se debe al incremento de la relacion
superficie-volumen del material. Para ilustrar este aumento,
imaginemos un cubo solido de 1 cm de lado (tal como el representado
en la Figura 2-7; el drea superficial de los seis lados del cubo es 6cm?
Si ese cubo fuese reducido a cubos de 1mm de lado, habria mil de
ellos y la superficie total seria de 60 cm? En caso de que fuese
reducido a cubitos de 1 nm, habria 10?' particulas y la superficie total
serifa de 6.000 m? Este aumento drastico de la relacion
superficie/volumen tiene una importante repercusion en las

propiedades del nanomaterial, respecto al material masivo, lo que

15



puede resultar de gran interés en determinadas aplicaciones, como

por ejemplo en catdlisis.

Total Surface Area
6 cm?

Total Surface Area
60 cm?
(all'1 mm cubes) Total Surface Area
60,000,000 cm*

(all'Tnm cubes)
pole

Figura 2-7 Ilustracion demostrando el efecto de incremento de area superficial al

descomponer una estructura en unidades nanométricas (imagen tomada de la ref:5)

2.3 Clusteres metalicos y sus propiedades

Los clusteres metdlicos se definen como agregados de un ntimero
pequefio de atomos metalicos (< 100-150 atomos) en estado de
oxidacién (0), con tamafios menores de 1-2 nm. Estas especies
representan un nuevo estado de la materia, con propiedades
diferentes tanto de las del material masivo (MM) o las nanoparticulas
(NP), como de las de los correspondientes atomos. Representan los
bloques mas elementales de la naturaleza — después de los atomos- y
se caracterizan por su pequefio tamafno, comparable a la longitud de
onda de Fermi de un electrén (~ 0,52 nm para la plata y el oro).
Debido a su pequefio tamafo los electrones sufren un fuerte
confinamiento cuantico, por lo que muchos de los efectos que ocurren
en esta escala no se pueden describir a partir de las leyes de escalado

en funcion del tamafo que se obtienen para tamafos mayores del

16
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material; y han de ser descritos mediante la mecanica cuantica. En
estas especies subnanométricas, los efectos cudanticos son
responsables de las nuevas propiedades (quimicas, fisicas, Opticas,

cataliticas, etc.) observadas en esta escala

Las peculiares propiedades de los clusteres de dtomos metdlicos se
deben a que, como consecuencia del aludido confinamiento cudntico,
poseen diferentes estructuras geométricas/electronicas que las del
MM o las NP. Tanto en el MM con las NP la estructura electrénica
estd formada por un elevado nimero de dtomos, con sus respectivos
orbitales moleculares solapandose y formando una banda de
conduccion continua, donde los electrones pueden moverse
libremente a orbitales desocupados cuando se excitan. En las NP la
estructura electronica es similar al material masivo, aunque cambia la
frecuencia de los plasmones, lo que origina un comportamiento
plasmonico superficial de importancia para muchas aplicaciones,
como por ejemplo, SERS, propagacion de la luz por debajo del limite
de difracciéon, etc. En cambio, en el intervalo de tamanos
correspondiente a los cltsteres (por debajo de = 2nm), el numero de
atomos estd comprendido entre 2 'y 100/200 &tomos
aproximadamente, por lo que -tal como se ha indicado- las
dimensiones de la particula conducen al confinamiento cuantico de
los electrones y la aparicion de niveles discretos de energia, altamente
dependiente del niimero de atomos, asi como la aparicion de una
zona de energias prohibida, cuya magnitud es inversamente
proporcional al nimero de atomos del cltster. Esta discretizaciéon de
energias es similar a la de los semiconductores o, también, a la
diferencia HOMO-LUMO (HOMO: orbital ocupado de mayor
energia; LUMO: orbital desocupado de menor energia) en atomosy

moléculas®’ (Figura 2-8).

17



1eV>=E > AT| [1eV<E, > 4T

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

DISMINUCION DEL TAMANO

Figura 2-8 Evolucion del “band gap” y la densidad de estados ocupados con el
namero de atomos de una particula, desde el material masivo hasta los clasteres de

pequeio tamafio (Imagen tomada de la referencia:®)

La dependencia de la energia de la zona prohibida (Es que aqui
denominaremos band gap) con el niimero de atomos (N) del cltster se
puede aproximar, mediante el modelo del Jellium (véase Estructura
electronica de los clusteres, seccion 2.4), por la simple relacion:

E
Ey= —
N1/3

Ecuacion 1 Modelo de Jellium

siendo Er el nivel de Fermi del metal correspondiente. El hecho de
que se pueda variar asi, de forma sencilla, la energia de la zona
prohibida dentro de un mismo tipo de material, variando el nimero
de atomos y que, al mismo tiempo, se pueda variar la posicion de las
bandas de valencia y conducciéon (HOMO y LUMO en moléculas)

18



Introduccion

cambiando de metal, hacen de la familia de cltsteres atomicos una
extraordinaria herramienta de ingenieria de zonas de energia
prohibidas a nivel atomico, frente a los semiconductores clasicos,

véase la Figura 2-9.

Ef Ve Efev
<7 - -25
AunfAg, -
1 n=10 6 4 2 e
-1— B - — L - ’3 5
4.2 -
— - s 11 B | —
0,/0, ,—~33 1 b - - 7
o [ H/H' 55| B T 45
= 0.fOH" 12| Cu:0 w—
e LHO, Cd:_ —AnAz
1 | H0:/OH ;;-mIIDJi1 \iﬁ |+ B
LI 0./H;0 GaAs GaP
— Cul _3_5 —
2 | cds 12 JL 13 __55
o/ . — [32] asci ca
| H0fOH- J Wo: |__ E
3= w o = 75
— | 33 =
4 Cue sp0. [— 85
o Cuna e =

Figura 2-9 Comparacion esquematica entre band gaps de algunos clasteres de plata
y cobre frente algunos semiconductores bien conocidos (imagen tomada de la

referencia:®).

En general los cltsteres presentan niveles discretos de energia y un
incremento del band gap con la disminucion o del tamafio, pudiendo
dividirse en “clasteres grandes”, que consisten en un nticleo formado
por un numero de atomos en el intervalo aproximado 10/20 a 100/200,

con un band gap no muy grande, por lo que necesitan normalmente
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ser estabilizados con ligandos (tales como dendrimeros, fosfinas o
tioles); y “cltsteres pequefios” formados por un reducido nimero de
atomos (=2 a 10/20), con un band gap mayor, lo que les confieren una
gran estabilidad no necesitando estabilizantes y con todos sus dtomos

en superficie (Figura 2-10).

Large cluster:
Energy
A
RE=Tev] LUMO
HOMO
===
Size = 1.1nm
Core: structure = or # bulk
Shell: stabilized by strong binding protecting
ligands (phosphines, thiols,...)
Small cluster:
A AEnergy
- LUMO
Eu>‘ eV
HOMO
A LA LR J A
Size = 0.5 nm

No core-shell structure
No need for binding with
strong stabilizing ligands (A=adsorbate)

Figura 2-10 Diferencias entre tipos de clusteres (imagen extraida de la referencia

IU)_

En resumen, existen importantes diferencias entre las propiedades de
nanoparticulas y cltsteres. Ademas, la presencia de efectos cudnticos

en estos ultimos hace que las mismas no varien con el tamafio de la
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forma en que lo hacian en las nanoparticulas y que dependan de una
manera mucho mas drastica del nimero de atomos. Este hecho puede
representarse en una tabla periddica en 3D (Figura 2-11)'°, en la que,
entre los atomos y el material masivo de cada elemento, surge un
nuevo numero de materiales con diferentes propiedades

dependientes del tamafio.
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Figura 2-11 Tabla periddica en 3D, para poner de manifiesto las diferentes

propiedades de la materia seguin el tamafo (imagen extraida de la referencia °)
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2.4 Estructura electronica de los clusteres:

Estabilidad y nimeros magicos.

Los primeros estudios sobre la estructura de los clusteres, fueron
reportados por Knight y colaboradores!! a principios de 1980,
estudiando clusteres de sodio. Los clusteres fueron sintetizados
vaporizando sodio y se caracterizaron inyectandolos en un
espectrometro de masas, observandose que los picos mas intensos
eran los compuestos por clusteres de N= {2, 8, 20, 43, 58 y 92} atomos.
Sucesivos experimentos con otros metales alcalinos daban un patrén
similar de niimeros de atomos que parecian ser mas estables y se
refirieron a estos nimeros como “ntimeros magicos”. El concepto se
tomo prestado de la fisica nuclear, donde algunos ntcleos atémicos,
con estructura en capas, son estables cuando presentan estos niimeros
magicos en su composicion de neutrones y protones, como puede ser
N= {8, 20, 50, 82, 126}.

Es complicado hacer cdlculos precisos de la estructura electrénica de
los clusteres, particularmente cuando solo estan formados por mas de
unos pocos atomos y, sobre todo, cuando se encuentran en disoluciéon
estabilizados por moléculas organicas. Estas dificultades pueden
evitarse, usando modelos simples como el “modelo del Jellium”,

usado inicialmente para clusteres en fase gas.

En este modelo el cluster se reemplaza por una estructura electronica
en capas que consiste en un “jellium” esférico cargado positivamente
rodeado de los electrones de valencia, en donde la energia total del
claster se expresa como funcion de la densidad local electrénica y del
potencial del fondo de carga positiva. La aplicacion de este modelo

suele realizarse conjuntamente con calculos DFT (Teoria del
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Funcional de la densidad) y la LDA (Aproximacion Local de
Densidad), para una simetria esférica cuyos pozos de potencial
puedan ajustarse a las de un pozo infinitamente profundo y a las del
pozo armoénico 3D. Resolviendo la ecuacion de Schrodinger en estas
condiciones, se puede obtener un potencial efectivo total donde los
electrones ocupan una estructura en capas, ordenadas en niveles de
energia de acuerdo con el principio de Aufbau (1S? | 1P¢ | 1D | 252

1F1# | 2P 1G™ |...), como se representa en la imagen. (Figura 2-12)',

U U L

n (V. 1)
5l 168 156 156 |,
138
5112 112 ] ]32 3p
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4 70 92 |3s
— 68 —90 —] 1h
40 58 68 2d
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34 402
20 34
2 20 1f
20
18 e
N 1d
8
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2 2 2
0 1s

Figura 2-12 Ocupacion de niveles de energia para Esferas 3D, armdnicos,

intermedios y de pozo cuadrado (Imagen extraida de la referencia '°)
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Este modelo permite hacer buenas aproximaciones y reproducir
muchas de las caracteristicas fisicoquimicas de los clasteres. La
energia total en funcion del tamafio del claster, calculada mediante
esta aproximacion, presenta discontinuidades asociadas a los niveles
electronicos llenos y que se corresponden con los clisteres mas
estables que poseen un nimero de dtomos “magico” (8, 18, 20, 34, 40,
58, 92, 138, etc. para metales alcalinos o que aporten un electrén a la

capa de valencia como la de la plata, el oro, etc.).

2.5 Estructura geométrica

La estructura cristalina de las nanoparticulas grandes es la misma que
la de los cristales de tamafios microscopicos, salvo pequenas
diferencias en los parametros de red. Pero para pequenas particulas
con didmetros <5nm, pueden darse estructuras diferentes. Por
ejemplo, se ha demostrado que particulas de oro, con didmetros de 2-
3nm, tienden a presentar una estructura icosaédrica en vez de la FCC
(ctibica centrada en las caras) de los cristales microscopicos. Este
hecho es importante, ya que una estructura diferente puede dar como

resultado el cambio en muchas de sus propiedades’.

Haciendo uso del modelo del Jellium y la teoria del funcional de la
densidad (DFT: alternativo a la solucion de laecuacién de
Schrodinger, donde el funcional de la energia electronica es
minimizado con respecto a la densidad electrdnica.)’> que permite
optimizar la geometria de minima energia se ha podido comprobar
que, en general, la geometria triangular es la mas estable para
clasteres en dos dimensiones, mientras que en tres dimensiones lo

mas usual es encontrar cltsteres icosaédricos. No obstante, también
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se pueden dar otros tipos de geometrias. En general, es importante
destacar que cada claster tiene una geometria bien definida
estrictamente dependiente del tamafio y del elemento que lo
compone. Como particularidad es de notar que existen numerosos
estudios tedricos que muestran que los clusteres de Au de menos de
13 atomos y los de Ag y Cu de menos de = 6/7, tienen una geometria
plana'®'’. En la Figura 2-13 se representan algunas de las estructuras
predichas para cltusteres de Au. (Ver seccion Anexo 8.1 para

estructuras de cltsteres de cobre y plata)

25



3.1(Cov *B) 3.2(Deon *L0) 3.3(Dsn *A2') 4.1(Day ' Ag) 42(C ' A1) 4.3 (Coy *A1)  5.1(Cp *Ar) 5.2(Don Ba) 5.3(Cav *B))
0.000)  (0.044) 1.737) (0.000) 0.013) (1.223) (0.000) 0.360)  (0.597)

& A ADY B

54(Ds ‘A2") 5.5(Ce ‘A1) 6.1(D3 'A1) 62(C5'A)) 63(Ca'A)  6.4(DyBsy) 7.1(C,°A)  7.2(Cx %A
(1.378) (1.436) (0.000) (0.909) (1.297) (1.878) (0.000) (0.098)

G0 BRI i 2B

73(Dgy*A)  74(C32AY) 7.5(Ds?A") 8.1(Dan'Ag)82(Ca'A) 83(Ch'A)) 84(Dn'A)  8.5(Dn'A)
(0.331) 0.397) (0.423) (0.000) 0.393) (0.399) (0.406) (0.533)

T S GO0 00, A5 7 - T

86(Co'A1) 8.7(Dsa'Arp) 91(Ch’A1) 9.2(C»°B)  93(Dn’A) 94(Cy’A) 9.5(Cp%A)  9.6(C?A)
0675) (1.218) (0.000) 0.113) (0.165) ©0233)  (0349) 0.642)

00 150 1 o S 150

10.1(Dzp, ' Ag) 10.2(Ds5 *B2) 103(Cay ' A1) 10.4(Dzg ' A1) 10.5(C5,'A)  10.6(C5,'A)  11.1(C; %A")  11.2(Cs?A")
(0.000) (0.860) (0.409) (0.469) 0.913) (1.121) (0.000) (0.086)

N R S50 R R,

11.3(D5 A0 114(C°By)  11.5(C:%A) 12.1(Ds'AY)  122(Con ‘A 123(C, 'AY)  124(Ch'A))
(0.160) (0.230) (0.563) 0.022) 0.837) 0.629) (0.000)

S8 T S5 20 B

12.5(C; 'A) 126(C,'A)  12.7(D;'A)  13.1(Co%A)  132(C%A7)  133(CnpA)  13.4(Cn2%A)
(0.258) (0.401) (0.542) (0.125) (0.066) (0.000) (0.024)

Bttt 4o o T B

13.5(C52%A)  14.1(Cp'A)  142(Ch'A)  143(Ch'A)  144(Cy'A)  145(C;'A)  14.6(0, 'A)
(0.083) (0.876) (1.172) (0.000) (0.378) 0.573) (0.945)

Figura 2-13 Estructuras calculadas tedricamente para clisteres de Au de hasta 14 dtomos.
Se muestran los datos de simetria, estados electrdénicos y energias relativas (eV) de la
estructura de minima energia
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2.6 Propiedades de los clusteres y aplicaciones

Los efectos de confinamiento cuantico (HOMO-LUMO Gap), el
reducido tamafio (comparable a la longitud de onda de Fermi) y sus
especificas geometrias dotan a los clusteres de nuevas y fascinantes

propiedades. Tales como:

2.6.1 Fotoluminiscencia

El comportamiento similar a moléculas de unos pocos atomos en
cltsteres de metales nobles, y la presencia de un band gap similar a los
semiconductores, que permite transiciones energéticas entre el orbital
ocupado de mayor energia (HOMO) y el orbital desocupado de
menor energia (LUMO) abre la puerta a la aparicion de transiciones
Opticas desde el UV-Visible al Infrarrojo cercano, convirtiendo a los
clusteres en potenciales candidatos para aplicaciones en marcadores
bioldgicos con fluorescencia, emisores de luz en nanoelectrdnica, etc.
Se ha estudiado que esta propiedad es estrictamente dependiente del
band gap y por tanto del nimero de dtomos que forman el cltster. Asi
clasteres grandes con un band gap pequeno emitirdn fotones con
mayor longitud de onda (menos energéticos) mientras que los
clasteres pequefios, con un band gap mayor, emitirdn fotones con
menor longitud de onda (mds energéticos). Otros factores que afectan
son el tipo de metal puesto que, cambiando el metal del cluster, se
cambia el nivel de Fermi, y relaciondndolo con el modelo del Jellium
ya visto, se ve que cambia la emisién para el mismo nimero de
atomos si el metal varia, por poner un ejemplo Ags y Cus no tienen la

misma emision pese a estar formados por 3 atomos.
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Figura 2-14 Espectros de excitacion (Lineas discontinuas) y emision (lineas continuas) de
diferentes clisteres de oro'®
La principal aplicacion de esta propiedad se puede encontrar en
sensores quimicos, frente a especies que suprimen (quenching en inglés,
dicese de un proceso que decrece la intensidad de fluorescencia de
una sustancia dada) su fluorescencia tales como cianuro'® o metales
pesados como el mercurio®? o el plomo®. También se han
conseguido sintetizar un complejo de clusteres de oro, compuestos
por un claster pequenio unido a uno mds grande (Aus-Aus y Aus-
Auun)*, en nanosomas con capacidad de exhibir luminiscencia de
larga duracion y producir desplazamiento de Stokes (gracias a su
capacidad de transferencia de carga entre los dos tipos de clasteres),
resistentes al fotoblanqueo y con un rendimiento cuantico alrededor
del 1-5% , que permiten su aplicacion en variedad de sensores en
areas como el biodiagnostico con mejoras en imagen, sensibilidad,
deteccién, terapias y monitorizacion de cambios estructurales en

biomoléculas?>2s,
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2.6.2 Catalisis

En el campo de la catdlisis de clusteres podemos hacer referencia a
dos capacidades cataliticas caracteristicas derivadas de sus
propiedades mas importantes?”?, por un lado la alta relacion de
atomos superficiales en un cltster donde casi todos sus atomos estan
en superficie, a diferencia de las nanoparticulas, y por otro la
presencia de un band gap y una estructura electrénica que los hace
altamente utiles en procesos de catdlisis al tener orbitales HOMO-
LUMO con los niveles energéticos adecuados para ayudar en
transiciones energéticas en procesos de Reduccion-Oxidacion (Figura
2-15).

0
E reduction agent
I

\P
Cluster LUMO

El]

oxidable species

Figura 2-15 Esquema de la capacidad de los clusteres de transferir electrones a
Temperatura ambiente
Las nuevas propiedades surgidas en el rango subnanométrico han
hecho que por ejemplo, Haruta y colaboradores hayan reportado
cltisteres de oro® altamente estables, con tamanos inferiores a los dos
nandmetros, que muestran alta actividad catalitica y selectividad de
oxido de propileno (aproximadamente 82%) en la epoxidacion de
propeno con una mezcla de O: + Hz, que no sucede en nanoparticulas

de oro de mas de 2nm y también cltsteres tiolados de Au que
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presentan actividad selectiva para oxidacion e hidrogenacion bajo
condiciones suaves®. Asi mismo en el grupo de investigacion se ha
estudiado como clusteres de Oro con 5-10 atomos catalizan la
oxidacion aerobica de tioles® (Figura 2-16), todo esto a pesar de ser el
oro en su condicion de bulk un metal noble, bastante inerte a los

procesos cataliticos.

Cluster catalized aerobic oxidation of thiols
bulk/NPs vs. AQCs vs. atoms

small Au AQCs -3.5

NO bonding
to thiols

EleV

LUMO ‘
medium AuAQCs "% bonding
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Z
HAubulkiNPs ) 4T Yo _emes AN (5.53 V)i - &
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o
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Figura 2-16 Representacidon esquematica de las rutas de oxidacion de los tioles segtin
tamaiio de clusters, NPs u Oro bulk.

Por otra parte los clusteres de cobre (CuAQCs < 20 atomos) presentan
actividad catalitica en reacciones redox, como puede ser la reduccion
de azul de metileno a leucoazul de metileno®; clusteres de platino
(PtAQCs =1,0nm) en procesos de electrooxidacion de metanol® o

cltsteres de plata en la oxidacion de alcoholes (ver seccién 2.6.3).

Todas estas capacidades cataliticas en clisteres no son debidas a su
incremento en la relacion superficie/volumen, si no al confinamiento

cuantico y a los estados discretos de energia con aparicion de un

30



Introduccion

HOMO-LUMO gap, cuya posicidn respecto a la especie frente a la

que acttien es el factor determinante.

A mayores, cltsteres de plata pequefios (2 o 3 atomos), tienen
tendencia a ir a las interfases y adsorberse a planos preferenciales de
nanosemillas de oro y catalizar de este modo su crecimiento
anisotropico hacia la formacion de nanorods® (Figura 2-17). Este
fenémeno también se da en presencia de sales de plata con la
diferencia que la concentracion entre clusteres y sales es del orden de
tres drdenes de magnitud mayor para las sales frente a los clusteres,
lo que sugeriria que durante la reacciéon con sales de plata se
formarian cltsteres que seran los encargados de dirigir el crecimiento,
de tal forma que empleando clusteres desde el inicio se reduce la

cinética del proceso y la cantidad de plata que se usa es minima.

R~ 0&R

cluster ~

) AR ¢}
R Micellar surface Spheres

«~ CTAB R ~ 1200 & F‘c!u:ster = -
>
Rods
R,~3000&R_ =27 A

cluster
Adsorbed Ag-cluster ““
stablllzed by CTAB -— 1l
Triangles

R~ (6-18)x10°& R, = 6/20  Muyitipods/

Aggregates

Figura 2-17 Crecimiento anisotrépico de Nanoestructuras de Oro, catalizadas por clisteres
de plata

Una vez que estos clusteres de plata estan unidos a los nanorods de
Oro, puede generarse la produccion de Hidrogeno* o fotodisolucién
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de los mismos segun las especies implicadas en disolucién®* (Figura
2-18).

Fermi level increase
until redox pinninng with H evolution 35
(de-oxygenated samplezs)

Ethanol
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eg‘Ethanol OX.

|

Au(0)
mzc Au(ill / 55

METAL

-6.5

Figura 2-18 Representacion ‘esquematica de fotodisolucion de Nanorods de Oros y
produccién de Hidrégeno por clusteres de Plata

Si el oxigeno (aceptor de electrones) se elimina de la disolucidn, la
irradiacion de los cltsteres en presencia de un dador de electrones
genera una acumulacién de electrones en el nanorod de oro que
incrementan su nivel de Fermi, hasta llegar al nivel de potencial

redox del H2/H* haciendo que se genere hidrdgeno.

Fendémenos similares a este, hacen de los clisteres prometedores
nanocatalizadores en conversion de energia limpia y los plantean
como alternativa a los combustibles fosiles al poder aplicarse en
células de combustible de hidrégeno. Los desafios principales son
sustituir al platino que es costoso y contaminante al producir CO
como subproducto de la reaccion®, la degradacion del catalizador y el
sobrepotencial de reduccion de la Reaccion de Reduccion de Oxigeno
(ORR). En este sentido la oxidacion de CO y la electroreduccion de
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oxigeno (ORR) catalizadas por clasteres de oro han sido dos de las
reacciones mds ampliamente estudiadas®**? mientras que, aunque
menos estudiados, existen también casos reportados para clusteres de
Ag® y Cu* que también presentan actividad catalitica en dicha
reaccion. Es necesaria mas investigacion, pero la alta estabilidad de
los clusteres, su capacidad para depositarse bien en superficies y la
ingenieria de band gap que poseen para jugar con los potenciales
(Figura 2-16), postula a los cltsteres ctianticos subnanométricos como
unos de los posibles candidatos a substituir el platino y solventar asi
los problemas tecnoldgicos actuales, en busca de un mundo mas

limpio y eficiente energéticamente.

2.6.3 Actividad biomédica

Debido a su biocompatibilidad y su reducido tamafo que les permite
atravesar las membranas celulares, se han realizado estudios
bioldgicos en busca de nuevas aplicaciones, como por ejemplo la
prevencion de toxicidad por parte del alcohol en células de
mamiferos con clasteres de plata®® (Figura 2-19). Esta proteccion es
posible primero por la capacidad de los clasteres de ser activos para
la electro-oxidacion de alcoholes a potenciales bajos (préximos a 0 V)
a pH fisioldgico y segundo por la tendencia de los clasteres de ir a las
interfaces* que los hace interaccionar con la membrana celular. El
potencial de membrana es suficiente para que los clusteres oxiden el
etanol, metanol y butanol, protegiendo la célula de estos agentes
toxicos. Esto podria resultar de extrema importancia en el tratamiento
de enfermedades asociadas a la ingesta excesiva de alcohol como es el
sindrome de alcoholismo fetal (FAS)* y ademas abre la posibilidad de
usar las células como fuente de energia para en conjuncion con los

clusteres realizar otras reacciones bioelectrocataliticas.
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Figura 2-19 Esquema de la citoproteccion de los clusteres de plata frente a etanol en
células de mamiferos.
Las propiedades bactericidas de la plata son conocidas desde tiempos
antiguos, sin embargo el mecanismo de accién no estd claro. En este
sentido, es de resaltar el estudio realizado recientemente por Neissa y
colaboradores* en donde describen que clusteres de Ag pueden ser
los responsables de esa gran actividad bactericida. Se ha visto que
dichos clasteres son capaces de intercalarse en el ADN® (Figura 2-20)
inhibiendo la interaccién con las topoisomerasas, enzimas capaces de
actuar sobre la topologia del ADN y necesarias para la replicacion del
mismo y, por tanto, de las bacterias. Esta capacidad de interaccionar

con el ADN para evitar su replicacion hace pensar en que puedan
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usarse en un futuro como nuevos tipos de antibidticos, debido a las
resistencia de las bacterias a los antibidticos actuales. También abre la
puerta a futuras terapias contra el cancer, ya que en el mismo estudio
se observa como la interaccion de los clusteres de 2 a 3 dtomos de
plata®*, presentan unos tiempos de interaccion mayores que los
intercaladores de ADN actuales, lo que hace pensar que podrian
impedir que las células cancerigenas -con mayor velocidad de
replicacion que las células sanas- se puedan replicar, mientras que las
células sanas, con menores tasas de replicacion, se verian poco

afectadas por la lenta disociacion del complejo AgAQCs-ADN.

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

Figura 2-20. Estructuras de minima energia de complejos d(ATATATATAT)2/Agz y
d(GCGCGCGCGC)2/Ags obtenidos mediante calculos QM/MM (combinacion de
mecanocuanticos y de mecamica molecular), mostrando la intercalacion de un clister Ags

entre el 52 y el 62 pares de bases (imagen tomada de la referencia:*°).

35



2.7 Sintesis de clusteres

Ya se ha hablado de las propiedades de los clusteres y de cémo
cambiando el nimero de dtomos se puede observar un cambio en las
mismas, siendo posible pensar en la realizacion de una quimica a “la
carta”, segiin las necesidades del experimento o de las reacciones
quimicas utilizadas en las industrias, lo que constituye un verdadero
desafio para la quimica actual. Para ello se precisaria realizar sintesis
de clasteres monodispersos que pudieran diferir en solamente 1 o 2
atomos. Una de las primeras sintesis de clusteres realizadas es un
método fisico, conocido como técnica de agregacion en fase gas
(Figura 2-21), En esta técnica se calienta, a altas temperaturas y a
vacio, una ldamina del metal del que se quieren formar los clusteres,
produciéndose la evaporacion de los datomos del metal. A
continuacion, los atomos se mezclan con una corriente de un gas
inerte a bajas temperaturas, colisionando y perdiendo energia, y
formando agregados de atomos que, después, se separaran con el
empleo de campos magnéticos y se analizan en un espectrémetro de

masas.
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Figura 2-21 Ejemplo grafico y resumido de la técnica de agregacion en fase gas (imagen

tomada de la referencia:>%)

Esta técnica permitio el estudio de cltsteres a nivel experimental y la
confirmacion de los modelos desarrollados, como el de Jellium ya
comentado. Sin embargo, debido a que — a pesar de su sofisticacion-
solo permite obtener cantidades pequefiisimas de clasteres
depositados sobre sustratos, fue necesario buscar otras técnicas de
sintesis escalables que no necesitasen de un sistema tan complejo de
produccidn. Se optd entonces por métodos quimicos que ofrecen
sintesis mas sencillas y un mayor grado de eficiencia. Estas técnicas

pueden clasificarse en dos tipos: “top down”y “bottom-up”

2.7.1 Técnicas top-down

Técnicas “top-down” del inglés, que traducido al castellano significa
de arriba abajo, implica que la sintesis de clusteres comienza a partir
de particulas grandes, tales como micro/nanoparticulas e incluso
directamente a partir del material masivo. Dentro de este tipo de

técnicas, el método mas usado es el de efching (traducido como

37



troceado o corrosion) de nanoparticulas, donde los clusteres son
obtenidos mediante la accion corrosiva de ciertos agentes quimicos,
como pueden ser los tioles, capaces de eliminar atomos de la
superficie de la estructura de la nanoparticula (ruta 1) o directamente
provocar la ruptura de éstas en fragmentos de menor tamafo (ruta 2).
Un tipico ejemplo es usar dcido mercaptosuccinico® (Figura 2-22),
donde se puede controlar relativamente el tamano de los clusteres
obtenidos a partir del tamafio de la nanoparticula inicial y mediante
el control del pH en el proceso de etching, obteniéndose asi clusteres
de 8 atomos empleando un pH de 7-8 y de alrededor de 25 dtomos
usando un pH de 3.
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Figura 2-22. Esquema representativo de los dos tipos de ataques posibles en la formacion
de clusteres por etching de nanoparticulas protegidas con dcido mercaptosuccinico>!

Una de las consecuencias de este proceso, es que los cltsteres quedan
protegidos por una capa de ligandos tiolados, lo que puede
enmascarar sus propiedades, lo que condiciona enormemente el
método de sintesis. Asi mismo, con esta técnica es complicado
obtener clasteres de un numero muy reducido de atomos (= < 8
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atomos) ya que no suelen interaccionar con este tipo de agentes

COITOSiVOS>2°3,

2.7.2 Técnicas bottom-up

En las técnicas “bottom-up”, traducido como de abajo a arriba, los
clusteres se construyen desde los bloques mas elementales, es decir,
atomos o iones. Para ello se busca una reduccion de los cationes del
metal del que se quiere formar los clusteres, por diferentes métodos,

entre los que destacan:
2.7.2.1 Reduccién quimica por el método de Brust-Schiffrin

Esta sintesis consiste en la reduccion quimica del precursor metalico
del cluster que se quiera sintetizar. Para ello se suele utilizar una sal
metdlica y agentes reductores y ligandos protectores para conseguir
crecer y estabilizar los cltsteres. Estas reacciones pueden realizarse en
una o dos fases. En el caso de realizar la reaccion en dos fases, el
precursor metdlico se transfiere a la fase organica usando agentesde
transferencia como el bromuro de tetraoctilamonio o largas cadenas
de tioles. El tamafio y propiedades de los cltsteres obtenidos por este
método son consecuencia de optimizar y controlar factores tales como
el ratio molar metal-ligando, el tipo de agente reductor, la estructura

de los ligandos protectores, tiempo, temperatura, pH, etc.
2.7.2.2 Sintesis mediante plantillas (template synthesis)

Este método se basa en usar elementos que guien y limiten el
crecimiento y formacion de los clusteres, usando como modelo
diferentes elementos como polimeros®, proteinas?55-57,
dendrimeros®% o ADN®-¢, obteniéndose diferentes tipos cltsteres

dependiendo del proceso empleado.
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Introduccion

2.7.2.3 Sintesis por microemulsion

Consiste en el uso de nanogotas de un disolvente insoluble en otro
disolvente (por ejemplo, agua en aceite o, viceversa, aceite en agua).
Para lograr la estabilidad termodindmica de las gotas (que luego se
pueden utilizar como nanoreactores) se estabilizan con surfactantes o
copolimeros de bloque. Controlando la concentracion de reactivos en
las gotas y la velocidad de reduccion se es capaz de realizar la sintesis
de clasteres, cuyo crecimiento se ve restringido por el tamafio de la
gota. Mediante este método se han sintetizado, en el grupo de
investigacion al que pertenece la presente tesis doctoral, clusteres de
plata menores de 10 atomos* y clusteres de cobre menores de 13

atomos con propiedades fluorescentes®.
2.7.2.4 Sintesis mediante fotoreduccion

Este método se basa en reducir una sal metdlica por accion de la luz
ultravioleta en presencia de ligandos. La ventaja de esta técnica es
que no es necesario el empleo de agentes reductores, habiéndose
reportado sintesis de clusteres de plata entre 2 y 8 4tomos® y también
usando dendrimeros como ligandos®”. Asi mismo se han sintetizado
clusteres de oro, plata y cobre con microgeles polimericos®® y otros

ligandos como template®.
2.7.2.5 Sintesis electroquimica

La sintesis electroquimica es una modificacion del método de Reetz y
Helbig”, que fueron los primeros en utilizarla para la sintesis de
nanoparticulas. Desde entonces esta sintesis se ha optimizado para
producir nanoparticulas”, y pequenos cltsteres de Au, Agy Cu en el
intervalo entre los 2 y = 20 4tomos. La sintesis electroquimica tiene la

ventaja de que permite un gran control cinético teniendo un excelente
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control sobre los productos obtenidos. La sintesis consiste en una
celda electroquimica, a temperatura controlada y bajo atmosfera de
gas inerte (Nitrogeno, Argdn, etc.) donde se enfrentan cara a cara un
electrodo de una ldmina metdlica del mismo material del que se
desean obtener los clusteres (electrodo de trabajo) y wun
contraelectrodo donde tiene lugar la reduccion de los cationes. El
electrodo de trabajo funciona como anodo y el contraelectrodo de

catodo.

2.7.3 Sintesis de clusteres sin ligandos mediante control

cinético

En los métodos presentados en el apartado anterior, casi todos
coinciden en el empleo de diferentes agentes estabilizantes como
surfactantes, polimeros anfifilicos, ligandos organicos, etc., con la
finalidad de detener el crecimiento, estabilizando y evitando la
agregacion y evolucion hacia nanoparticulas, de mayores tamanos.
Sin embargo, el empleo de estos ligandos protectores puede interferir
en las propiedades de los clasteres al pasivar su superficie y/o
modificando su band gap. Por eso es necesario disponer de métodos
de sintesis de clusteres libres de ligandos, lo que se puede realizar

mediante el control cinético.

Segtn la teoria clasica de nucleacién y crecimiento (NGT) los nticleos
formados, menores a un radio denominado critico (r«it) y menor a
una energia libre critica (AGcrit) que es la energia libre necesaria para
formar esos ntcleos, deberian ser inestables y disolverse en
disolucion. Por encima de estos valores el crecimiento es favorable

dando lugar a NPs.
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Figura 2-23 Diagrama de energia libre para nucleacion homogénea y heterogénea,
explicando la existencia de un radio critico, en términos de competencia entre la energia
para la formacion de la nueva fase MM y la energia superficial (imagen tomada de la
referencia:’2).

Sin embargo, ya hemos comentado anteriormente que los clasteres
son especies muy estables debido a su confinamiento cudntico y con
propiedades fisicas que no pueden ser explicadas desde un punto de
vista de la termodindmica clasica. Una vez que los clusteres se forman
no pueden ser disueltos lo que contradice la base de la NGT, que no
tiene en cuenta ni su formaciéon ni su capacidad catalitica. La
presencia de los clusteres obliga, pues, a modificar la NGT,
entendiendo que es necesario modificar la variaciéon de la energia
libre de Gibbs en la sintesis de NPs, de forma que en vez de existir
una Unica energia de activacion en el paso de reactivos a productos
(Figura 2-23) la curva de energia potencial ha de presentar varios
pozos de estabilidad (Figura 2-24) correspondientes a los clsteres mas

estables que, para reacciones en fase gas, deberia coincidir con un
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numero magico de atomos (C1, C2,...).

AG

Products

Reaction coordinate

Figura 2-24 Representacion esquematica de la variacion de energia libre durante la sintesis
quimica de nanoparticulas asumiendo la formacién de clusteres de diferentes
estabilidades>?

El hecho que la sintesis transcurra a través de pozos de estabilidad,
sugiere que los cltsteres no desaparecen después de haberse formado
(como se menciond anteriormente), porque los clisteres no obedecen
la hipotesis que estable la NGT cldsica de formarse y disolverse
continuamente®. Recientemente Kudera y Manna” han combinado
los diagramas de energia (extraidos de las Figura 2-23 y Figura 2-24) en
un unico esquema (Figura 2-25) cualitativo de la evolucion de la
energia libre derivada de la nucleacién clasica y la teoria del
crecimiento en el que se incluye la existencia de cltsteres cataliticos

estables.
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Figura 2-25 (A: figura superior) Comparacion cualitativa de la evolucion de la energia libre
derivada de la teoria clasica NGT (AGner) Y la que incluye la existencia de clusteres estables
(AGciaster)- (B: figura inferior) Distribucion de tamaios, P(N), en el clasico proceso de
nucleacién, que evoluciona en el tiempo como una funcién continua del tamafo y
distribucion de tamafos en el proceso considerando la formacion de clusteres, que
favorece la presencia de un conjunto discreto de tamafios debido a su gran estabilidad
(imagen tomada de la referencia:’?).

El proceso de sintesis debe transcurrir a través de varios pozos de
estabilidad correspondientes a cltsteres de atomos mas estables junto
con otros pozos menos profundos correspondientes a otros clusteres
menos estables (Figura 2-25). De esta forma, mediante el control
cinético de la reaccion empleando condiciones suaves de sintesis
(como por ejemplo en las condiciones utilizadas en los métodos
electroquimicos) se puede detener la reaccidon en un punto

determinado y producir de esa forma los cltsteres estables
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intermedios precursores de las nanoparticulas. En principio, este
esquema podria ser aplicado para la preparacion de clasteres estables
de cualquier tamano, por debajo de la formacion del primer ntcleo
estable, el cual corresponderia ya a especies con estructura y

propiedades similares a las del metal masivo.
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Materiales, métodos y técnicas

3.1 Reactivos

, . Pureza
Nombre Férmula quimica %) Marca
(o]
Electrodo de cobre Cu 99,9% GoodFellow
Electrodo de plata Ag 99,99% GoodFellow
Electrodo de
) Pt 99,95% GoodFellow
platino
Alambre de
. Pt 99,95% GoodFellow
platino
Hidréxido de Sigma-
) NaOH 98% ]
sodio Aldrich
Hidroxido de Sigma-
. KOH 98% .
potasio Aldrich
Lo o Sigma-
Acido clorhidrico HCl 36.5% ]
Aldrich
Lo . Sigma-
Acido sulftirico H2SO4 97% ]
Aldrich
. L Sigma-
Acido perclérico HClOs 70% :
Aldrich
oo . Sigma-
Acido nitrico HNOs 69.5% ]
Aldrich
. Sigma-
Cloruro de sodio NaCl 99% ]
Aldrich
Fisher
Etanol EtOH 99.8% o
Scientific
. Sigma-
Nitrato de cobre Cu(NO:s)23H20 98% .
Aldrich
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Sigma-

Nitrato de plata AgNO:s 99.9% ]
Aldrich
Borohidruro de Sigma-
) NaBH4 98% .
sodio Aldrich
Hipofosfito de )
) Sigma-
sodio NaPO:H-H-0 99% .
] Aldrich
monohidratado
L Lo Sigma-
Acido ascérbico CsHsOs 99% ]
Aldrich
- . Sigma-
Acido citrico CsHsO, 99,5% ]
Aldrich
Nitrato de Sigma-
. . [N(C4H9)4]NO3 99% .
tetrabutilamonio Aldrich
Acido
etilendiaminotetra Ci10H16N20s 99.4% ACS reagent
acético
Bromuro de Sigma-
L . . ((C16H33)N(CHs)3Br) 99% .
cetiltrimetilamonio Aldrich
Ags (NGAP AQC
Ags Nanogap
Ag-1102-2)
Mica Moscovita KAI2(AlSisO10)(OH)2 | Grado V-1 | SPI Supplies
Carbono pirolitico
altamente C ZYA NT-MDT
ordenado (HOPG)
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3.2 Sintesis electroquimica
3.2.1 Procedimiento general

Los clusteres de cobre se obtienen usando un Autolab PGSTAT 20,
una celda Methrom de 3 electrodos termostatizada, un electrodo de
trabajo de cobre del 99,5% de pureza y con un drea de 2,5cm?, un
contraelectrodo de platino (de las mismas dimensiones y pureza) y
un electrodo de hidrégeno como electrodo de referencia. Los
electrodos se situan verticalmente a una distancia de 1 cm. El
electrolito de la sintesis es agua Mili-Q pura (conductividad =6,26
p€)/cm) para tener poca conductividad y lograr un mayor control
cinético, burbujeandose N2 gas durante 30min para desoxigenar la
disolucion y evitar la formacion de oxidos de cobre. La sintesis se
lleva a cabo a temperatura constante (12 o 50°C), a un potencial de 1V

durante 1000s (o 3000s) y con fuerte agitaciéon magnética.

Los electrodos de trabajo y contraelectrodo requieren una limpieza
previa para eliminar 6xidos y posibles impurezas. Para la limpieza
del electrodo de trabajo se lija con lija de grano 600 seguido de un
pulido con alimina (6xido de aluminio de 50nm), se limpia
abundantemente con agua Mili-Q y se sonica para eliminar el exceso
de altmina. El electrodo de platino se pule s6lo con alimina y se
realiza una limpieza electroquimica (voltametria ciclica) en una
disolucion al 50% de metanol 1M e hidréxido de sodio también 1IM. A
continuacion, se repite la voltametria ciclica en acido sulfarico (H2S50s

1M) y se comprueba que la voltametria sea la correcta.
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Figura 3-1 Voltametria ciclica de platino para comprobar su limpieza

En la voltametria de platino se observa la formacion del 6xido y
posterior reduccion del metal en el intervalo de potencial entre +0.3V
y +1.2V, y los picos de adsorcion/desorcion de hidrogeno a
potenciales bajos. Ademas, a corrientes positivas en el intervalo entre
+0.0 y +0.6V la relacion i/E es plana, indicando la ausencia de

contaminantes en la superficie del platino.

3.2.2 Eliminacion de iones

Para eliminar el exceso de iones Cu?* generados durante la sintesis se
empleo6 una disolucién de NaOH 1 M, basificando el medio hasta pH
12, y precipitando los iones en forma de hidroxidos de cobre. El
precipitado de cobre formado tras la adicion del NaOH fue filtrado a

vacio usando un kitasato de 1000 mL y una placa filtrante de 65 mm

52



Materiales, métodos y técnicas

de didmetro con filtros de marca MF-Millipore VCWP04700 (de
ésteres de celulosa, hidrdfilos) de 47 mm de didmetro y 0,1 um de
tamano de poro. Posteriormente la disolucion es neutralizada a pH 7

con acido perclérico 1M.

3.2.3 Concentracion de la muestra

Después de la etapa de purificacion todas las muestras fueron
concentradas a vacio usando un rotavapor BUCHI R-210 provisto de
una bomba de vacio Fisherbrand ILMVAC FB65454.

3.3 Técnicas de caracterizacion
3.3.1 Caracterizacion por espectroscopia ultravioleta-visible

(UV-VIS)

La caracterizacion por espectroscopia UV-Vis se basa en la interaccion
de la materia con las ondas electromagnéticas de la luz, aportando
tanto un analisis cualitativo como cuantitativo. La materia esta
constituida por atomos y moléculas, cuya energia es una combinacion

de energia de rotacion, vibracion y electronica.
Er = E._ + E;p + E,, (Para las especies moleculares)
Er = E,_ (Para las especies atomicas)

Las energias de vibracién y rotacion son especificas de las moléculas
ya que los atomos neutros y los iones monoatdémicos no pueden ni

vibrar ni rotar, por lo que solo presentaran energia electronica.

Segtin la mecanica cudntica, las energias estan cuantizadas por lo que

cada especie contiene un numero determinado de niveles energéticos,
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siendo el mas poblado el de menor energia. Cuando la radiacion

electromagnética (un fotén) interacciona con la materia, ésta se
absorbe,

causando la promocion de un electron del estado
fundamental a un estado excitado. La especie puede absorber un
foton, incrementando su energia siempre y cuando la energia del
foton sea equivalente a la diferencia de energia entre los estados
energéticos involucrados. De forma inversa, una molécula puede

emitir un fotén disminuyendo la energia, al pasar desde un estado
excitado al estado fundamental.

E
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.
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.|
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.
.
.l
.
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Figura 3-2 Proceso de absorcion molecular, donde E1 representa el estado electrénico
fundamental y E2 el primer estado excitado

Otro tipo de interaccion de la radiacion electromagnética con la
materia, pero que no involucra transiciones entre estados cuantizados
es la dispersion, que es una difusion multidireccional debido al
choque con particulas de tamafio menor o mayor que la longitud de
onda de la radiacion. Si el tamafio de la particula es mucho menor

que la longitud de onda de 1la

radiacion  dispersada
(aproximadamente d < A/10) se conoce como dispersion Rayleigh y si
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la particula es mayor (aproximadamente d > A/10) se conoce como la

dispersion Mie.

La absorciéon en la region UV-Visible estd relacionada con las

transiciones electrdnicas.

Cuando se hace pasar un haz de luz a través de una muestra, ésta
disminuye su intensidad en funcion del numero de especies
absorbentes, su capacidad de absorcion y el trayecto recorrido por el
haz en el medio. La Ley de Lambert-Beer establece que, con
condiciones experimentales fijas, tales como la longitud de onda de la
radiacién, el camino dptico, la temperatura, etc., la absorbancia de la

especie quimica varia directamente con la concentracion.

Io = Intensidad inicial del haz de luz

- I Il = Intensidad final del haz de luz

C = concentracion de la muestra

C, o, = absortividad molar de la especie
presente

‘_]: b = camino dptico en el medio
absorbente

A=log—=abC
Iy

La espectroscopia UV-Vis es extremadamente util en la
caracterizacion de nanoparticulas metalicas debido a la absorcion de
resonancia plasmonica de los electrones libres en la superficie de las

NPs. Por ejemplo, las nanoparticulas esféricas de Au, Ag y Cu de
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tamafios aproximados entre 2-5nm presentan bandas plasmoénicas a
520nm, 420nm y 570 nm respectivamente. Pero, al reducirse el
tamafio de la particula, esta resonancia plasmoénica desaparece por
debajo de los 2nm debido a la pérdida del cardcter metalico y al
confinamiento cudntico de los electrones, apareciendo en su lugar
bandas de absorcion mas definidas. Para cltsteres grandes con band
gaps similares a los semiconductores presentan un continuo aumento
de la absorcion con la energia al disminuir la longitud de onda de la
radiacion. Clasteres mas pequefios, con un band gap HOMO-LUMO
similar a &tomos o moléculas, presentan bandas discretas en la region
UV-VIS, con mayor band gap a menor tamano del cluster. Por todos
estos motivos la técnica UV-VIS es muy util ya que nos permite
distinguir de forma sencilla la presencia de clusteres, determinar de
forma aproximada si se trata de clusteres grandes o pequefios y
colegir ademas la presencia de NPs, tal como se muestra en las Figura
3-3y 3-4.

a b e

0.4 4

Absorbance (a.u.)
[N
Absorbance (a.u.)
o
S
Absorbance (a.u.)

: r : T . : - r T T
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700 200 300 400 500
Wavelength (nm) Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura 3-3 Espectros de absorcién UV-visible de (A) nanoparticulas de plata, (B) clusteres
de plata de tamaiio grande y (C) clusteres de plata de tamafio pequefio (ref:19).
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Figura 3-4 Espectros de absorcion UV-visible de nanoparticulas y clisteres de cobre (ref:74).

Los espectros UV-Visible se han realizado con un espectrofotometro
Thermo Evolution 300. Para la medicion de los espectros se utilizaron

cubetas de cuarzo modelo Hellma 111-QS con un paso 6ptico de 1cm.

3.3.2 Caracterizacion por espectroscopia de fluorescencia

La fluorescencia es un método espectroscopico de analisis donde las
moléculas de la muestra son irradiadas a una determinada longitud
de onda, excitandose y emitiendo radiacién a otra longitud de onda.
El espectro de emision provee informacion cualitativa y cuantitativa
y, ademas, en el caso concreto de los cltsteres nos permitird deducir
el naimero de atomos aproximado del clister. Como se muestra en el
siguiente diagrama, cuando la luz de una determinada longitud de
onda es absorbida por una molécula el estado electrénico de la
molécula cambia de un estado fundamental a otro excitado, pudiendo
acabar en diferentes estados vibracionales del estado excitado.
Generalmente el electrdn en el estado So es excitado al estado S1 'y, una
vez que estd en el estado excitado la relajacion del sistema puede
ocurrir de varias formas. La fluorescencia es uno de esos procesos y

tiene como resultado la emision de luz (Figura 3-5).
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Figura 3-5 Diagrama de Jablonski, presentando los diferentes niveles energéticos y las
posibles transiciones energéticas

Uno de los aspectos mds interesantes de esta técnica, es su
sensibilidad, con limites de deteccion mucho mayores que la
espectroscopia UV-VIS, lo que facilita mucho el poder trabajar con
muestras muy diluidas o de baja concentracion. Por otra parte, se ha
visto también que la luminiscencia de los cltsteres es una propiedad
que depende del tamafio de los mismos, por lo que, a partir de la
energia del maximo de emision observado en los experimentos de
fluorescencia y, tomando esta energia como una aproximacién de la
energia del band gap (Eg) y utilizando la ecuacion del modelo de
“Jellium” (Error! Reference source not found.) se puede determinar el
namero promedio de atomos de los clusteres que componen una

muestra y estimar asi la monodispersidad de la misma.
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Zhengh y colaboradores’™ comprobaron esta relacion para la emision
de fluorescencia en cltsteres pequenos de oro observando que la
energia de emision (Eg) decrece a medida que se incrementa el
numero de atomos del cltster. Esta relaciéon ha demostrado ser una
buena aproximacion para clusteres pequenios de menos de 20 atomos,

especialmente cuando se encuentran sin ligandos protectores.

Los estudios de fluorescencia (emision y excitacion) se realizaron en
un fluorimetro Varian Cary Eclipse (Ldmpara de Xenén 80Hz y 75W)
a las longitudes de onda requeridas en cada caso. Para la medicion de
los espectros se utilizaron cubetas de cuarzo modelo Hellma 111-QS

con un paso Optico de lem.

3.3.3 Caracterizacion por espectrometria de masas

La espectrometria de masas (mass spectrometry, MS) surge como
necesidad en el andlisis de biomoléculas al final de la década de los
anos 70, con la aparicion de diversas técnicas de ionizacién suave,
como la desorcion por plasma (PD) y la ionizaciéon por bombardeo
con atomos rapidos (FAB) (Roepstorff y Richter, 1992). Estas técnicas
permitian la ionizacién de moléculas termolabiles de gran tamario,
como los péptidos y las proteinas, sin producir la extensiva
degradacién caracteristica de las denominadas técnicas de ionizacién
dura, cuyo representante de referencia es el impacto electronico. En
especial el FAB (Barber et al.,, 1981), desarrollado a partir de las
técnicas de espectrometria de masas de iones secundarios (SIMS),
constituyo la herramienta basica para el analisis y secuenciacion de
péptidos durante mas de una década. Posteriormente, en el inicio de
los afios 90, otros dos métodos de ionizacion suave, el electrospray
(ESI) y la desorcion por laser asistida por matriz (MALDI), tomaron el
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relevo al FAB y se constituyeron en los pilares basicos de la

espectrometria de masas en la protedmica contemporanea.

La espectrometria de masas es un método microanalitico para
determinar el peso atdmico o molecular con la ventaja de que necesita
muy poca cantidad de muestra, y permite determinar la informacion

basica para determinar la estructura de las muestras.

La espectrometria de masas depende de las reacciones quimicas en
fase gas donde la muestra se consume durante la formacion (mas bien
fragmentacion) de especies idnicas y neutras, para su posterior
deteccion, identificacion y cuantificacion basada en la relacion
masa/carga de las especies presentes. La formacion de especies
ionicas se lleva a cabo con diferentes tipos de métodos de ionizacion

como, por ejemplo:

e Electro Ionizaciéon (EI): Una de las primeras técnicas de
ionizacion para espectrometria de masas’™, donde las
moléculas de la muestra son bombardeadas por un haz de
electrones formado al calentar un filamento metalico con un
voltaje negativo respecto al de la fuente. El haz de electrones
propulsa un ion desde la fase gas a la molécula produciendo
un ion radicalario. Esta técnica se considera ionizacion fuerte
y no es, por lo tanto, util para caracterizacion de pequefios
clisteres, ya que causa su fragmentacion en iones mas
pequenos.

e Bombardeo por atomos rapidos (FAB): Técnica muy popular
en los 80s (desarrollado por Barber y col.””78) y principios de
los 90s ya que fue la primera técnica que permitié la
ionizacidon de compuestos no volatiles. Funcionaba mediante

bombardeo de la muestra a vacio con un haz de atomos,
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generalmente argon o xendén (aunque se ha visto que con
atomos de cesio el proceso es mas efectivo), acelerados hasta
alcanzar energias de Kilovoltios. La muestra, suele mezclarse
con una matriz (generalmente un acido orgéanico) que acttia
como transmisor de la energia del haz, protegiendo a la
muestra de los efectos del bombardeo directo y que, ademas,
actiia como medio protico polar necesario para la ionizacion.
Desorcion por laser asistida por matriz (MALDI): En MALDI
la muestra se introduce mezclada con una matriz (al igual que
FAB, un &cido organico que absorbe radiacion UV) y se
deposita en una superficie donde se evaporara el disolvente.
A continuacién, un ladser UV volatiliza la muestra que
reacciona con iones en el plasma para formar moléculas
catidénicas. Es una técnica de ionizacidon suave (salvo que el
laser sea de muy alta energia) y funciona con compuestos
ionizados o compuestos que pueden ser protonados o
sodiados y es especialmente ttil para grandes moléculas como
proteinas o polimeros, ya que su primera aplicacion fue en los
70 para determinar microorganismos”.

Ionizacion por electrospray (ESI): La técnica ESI fue
desarrollada simultdneamente por los grupos de Fenn® y
Aleksandrov® durante los afios 80. Es una técnica de
ionizacion a presion atmosférica en la que, mediante la
aplicaciéon de un fuerte campo eléctrico, se produce la
nebulizacion de una disolucion del analito a su salida de un
tubo capilar. En este proceso los iones presentes en fase
liquida pueden ser desorbidos a la fase gaseosa de una forma
tan suave que se pueden conservar incluso complejos
moleculares derivados de interacciones no covalentes

existentes en la solucién. La ionizaciéon por ESI genera iones
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multicargados siendo la extension de la carga dependiente del
pH de la disolucion y del nimero de grupos basicos (o acidos)
de la molécula.

e Jonizacion quimica a presion atmosférica (APCI): el APCI es
un método que normalmente se realiza con una fuente similar
a ESI, pero en lugar de aplicar un voltaje al aerosol, el voltaje
se aplica a una aguja que crea una descarga corona a presiones
atmosféricas. Esta descarga «crea iones, en teoria,
principalmente HsO* o clusteres de agua. La muestra se
inyecta en la cdmara de descarga mediante un spray creado
por un flujo de liquido combinado con un gas calentado que
volatiliza la muestra. Los iones se forman por transferencia de
protones desde el H3O* o los cltsteres de agua a la muestra.
Estos iones se extraen luego en el mismo vacio de apertura
que se utiliza para electrospray. Otra variante de esta técnica
es la fotoionizacién a presion atmosférica (APPI), donde los
fotones de luz ultravioleta se utilizan para ionizar moléculas
de muestra. La técnica funciona bien con compuestos no
polares o de baja polaridad no ionizados eficientemente por

otras fuentes de ionizacion.

La precision en las medidas de masas es imprescindible para la
determinacion de la formula empirica molecular, especialmente para
pequenas moléculas y clusteres. Hasta ahora diferentes técnicas de
espectrometria de masas tales como LDI-TOF®?, MALDI-TOF# y ESI#,
se han venido usando para el estudio de los clasteres. En esta tesis
nos hemos centrado en la espectroscopia ESI-TOF por ser la que
mejores resultados ha dado en nuestro laboratorio a lo largo de los

ultimos afios.
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Los espectros de masas han sido realizados usando un equipo de
espectrometria de masas BRUKER MicroTOF operando en modo de
ionizacion negativa. Se emple6 control de temperatura y flujo de
nitrogeno seco (1 uL/144 min) en la fuente de ESI para ayudar en el
proceso de ionizacion. Todos los espectros se adquirieron en modo de
Reflectron del espectrémetro de masas TOF equipado con deteccion
acumulativa para obtener una maxima sensibilidad, 15000 (fwhm); se
observo una resolucion isotdpica en todo el intervalo de masas
detectado. Los espectros se registraron en modo de iones negativos y
se promediaron a partir de la realizacion de 300 medidas. Para un
analisis de exploracién de MS completo, los espectros se registraron

en el intervalo de 100m/z a 1000 m/z.

Los espectros de masas de la sintesis fotoquimica fueron realizados
con un equipo de espectrometria de masas WATERS ACQUITY QDa
Mass Detector, operando en modo de ionizacion negativa. También
se empled control de temperatura y flujo de nitréogeno seco en la

fuente de ESI para ayudar al proceso de ionizacion.

3.3.4 Caracterizacion por espectroscopias de rayos X

La espectroscopia fotoelectronica es una técnica analitica superficial
que puede aportar informacién sobre la estequiometria, el estado
quimico y la estructura electrénica de los elementos. La técnica se
basa en el efecto fotoeléctrico explicado por Einstein a principios de
1900, refiriéndose a la emision de electrones debido a la incidencia
sobre la superficie de un foton (Figura 3-6). La técnica fue desarrollada
por Siegbahn y colaboradores a mediados de los 60, y consiste en
analizar una superficie mediante irradiacion con fotones de rayos X.

Debido al breve camino libre medio del fotoelectron en los solidos,
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esta técnica solo permite dar informacion de la composicion desde la

superficie hasta aprox. 1-5nm de profundidad.

/]

Figura 3-6 Diagrama simplificado del efecto fotoeléctrico

En la espectroscopia de rayos X, las transiciones involucradas pueden
ser de absorcidn (XAS, espectroscopia de absorcion de Rayos X) o de
emision (XPS, espectroscopia fotoelectronica de rayos X). La principal
diferencia en ambas técnicas es que en XPS se excita un electron del
“core” al vacio, y en XAS se estudian transiciones desde el estado

fundamental al estado excitado (Figura 3-7).
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Estado
desocupado

Nivel Fermi

Estado ocupado

Nivel del Core

XPS

Figura 3-7 Diagrama simple que muestra las diferencias entre XPS y XAS

Aunque ambas técnicas se basan en la interaccion “absorcion foton”/
“emision electrén”, para XPS la energia del foton incidente esta fijada

para el elemento a analizar, y el resultado es un espectro donde se
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representa un barrido de la energia cinética de los electrones emitidos
frente al nimero de electrones con esa energia. Para el XAS, el
espectro es un barrido de la energia incidente de los fotones frente a
la suma de los electrones emitidos cuando la muestra se irradia con el

foton de una energia determinada (Figura 3-8).

XPS ‘Spgctrum | XAS Spectrlum

T T T T
Secondary electrons Photon Energy* N ¢
1/100) L o o
; 750 eV| | !\ [?ﬂﬁ]

Valence

Band [
\ Ll Y | , . | e )
0 200 400 600 800 250 350 450 550 650 750
Emitted Electron Energy Incident Photon Energy
Sumar todos los electrones .... Para obtener un espectro en XAS
emitidos....

Figura 3-8 Relacion entre XPS y XAS. La intensidad en XAS dada a un foton incidente es
equivalente a la energia integrada del espectro de XPS (Ref. 8°)

3.3.5 Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)

La caracterizacion por XPS se basa en el cdlculo de la energia de
enlace o energia de ionizacién para cierto nivel, permitiendo

identificar desde qué orbital el electrén es emitido (1S, 2S, 2P, etc.)

El fotoelectron emitido tiene una energia cinética (KE) dada por la

ecuacion:
KE = hv — BE — @gpec
Siendo BE = energia de enlace del electrén y ¢y, = funcion de trabajo

del material utilizado en el espectrofotometro.
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Cada atomo en la muestra tiene energias de enlace caracteristicas
para los electrones de las capas internas, conocidas como bordes de
absorcion. Para excitar esos electrones los fotones incidentes deben de
tener como minimo esa energia, y cuando se consigue se produce una
gran absorcion seguida de la liberacion de un fotoelectron con exceso
de energia cinética para relajar el atomo a su estado fundamental. La
posibilidad de discriminar los diferentes estados de oxidaciéon y
entornos quimicos a partir de las energias registradas es lo que hace
que el XPS sea una técnica muy importante en la caracterizacion de

materiales

3.3.6 Espectroscopia de adsorcion de rayos X (XAS)

La absorcion por espectroscopia de Rayos X se obtiene controlando la
energia del foton usando un monocromador cristalino, donde los
electrones del nucleo pueden ser excitados con energias en el
intervalo 0,1-100 keV. Los bordes de absorcion se nombran segun el
namero cudntico principal del electrén, siendo n=1, 2 y 3, que se

corresponden con los bordes K, L y M respectivamente.
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Figura 3-9 Diagrama de las transiciones de los bordes de absorcion en XAS. (Figura cortesia
de Wikipedia)

Por ejemplo, una transicion de un electron en el 1s ocurre en el borde

K, mientras que en los orbitales 2s o 2p ocurren en el borde L.

En un espectro de XAS, podemos distinguir 2 zonas (Figura 3-10):
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Extended X-ray
1s to continuum HH Absorbtion Fine Structure
(EXAFS)
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Figura 3-10 llustracion esquematica del borde de absorcion de Rayos-X. (Figura cortesia de
Wikipedia)

e la regidn de XANES o NEXAFS, del inglés X-Ray Absorption Near-
Edge Spectroscopy o Near-Edge X-ray Absorption Fine Structure,
que se extiende desde el borde de absorcién hasta 50eV por
encima debido a efectos de scattering.

e Region de EXAFS, del inglés Extended X-ray Absorption Fine

Structure, que se debe principalmente a scattering simple.

Para los trabajos realizados en esta tesis, utilizamos la técnica de
NEXAFS, puesto que nos permite conocer el estado de oxidacion y el
entorno quimico de los atomos, determinando la adsorcién de
moléculas sobre una superficie. Como punto negativo cabe decir que
la interpretacién de la estructura electronica es indirecta, haciendo
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dificil una interpretacién cuantitativa, por lo que se han utilizado los
resultados solamente desde un punto de vista cualitativo,
comparandose con los espectros de materiales de referencia como el
Cu20, el CuO o una lamina de Cu, tal como se indican en la Figura
3-11.
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Figura 3-11 Espectro NEXAFS del borde L, 5 de Cu (imagen modificada de la referencia: &°)
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3.3.7 Caracterizacion mediante microscopia de fuerzas

atomicas (AFM)

La microscopia de fuerzas atomicas es una técnica que permite la
caracterizacion de muestras desde el nivel microscopico (100um-
1um) hasta la escala atémica (0,1 nm). A pesar de no proporcionar
una imagen real de la muestra es una técnica muy util para analizar
su superficie, ya que al contario que las microscopias electrénicas, en
la técnica de AFM no se utiliza ningtin haz de electrones, y por tanto,
la superficie de la muestra no se ve afectada. Por otra parte, presenta
la ventaja de que no es necesario ningun tratamiento previo de la
muestra y permite realizar las medidas sin necesidad de emplear

vacio.

El microscopio de fuerzas atomicas (AFM) consiste en un alero o
cantiléver con una fina punta o tip al final que se usa para barrer la
superficie de la muestra. El cantiléver es usualmente de algun
derivado de silicio y la punta (Figura 6) se encuentra formando una

curvatura de radio del orden de nanometros.

Figura 6 Imagenes de la punta de Silicio del orden de micras, desde el frontal, lateral y
superior (Imagen cortesia de Park Systems)

La técnica se basa en la medida de las fuerzas de interaccion entre la

punta y la muestra. Cuando la punta se aproxima a la superficie de la
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muestra, las fuerzas existentes entre ellos crean una deformacion en el
cantiléver de acuerdo con la ley de Hook (Figura 7). Con los equipos
actuales de AFM, pueden medirse con precision fuerzas mecanicas de
contacto, fuerzas de Van der Waals, capilares, electrostaticas, de
enlace, magnéticas o de solvatacion entre otras. También es posible

medir otras magnitudes utilizando tipos especiales de sondas.

Figura 7 Ejemplo de deformacion en el Cantilever debido a la aproximacion de la punta a la
muestra (Imagen cortesia de Park Systems)

La deformacién del cantiléver, y por tanto la magnitud de la fuerza,

se mide usualmente utilizando un laser puntual que se refleja desde

la superficie del cantiléver a un detector con un conjunto de

fotodiodos. Otras variantes de deteccion son por interferometria

Optica o el de cantilevers piezoselectivos pero que son menos

sensibles.

La técnica de AFM tiene diferentes modos de operacion, de los cuales
los mas usuales son los modos de “contacto” y “no contacto”, M-
AFM, que da informacién de las fuerzas magnéticas e I-AFM, que da

informacidn sobre las caracteristicas electrostaticas de la muestra.

3.3.7.1 AFM de contacto

En este modo de aplicacion de la técnica AFM la punta mantiene un
contacto fisico suave con la muestra. La punta se une al final del
cantilever con una baja constante de resorte, menor que la constante

de resorte efectiva que mantienen los atomos de la muestra.
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Conforme la punta barre la superficie, la fuerza de contacto origina la
flexion del cantilever de modo que éste se adapta a la superficie

topografica de la muestra (Figura 8)

AFM Image

Figura 8 Esquema de la generacion de imagen en modo de contacto (Imagen cortesia de
Park Systems)

Como resultado, en el modo de AFM de contacto, la fuerza de van
der Waals se equilibra con cualquier otra fuerza que intente mantener
juntos a los atomos. Por tanto, cuando el cantilever empuja a la punta
contra la muestra, este se flexiona forzando a los dtomos de la punta y

la muestra a permanecer juntos.

Otras dos fuerzas han de considerarse también en la técnica de AFM

de contacto:

e la fuerza de capilaridad ejercida sobre una delgada lamina de agua
gue a menudo estd presente en el medio ambiente.

e lafuerza ejercida por el mismo cantilever.
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La fuerza total que ejerce la punta sobre la muestra es la suma de las
fuerzas de capilaridad y del cantilever, y debe equilibrar a la fuerza
repulsiva de van der Waals. La magnitud de la fuerza total que se

ejerce sobre la muestra varia entre 10N y 10— 10°N.

Se puede trabajar en modo de fuerza constante o0 modo de altura

constante (Figura 9).

Vertical tip position Vertical tip position

Cantilever deflection S .
Cantilever deflection

Constant-force mode Constant-height mode

Figura 9 Comparacion de (a) modo de altura constante y (b) modo de fuerza constante
(Imagen cortesia de NT-MDT)

Entre las ventajas y desventajas de la técnica AFM de contacto, se

encuentran:

e Ventajas: amplia gama de muestras a analizar; se pueden realizar
medidas de elasticidad; medidas in situ en una celda liquida o
electroquimica; resoluciones verticales y horizontales

e Desventajas: la punta estd en contacto con la superficie; esto
conlleva: problemas de destruccién de la punta o modificacién de la

superficie, arrastre de particulas, capas de agua absorbidas que
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generen fuerzas de capilaridad, cargas electroestaticas que influyen

en la punta, etc.

3.3.7.2 AFM de no-contacto (NC-AFM)

En esta técnica se excita el cantilever cerca de su frecuencia de
resonancia de modo que vibre cerca de la superficie de la muestra, a
una distancia comprendida entre 10 y 100 A. Esta vibracién responde
a la interaccion de la punta con los atomos de la muestra en relacion a
las fuerzas de Van der Waals segtin se aproxime o no a la superficie, y
midiendo la variacion de la vibracidon, se obtiene la imagen de la
superficie (Figura 10). La técnica NC-AFM se utiliza cuando no se
quiere deteriorar la superficie a medir. La fuerza que ejerce la punta
sobre la muestra es muy baja, 102N, y, al ser tan débil, hace

imposible usar el modo de fuerza constante.

=S\ /NN INA-
AFM Image

Figura 10 Esquema de la generacién de imagen en modo de contacto (Imagen cortesia de
Park Systems)

75



La sensibilidad de la técnica proviene de la frecuencia de resonancia
del cantilever. El cantilever vibra a frecuencias de 100 a 400 kHz y
amplitudes de 10 a 100 A y, a medida que se acerca la punta a la
superficie, se detectan cambios en la frecuencia de resonancia o en la

amplitud, con una resolucién vertical por debajo de los A.

e Ventajas: no existe modificacidn ni contaminacion de la superficie
de la muestra; se pueden medir diferentes gradientes de fuerza
(magnética, electrostatica, etc.).

e Desventajas: resoluciones altas requieren que la punta se sitie muy
cerca de la superficie, el barrido ha de ser muy lento para no perder
la interaccidn con la superficie; la oscilacidon de la punta se puede
ver frenada por la existencia de capas de agua/contaminacion; las

gotas de agua se confunden con la topografia de la muestra.

3.4 Experimentacion sobre estabilidad y efecto de
la temperatura sobre clusteres cuanticos
atomicos de Cus

3.4.1 Estudios en disolucion

Las muestras de cliisteres de Cus, fueron sintetizados en el laboratorio
siguiendo el método electroquimico descrito en la seccién 3.2. Las
muestras recibieron un tratamiento térmico en wun reactor
hidrotérmico 4744 de Parr Intrument Company, situado en un horno
de conveccion J.P. Selecta S.A. entre 25 y 200°C. Las muestras se
caracterizaron por espectroscopia UV-Vis con un espectrofotometro
Thermo Evolution 300 y espectroscopia de fluorescencia con un

Fluorimetro Varian Cary Eclipse utilizando una cubeta Hellma de
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cuarzo (111-QS, paso Optico de 1 cm), al inicio y al final de cada etapa

térmica.

3.4.2 Estudios en deposicion

Las muestras de Cus de diferentes concentraciones comprendidas
entre 564 y 564 mg/L se depositaron sobre sustratos de grafito
pirolitico, HOPG (de 7mm x 7mm x 0,4mm de grado ZYA de NT-
NMT), y mica (de 10mm x 10mm x 0,5mm, moscovita grado V-1 de
SPI Supplies). La caracterizacion por microscopia de fuerzas atdmicas
se llevod a cabo con un AFM XE-100 de Park Systems, en modo de no
contacto, con una punta de silicio tipo sonda ACTA, (n=330 kHz) y

una platina de control de temperatura (Park Systems)

3.4.3 Estudios en sincrotron

Los experimentos se realizaron en la linea Circe (BL 24) en el
Sincrotron ALBA, perteneciente a la red de Infraestructura Cientifico
y Técnica Singular (ICTS) espafiola situado en Barcelona. La linea
Circe estd especialmente disefiada para realizar experimentos de
espectroscopia de emision de fotones desde presion ambiente a ultra
alto vacio (UHV). El sistema est4 equipado con un analizador Phoibos
NAP150 XPS (SPECS) y un sistema de bombeo diferencial para
operar a una presion dada en la caAmara de analisis. El tamafio del haz
en la posicion de la muestra esta en torno a 20x20um?. Las muestras

fueron excitadas a 1350eV.

Las muestras estudiadas fueron muestras de Cus depositadas sobre
sustratos de HOPG (de 7mm x 7mm x 0,4mm de grado ZYA)
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3.4.4 Descripcion del sincrotréon y la linea de experimentacion

El Sincrotron ALBA es un Sincrotrén de 3? generacion, operativo

desde mayo de 2012 cuyas principales caracteristicas son:

Sincrotrén ALBA
Energia 3 GeV
LinAc (acelerador
100 MeV
Lineal)
Anillo
] 270 m
almacenamiento
Intensidad 100 mA
Lineas instaladas 8

Acelerador Lineal

Punto de Inyeccion del
anillo de aceleracion al de
almacenamiento

Produccion de Electrones

Aceleracion de Electrones

Paso a Anillo de
Almacenamiento

Paso a las Lineas de Luz

Figura 3-12 Diagrama esquematico del anillo del Sincrotrén ALBA (Imagen simplificada de
cells.es)
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La energia de 3 GeV se consigue mediante la combinacién de un
acelerador lineal y un propulsor de baja emitancia colocado en el
mismo tunel que el anillo de almacenamiento, cuyo perimetro es de

270 metros y consta de imanes para la curvatura del haz o para la

focalizacion y desfocalizacion del mismo, tal como puede verse en la
Figura 3-13.

Figura 3-13 Principales partes del anillo de almacenamiento. (a) Iman usado para curvar la
trayectoria del haz de electrones. (b) quadrupolo y (c) sextupolo para focalizar y
desfocalizar el haz de electrones®’.

El Sincrotréon ALBA consta de 8 Lineas de luz, que comprenden tanto
Rayos X blandos (mayor longitud de onda, préoximos a banda UV)
como Rayos X duros (menor longitud de onda, préximos a rayos
gamma). Los experimentos han sido llevados a cabo en la Linea
CIRCE, linea con polarizacion variable de Rayos X blandos,
dedicados a experimentos avanzados de fotoemision, cuyas

principales caracteristicas son:

Linea Circe

Energia Foton 100 - 2000eV

Polarizacion Variable
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Resolucion Energia ~ 8000
Flujo Fotones ~ 10" ph/s
Tamarfo del drea del haz ~20 x 100 m?
Fuente del Haz Ondulador Apple II
Analizador SPECS Phoibos 150 NAP
Temperatura De 100K a 1000K
Presion De UHV a 20mbar

La espectroscopia de fotoemision requiere ultra alto vacio (UHV, = 10-
10 mbar), pero la espectroscopia de fotoemision a presién ambiental
permite que, gracias al bombeo de una serie de volimenes separados
por pequefas aperturas, se deje pasar el haz de fotoelectrones con
muy poco gas, consiguiendo mantener una diferencia de presiéon
entre la muestra y el detector (un factor 10°), gracias al sistema de la
Figura 3-14.
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12 Etapa de Vacio
32 Etapa de Vacio

22 Etapa de Vacio

Apertura
2mm

Muestra

Vélvula

Figura 3-14 Sistema NAPP de Deteccion Phoibos 150 NAP de la Linea Circe, que permite
control de la presurizacion a niveles de casi alto vacio. (las secciones en diferentes azules
indican diferentes zonas de presidn) (imagen extraida de la referencia %8).

Para acabar con la descripcion de la linea CIRCE, las figuras
siguientes muestran componentes instrumentales de la linea, asi

como un esquema de la misma.

Figura 3-16 Imagen General de la Estacion

Figura 3-15 Sistema de Espejos que actua
NAPP (Imagen extraida de cells.es)

como monocromador del haz procedente del
sincrotrén. (Imagen extraida de cells.es)
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Detector
Phoibos 150
NAPP

Camara de
Medida de
la Muestra

Figura 3-17 Imagen Frontal de la Linea donde se puede observar parte de la coraza externa
del detector, asi como las camaras de introduccion de la muestra

Detector Phoibos
150 NAPP

Camara de
Preparacién
de Muestra

Figura 3-18 Imagen Frontal de la estacion NAPP con otra perspectiva del Detector y la
camara de preparacion de la muestra, donde se pretratan con temperatura y vacio antes
de realizar las medidas a modo de limpieza
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Vista Superior — Esquema estacion NAPP
P! q GR

e
—— f— ‘
RO M1 M2 M3b M: espejos
GR: monocromador de rejilla plana
XSb: rendija

Vista Lateral — Esquema estacion NAPP

o LP

X

Figura 3-19 Esquema de la linea Circe (vista superior y lateral) (imagen tomada de la
referencia )

3.5 Experimentacion con nanotubos peptidicos

Se realiz6 una colaboracion con el grupo del Prof. Juan Granja y el Dr.
Javier Montenegro del Centro de Investigaciones Quimicas Singulares
(CIQUS) de la Universidad de Santiago de Compostela, para estudiar
la interaccidn entre los cltsteres sintetizados en nuestro laboratorio y

los nanotubos peptidicos sintetizados en el CIQUS.

3.5.1 AFM de los clusteres Ags; autoensamblados sobre

nanotubos peptidicos

El pH de las soluciones madre purificadas de ciclopéptido CP-1 (200
uM o 100 pM) en agua Milli-Q se ajust6 a ~ 2,5 con acido
trifluoroacético, TFA (100 mM en agua Milli-Q). Los clusteres de Ags
dispersos en agua (1 mg/l) se adquirieron en Nanogap, Espafa
(NGAP AQC Ag-1102-W) y se usaron sin purificacién adicional. La
disolucioén inicial de Ags se diluyd con agua Milli-Q a 100 ug/L o 10
ug/L. El protocolo general para la deposicion sobre un sustrato de
mica fue el siguiente: las disoluciones madre se depositaron sobre

laminas de mica recién exfoliadas (SPI Supplies, moscovita grado V-
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1), se lavaron inmediatamente con cantidades abundantes de agua

Milli-Q y se secaron bajo un flujo de nitrégeno.

Protocolo a) Las disoluciones madre de CP-1 se depositaron, lavaron
y secaron. Sobre las micas cubiertas de nanotubos resultantes se
volvieron a depositar gota a gota clusteres de Ags se lavaron y

secaron.

Protocolo b) Las disoluciones madre de CP-1 y Ags se depositaron,

gota a gota, secuencialmente sobre mica, se lavaron y se secaron.

Protocolo (c) Las disoluciones madre de CP-1 y Ags se mezclaron y se
incubaron durante 5 minutos. La mezcla se depositd, se lavd y se

seco.

Las mediciones estandar de AFM se llevaron a cabo en condiciones
ambiente de temperatura y presion, usando un instrumento XE-100
(Park Systems Corporation) en modo no contacto. Se usd un

cantiléver de alta resonancia de Silicio (sonda ACTA, n=330 kHz).

3.5.2 Fluorescencia de la valoracion de los nanotubos con los

clasteres

Las disoluciones de los ciclopéptidos CP-1 a diferentes
concentraciones (1600, 800, 400 uM) se valoraron con volumenes
crecientes (0-2 ml) de agua Milli-Q o disoluciones madre acuosas de
Ags (300 nM). El pH de cada muestra estaba por debajo de 3. Las
mediciones de fluorescencia se llevaron a cabo en un sistema Jobin-
Yvon Fluoromax-3 (DataMax 2.20), acoplado a un controlador de
temperatura (Wavelength Electronics LFI-3751) y utilizando una
cubeta semi-micro Hellma (114F-QS, paso 6ptico de 1 cm). Las

valoraciones se llevaron a cabo a 25 °C y Aexcitacion = 340 nm.
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3.5.3 Calculos computacionales

Los calculos computacionales han sido realizados por la Dra. Rebeca
Garcia Fandino, perteneciente al grupo del prof. Juan Granja del
CIQUS. Las simulaciones de Dindmica Molecular (MD) se realizaron
con el programa GROMACS 4.6 Molecular Dynamics. El campo de
fuerza GAFF se empled para los nanotubos peptidicos
autoensamblados (self-assembled cyclic peptide nanotubes, SCPN) y
los atomos neutros se modelaron como particulas de Lennard-Jones
(L]). Los parametros L] para los clasteres metalicos se han utilizado
previamente para estudiar el crecimiento de Ag film* y la interaccion
entre clusteres Agiz y ADN monocatenario®. Para las simulaciones
MD iniciales, la concentracion de Ags se fijo en 200 mM para
favorecer la interaccion CP/Ags y las interacciones intermoleculares
claster/cliister en una escala de tiempo corto. Las simulaciones MD se
repitieron utilizando otro conjunto de parametros desarrollados por
Heinz”" que conducen a resultados muy similares. Todos los calculos
DFT realizados en este estudio se llevaron a cabo con el software

Gaussian 09.
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Sintesis y caracterizacion de clasteres

4.1 Introduccion

Este capitulo se centrara en la sintesis y caracterizacion de clusteres
pequenos de cobre, estables y monodispersos en agua sin ningtn tipo
de ligando o agente protector. Una sintesis de este tipo es necesaria
para el correcto estudio de las aplicaciones de los cltsteres, como
pueden ser las cataliticas o las bioldgicas. El tener muestras de
clusteres monodispersos es muy importante debido a la gran
dependencia de las propiedades con el tamafio de clusteres (como se
vio en la seccion 2.6). El tener los clasteres libres de ligandos o
surfactantes es importante debido a que la presencia de los mismos
podria modificar, apantallar o incluso anular las propiedades de los

cltiisteres.

Para ello la sintesis necesita de un gran control cinético y
conocimiento de los pardmetros implicados, por lo que el método
mas adecuado de sintesis, que nos permita ese control estd basado en
una modificacion del método electroquimico basado en el propuesto

por Reetz (explicado en la seccion 2.7.2.5).

El método electroquimico es una poderosa herramienta cuando todas
las variables son conocidas y estan controladas, de forma que
combinando cambios en las variables se puede obtener un tipo
especifico de cluster. La sintesis expuesta en este capitulo ha sido
desarrollada y optimizada mayoritariamente por la Dra. Shahane
Huseyinova,”? miembro del grupo de investigacion, durante su tesis
doctoral, por lo que no explicaremos la optimizacion completa de la
sintesis sino que describiremos una imagen general del proceso y los
parametros experimentales mds importantes a tener en cuenta. La
caracterizacion de los clusteres sintetizados se realizé mediante el

empleo de diversas técnicas de caracterizacion, como espectroscopias
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ultravioleta-visible y de fluorescencia, espectrometria de masas,
microscopia de fuerzas atomicas, etc., con la intencion de facilitar la
discusidn sobre la estabilidad o evolucidon de los clusteres expuestos

en capitulos posteriores.

Por su parte y considerando el trabajo que conlleva la sintesis
electroquimica y los rendimientos del proceso, se intentara aplicar los
conocimientos obtenidos a partir de la sintesis electroquimica, para
intentar desarrollar procesos de sintesis alternativos, basados en
sintesis quimica y/o fotoquimica, que nos permitan una mayor

facilidad de escalado y obtener mayores rendimientos.

4.2 Sintesis electroquimica de clusteres

Los cltsteres son sintetizados usando un método electroquimico, que
consiste en la reduccién de un cation metdlico -en nuestro caso
producido por oxidacion de una ldmina de cobre que se utiliza como
anodo- sobre la superficie de un contraelectrodo, generalmente de
platino, que se utiliza como catodo. El mecanismo de la sintesis

consta de 4 pasos: (Figura 4-1)
e Oxidacion del metal, Cu® = Cu?*
e Migracion de los cationes metalicos hacia el anodo
e Formacion de agregados de dtomos (addtomos) metdlicos
reducidos en la interfase del catodo.

e Agregacion de los addtomos y formacion del clister metalico.
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Anodo (Cu) Catodo (Pt)
‘ / 2) Migracion de los cationes metélicos hacia el ‘
4nodo :
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3) Formacién de agregados de atomos
(adatom) metalicos reducidos en la
interfase del catodo

Figura 4-1 Esquema del mecanismo de la sintesis electroquimica de clusteres

La sintesis electroquimica es ideal para la preparacion de cltsteres
pequenos monodispersos por el gran control que se tiene de todas las
variables del proceso, permitiendo ajustar la cinética del proceso para
obtener cliisteres de tamafios diferentes. A modo de resumen, las
variables mas importantes en la sintesis de cltsteres por el método

electroquimico son:

a) Disolvente empleado: normalmente es agua Milli-Q, que es un

disolvente ecoldgico, barato y ademds permite su uso directo en
numerosas aplicaciones importantes, tales como las cataliticas y las
biologicas. No se usa electrolito soporte, ya que se busca la menor
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conductividad posible para tener un mayor control cinético y obtener

muestras de mayor pureza.

b) Atmosfera de la sintesis: normalmente se utiliza atmdsfera inerte

(N2, Ar...), puesto que el oxigeno presente en disolucién puede hacer
precipitar 6xidos de cobre complicando la sintesis. Para comprobar
este aspecto se realizaron sintesis de clusteres de Cu, tanto en
atmosfera de aire como de N2. Se observo que en la sintesis en aire
aparece un precipitado marrén, que fue caracterizado como CuO
(ANEXO: Caracterizacion del CuO precipitado en la sintesis
electroquimica, pag 227), mientras que en la sintesis con N2la muestra
permanece transparente y pudiendo observarse la formacion de

cliusteres de Cus muy monodispersos.

c) Potencial aplicado o la intensidad de corriente: se pudo observar

que la densidad de corriente afecta directamente al tamafio del
claster, puesto que este parametro influye en el voltaje aplicado que
afecta directamente a la reaccion electroquimica. Por una parte, con
voltajes muy pequenos el cobre del electrodo de trabajo apenas se
electrodisuelve y, por ello, la cantidad de Cu que se electroreduce en
el contraelectrodo es extremadamente pequefia. Por otra parte, a
voltajes muy elevados la cinética es muy rapida, de forma que el
electrodo de trabajo se oxida muy deprisa y precipitan los dxidos de

cobre.

d) Tiempo de sintesis: aun controlando la cinética del proceso, el

tiempo de sintesis es clave, ya que interesa parar la reacciéon en el
momento adecuado, puesto que la sintesis produce iones y cltsteres
que, a su vez, presentan gran capacidad catalitica para la formacion

de nanoparticulas, por lo que la duraciéon optima de la sintesis se
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estableci6 en el intervalo 1000s-3000s, controlando el proceso

mediante el seguimiento del amperograma durante la reaccion.

e) Superficie de los electrodos de trabajo: se observo que la superficie
de los electrodos de trabajo es crucial a la hora de obtener cltsteres
monodispersos en ausencia de nanoparticulas. Por ser este aspecto
poco conocido, en esta tesis se presentard un estudio exhaustivo,
mediante técnicas de microscopia de fuerzas atomicas, de la

influencia de la superficie de los electrodos en la sintesis de clusteres.

0.0005 ~

— Sintesis Cobre\

0.0004 A

iIA

0.0003 A

T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000
tiempo/segundos

Figura 4-2 Cronoamperometria de sintesis de clusteres de Cu.

Un ejemplo de un cronoamperograma tipico de una sintesis de
clasteres de Cu se presenta en la Figura 4.2 que muestra el registro de
la corriente frente al tiempo. Se puede ver que las intensidades de
corriente aumentan con el tiempo, debido a la generacién de iones

Cu? que aumentan la conductividad eléctrica de la disolucion.
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4.3 Caracterizacion de clisteres

En esta seccion se explicard la caracterizacidon de clisteres de cobre
mediante espectroscopias UV-Vis y de fluorescencia, AFM,
espectrometria de masas, XPS y XAS (XANES y EXAFS)

4.3.1 Espectroscopia UV-Visy de fluorescencia

Un ejemplo de la caracterizacion por espectroscopia UV-Visible
puede verse en la Figura 4-3 para una sintesis tipica. En dicha figura
puede observarse la absorcion creciente al disminuir la longitud de
onda con varios hombros, caracteristica de los cluisteres de Cu. Es de
notar la similitud de esta absorcion con la observada en los
semiconductores, asi como también la ausencia de nanoparticulas u

Oxidos de cobre.

Banda de
Clusteres!!

Absorbancia (a.u.)
Absorbancia (a.u.)

N

- - T ) T
200 400 600 400 600
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura 4-3 Espectro UV-Vis mostrando bandas de absorcidn tipicas del comportamiento de
clusteres de Cu (izquierda) y una ampliacion del mismo espectro (derecha).

En la caracterizacién por espectroscopia de fluorescencia (Figura 4-4)
puede observarse el espectro de excitacion (en negro, para el maximo

de emisién a 305nm) con dos picos maximos situados a 230nm y
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270nm, asi como los correspondientes espectros de emision al excitar

la muestra a 230nm (en rojo) y a 277nm (en azul).

300 4
250 — f5emi305
— fHexc230
— fhexc277
. 200
=
=,
ko] 150 4
[0
o
»
|
] 100
L=
50
] ! . r\nm’l . ; ; ; . . . 0 Wosthrrel 80 1 e
200 250 300 350 400 450 500 550 600

Longitud de onda (nm)

Figura 4-4 Espectros de emision y excitacion de una muestra de clsteres de Cu.

A partir del valor obtenido para la emision de los clusteres (305nm =
4.06eV) y la ecuacién derivada del modelo del Jellium: E; = Ep/N/3,
utilizando el valor de 7eV para el nivel de Fermi (EF) del Cu, se puede

deducir el nimero de atomos del cliister de Cu, obteniéndose el
valor de 5,1 = 5 atomos, es decir, de los resultados de la emisién de los

clasteres se puede deducir la formacion de clusteres de Cus.
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4.3.2 Microscopia fuerzas atdmicas (AFM)

La microscopia de fuerzas atdmicas es una técnica muy util para la
caracterizacion de clusteres desnudos de pequenio tamafo. Aunque la
resolucion XY de dicha técnica a temperatura ambiente no es
suficiente para determinar el tamano de un cluster (ya que la anchura
de la punta es mayor que el cluster en si), si permite resolucion
atomica en el eje Z para poder determinar la presencia de clasteres
cuando los cltusteres son planos. Esto es especialmente relevante
cuando los clasteres no tienen surfactantes o ligandos (que aumentan
el tamano de los clusteres) y son suficientemente pequenos para ser
planos, pues como hemos visto en la seccion 2.5 los clasteres de Au
mantienen su planaridad hasta 13 atomos y los de Ag y Cu hasta 6-7
atomos. Los clusteres de Cus presentan una estructura geométrica
plana, por tanto, la altura de los cliisteres deberia estar por debajo del

nanometro. La
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Figura 4-5 obtenida por AFM permite observar la presencia de
entidades en torno a 500 pm, que confirma la presencia de cltsteres

planos (y por tanto, menores de 7 atomos), lo que concuerda con los
resultados obtenidos anteriormente mediante medidas de

fluorescencia.
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Figura 4-5 a) Imagen Topografica 2D, b) histograma con la frecuencia relativa y c) perfiles
de linea de una muestra de clusteres de Cu preparada por métodos electroquimicos

4.3.3 Espectrometria de masas

Si bien las espectroscopias de UV-Vis y de fluorescencia, asi como el
AFM, son técnicas muy buenas para observar de forma simple la
presencia de clasteres y determinar de forma aproximada su tamafio,
la forma mds adecuada para su caracterizacion es a través de medidas
de espectrometria de masas ESI-TOF. Dada la ionizacién suave por
ESI, esta técnica es ideal para utilizar con cltsteres subnanométricos,
ya que podemos descartar fragmentacion de los mismos, como
ocurre, por ejemplo, en MALDI®. Debido a su gran band gap los
clusteres son muy dificilmente ionizables, por lo que es necesario
mezclarlos con otras especies (como el metanol, cloruro amonico,
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acido férmico, acido acético, etc.) para que se formen aductos con

carga y de esa forma poder detectarlos.

Se realizaron medidas por espectrometria de masas ESI-TOF para
muestras purificadas de cltsteres, encontrandose la presencia de las
siguiente especies [Cus(OH)Nas(HCOO)s(H-0)(CHsOH) [,
[CusOCI(CHsOH)s]- y [Cus(OH)(HCOO)sNas(CHsOH)], con una
buena concordancia entre las distribuciones isotdpicas tedricas y

experimentales (Figura 4-6, Figura 4-7 y Figura 4-8)

Masas Teorico Masas Experimental

|
|

aE |

AT S & (I, SO (S e

586 588 590 592 594 m/z 586 588 590 592 594 m/z

Figura 4-6 Espectro de masas ESI-TOF de clusteres de Cu, sintetizados electroquimicamente
(derecha) y el espectro tedrico (izquierda) para la especie ajustada
[Cus(OH)Na3(HCOO)3(H20)(CH30H)]-
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Masas Teodrico Masas Experimental

S P "
465 467 470 m/z 465 467 470 m/2

Figura 4-7 Espectro de masas ESI-TOF de clusteres de Cu, sintetizados electroquimicamente
(derecha) y el espectro tedrico (izquierda) para la especie ajustada [CusOCI(CHsOH)3]-.
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Figura 4-8 Espectro de masas ESI-TOF de clusteres de Cu, sintetizados electroquimicamente
(derecha) y el espectro tedrico (izquierda) para la especie ajustada
[Cus(OH)(HCOO)4Nas(CH3OH)]-.

4.3.4 Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS)

Se realizaron también medidas de XPS, con el objeto de estudiar el
estado de oxidaciéon de los clusteres sintetizados. En la Figura 4-9 se
pueden distinguir los picos de atomos de Cu centrados en energias de
932 eV (Cu2pip) y 952eV (Cu2pspe), que se corresponden muy con los
valores referenciados® de Cu(0) o incluso Cu20. La falta de definicion

en los picos satélite en torno a 945eV permite confirmar la ausencia de
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Cu?. Sin embargo, estos picos satélites si se pudieron medir en los
cationes producidos como subproducto de la sintesis y que se

corresponden a Cu?".
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Figura 4-9 Espectros XPS de referencia de varias especies de Cu®? (izquierda) y Espectro
Experimental de una muestra de Cu5 depositada en HOPG

4.3.5 XANES y EXAFS

Con el objetivo de completar la caracterizacion de XPS, y poder
determinar si el Cu se encuentra en estado de oxidacion (0) o (1) (o
una mezcla) se realizaron medidas de XANES y EXAFS (seccion
3.3.6), en el sincrotréon LNLS de Campinas (Brasil) en colaboraciéon
con el grupo del Dr. Felix Requejo del Instituto de investigaciones
Fisicoquimicas Teoricas y Aplicadas (INIFTA) de La Plata
(Argentina).

La Figura 4-10a muestra un espectro de NEXAFS en el borde K del
Cu, de una muestra de Cus y otros compuestos de referencia. Aunque

la caracterizacion por XANES no sea exacta, el andlisis de la
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estructura electronica de los atomos de Cu indica, segun la energia
del borde absorcién y la forma del espectro, que el estado de
oxidacién medio de la muestra estd entre Cu® y Cu'*, de forma similar
a los resultados de XPS. Se puede ver, sin embargo, cémo el espectro
que presentan los clusteres carece de oscilaciones relacionadas con el
material masivo (a energias mayores), lo que corrobora su tamarno
atomico. Ademas, viendo la informacién estructural aportada por el
espectro de EXAFS (Figura 4-10b), donde se comparan las
oscilaciones de la muestra de Cus frente a una lamina de cobre (Cu?),
se puede deducir que la estructura electronica de los atomos de Cu en
ambas especies seria similar, teniendo en ambos casos Cu®. Por tanto,
los datos experimentales vienen a confirmar, en conjunto con las
técnicas reportadas previamente, que la muestra estd formada por
unos pocos atomos de cobre en estado de oxidaciéon 0. De hecho, un
ajuste de la sefial de EXAFS propone una estructura Cu-Cu con un
numero de coordinacion entre 2 y 3, que idealmente corresponde a un
claster de Cu con menos de 10 atomos independientemente de su

geometria®™.
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Figura 4-10 a) Espectro Normalizado de XANES para el borde K de Cu, para una muestra de
Cus y otros compuestos de cobre como referencia y b) Espectro Normalizado de EXAFS al
borde K de cobre, para una muestra de Cus (linea roja) y una lamina de cobre masivo (linea

negra)
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4.4 Estudio de la influencia de la superficie de los
electrodos de trabajo en la sintesis

electroquimica de clusteres.

Para estudiar la influencia de la superficie de los electrodos de trabajo
en la sintesis electroquimica de clusteres, se utilizo la técnica de
microscopia de fuerzas atomicas (AFM). En concreto se analiz6 la
influencia de diferentes métodos de limpieza de los electrodos
(pulido con alimina -a nivel microscopico-, lijado -a mnivel
macroscopico- o una combinaciéon de ambos) en el tamano y
dispersion de clasteres, asi como en la eficiencia de la transformacion

de iones a cltsteres.

Para ello se realizaron estudios mediante AFM de la superficie del
electrodo. Las figuras siguientes muestran perfiles de AFM de los
electrodos después de diferentes procedimientos de limpieza (lijado,
pulido y lijado méas pulido). Se observa en la Figura 4-11 que cuando
se utiliza solo papel de lija la superficie del electrodo presenta
escalones profundos de 100-200nm, mientras que con alimina (Figura
4-12) los escalones son menores (20-60nm). En ambos casos los
escalones son mayores que con el empleo del lijado y posterior
pulido, tal como se ve en la Figura 4-13, donde se observan escalones
de 10-30nm.
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nm 150323Topography006.

Figura 4-11 Imagen de AFM de un electrodo de Cu después del lijado (con lija de grano
1200) y perfiles de linea con la correspondiente topografia.

nm

Figura 4-12 Imagen de AFM de un electrodo de Cu después del pulido con aliumina (0.05um
de tamanio) y perfiles de linea con la correspondiente topografia.
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Figura 4-13 Imagen de AFM de un electrodo de Cu después del lijado (con lija de grano
1200) y posterior pulido con alimina (0.05um de tamaiio) y perfiles de linea con la
correspondiente topografia.

Concluidas las sintesis realizadas con los diferentes electrodos, se
realizé la correspondiente caracterizacion por espectroscopias UV-
Visible y de fluorescencia (Figura 4-14), asi como la cuantificacion del

cobre total y el cobre en forma de iones.

En espectroscopia UV-Visible se puede ver que la que presenta
mejores resultados de absorcion de la banda de clasteres es la de
lijado solo, mientras que la de sdlo pulido es la peor. La fluorescencia
confirma por su parte la monodispersidad del tamafio de los clasteres

en todos los casos.
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Figura 4-14 Espectro UV-Vis de absorcion (izg.) y espectro de fluorescencia (derecha)de
clisteres de Cu obtenidos con diferentes tratamientos de los electrodos.

Es cierto, que los resultados de UV y de fluorescencia, pese a mostrar
diferencias entre ellos, no parecen indicar cambios significativos, sin
embargo, es gracias a la cuantificacion de iones y de cobre total que se
observa en la Tabla 1, que la mejor relacion [Cu AQCs]/ [Cu iones] se
obtiene para el electrodo de cobre con sdlo lijado, mientras que el
peor resultado se obtiene para el electrodo lijado y pulido.

Tabla 1 Resumen de los resultados de concentracion total y de iones de cobre para el
estudio del efecto de los electrodos

Meétodo Limpieza [Cu] AQCs (mg/L) [Cu] iones (mg/L)
Solo Lijado 4.8+0.2 1.54+0.1
Sélo Pulido 2.4 +0.02 3.86 £ 0.1

Lijado y Pulido 1.96 £ 0.02 4.06 £ 0.01

En resumen, hay una clara correlacion entre el estado del electrodo
previo a la sintesis y las concentraciones de clusteres vs iones
obtenidos. Este hecho podria explicarse teniendo en cuenta los
perfiles obtenidos por AFM, ya que el area del electrodo cambia
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claramente con cada proceso de limpieza: Atjado > Apulido > Alijadotpulido.
Al aplicar el mismo potencial con diferentes areas de electrodo se
varia la cinética del proceso y, por tanto, se obtienen diferencias en la

produccion de clusteres.

4.5 Sintesis Quimica

La sintesis electroquimica es muy buena desde muchos puntos de
vista, como el control de las variables, la robustez, o la
reproducibilidad, sin embargo, tiene un claro problema y es su
escalado. La produccion de clusteres es muy baja, requiriendo
grandes esfuerzos de tiempo y recursos para obtener muestras
suficientemente concentradas para su posterior aplicacion. Por tanto,
se hace necesario el disefio de nuevos métodos de sintesis que

permitan un facil escalado.

La sintesis quimica se ha realizado a partir de una sal de plata (en
forma de sulfato o nitrato), reduciéndola con una cinética lenta
mediante el uso de reductores suaves (como hipofosfito, acido
ascorbico, glucosa, etc.) y, en algunos casos, usando ligandos para
estabilizar la formacién de clusteres mayores, tales como acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) y nitrato de tetrabutil amonio
(TBAN). Los experimentos iniciales consistieron en la modificacion
selectriva de parametros, tales como la concentracién inicial de sal de
plata, los equivalentes de reductores y ligandos, la temperatura y la
ausencia o presencia de luz. Debido a la cantidad elevada de
experimentos y cambios en los parametros de sintesis, solo se van a

exponer aqui los resultados mas relevantes de tal estudio.
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La idea de estos experimentos es aproximarse lo mds posible a los
espectros de UV y de fluorescencia de la Figura 4-15, que representan
los espectros de una muestra de AgAQCs electroquimica bien

caracterizada, libre de ligandos y de alta pureza.

= Emission (exc. 230nm)

—— Excitation (em. 305nm)
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Figura 4-15 Espectro de absorcion y espectros de excitacion y emision de una disolucién de
clusteres de Ag.

4.5.1 Experimental

Los primeros experimentos se realizardn a temperatura ambiente y en
ausencia de luz, utilizando entre 1 y 10 equivalentes de 4acido
ascorbico como reductor y 10 mg/L de Ag (en forma de nitrato de
plata). La sintesis se seguid en el tiempo mediante espectroscopia UV-

Vis y fluorescencia.
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Figura 4-16 Caracterizacion de una muestra de reaccién utilizando [Ag*] = 10mg/L, con una
relacion molar [Ag]/[ascérbico] = 1:1, mediante espectroscopia UV y de fluorescencia
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Figura 4-17 Caracterizacion de una muestra de reaccién utilizando [Ag*] = 10mg/L, con una
relacion molar [Ag]/[ascérbico] = 1:10, mediante espectroscopia UV y de fluorescencia

En ambos casos, tanto con una relaciéon molar [Ag]/[ascérbico] = 1:1
(Figura 4-16) como con 1:10 (Figura 4-17), se observa la presencia de
nanoparticulas de plata casi desde el comienzo del experimento,
como puede deducirse de las bandas de absorcion en el visible, lo que
indica que la reaccion con el acido ascdrbico (Figura 4-18) es muy

rapida y, por tanto, no apta para la sintesis de clusteres. Por su parte,
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en la zona de 200-230nm, donde podria observarse la presencia de

cltsteres
HO HO
(o]
(o]
o (e}
+24g — . + 2Ag’
OH OH
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HO HO
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Figura 4-18 Representacion esquemadtica del mecanismo de reduccion de iones Ag
mediante acido ascérbico

de plata, se encuentra la banda de absorcion del acido ascorbico, lo
que dificulta la observacién de la formacion de cltsteres. Asi mismo,
la pobre fluorescencia observada es indicativa de la existencia

mayoritaria de nanoparticulas.
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Dada la cinética rdpida del proceso, el siguiente paso consistid
consistira en la utilizaciéon de dos métodos para evitar el crecimiento

de los clusteres con la consiguiente produccion de nanoparticulas:

a) afadir algun tipo de complejante como CTAB o TBA que reducen
la velocidad de reduccion de la Ag, y estabilizan la formacion de
clasteres antes de llegar a nanoparticulas. Los resultados preliminares
parecen indicar la presencia de clusteres, ya que los espectros
ultravioletas indican un crecimiento en torno a 300nm (al contrario
que en el caso anterior, donde desciende debido al consumo de 4cido
ascorbico); sin embargo, seria necesaria una caracterizacion mads
completa de la muestra. Un estudio exhaustivo de esta técnica se esta
realizando actualmente en el grupo de investigacion al que pertenece

el presente trabajo.
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Figura 4-19 Sintesis quimica utilizando [Ag*] = 10mg/L, con una relacion molar
[Ag]/[ascdrbico] = 1:10 y [Ag]/[CTAB] o [TBA] = 1:2.

b) Alternativmente al uso de ligandos, se optd por un reductor mas
suave, como el hiposfosfito de sodio (NaPO:H:) y se observo, como
cabria esperar, que la cinética del proceso era mas lenta. En el
espectro ultravioleta-visible se observan ahora picos claros a 280nm,

asi como un incremento constante de la absorbancia al disminuir la
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longitud de onda, desde = 600-800nm, lo que podria ser indicativo de
la formacion de clusteres de diferentes tamafios, desde clusteres
medianos (causantes de este incremento de absorbancia) hasta
pequenos (causantes de las bandas discretas), como se explico

previamente en la seccion 3.3.1 .
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Figura 4-20 Espectro UV-vis de una muestra de plata [Ag*] = 10mg/L, con una relacién
molar [Ag]/[hipofosfito] = 1:10.

Este resultado observado para la sintesis con hipofosfito es
prometedor y, probablemente, se trata de la primera sintesis realizada
de clasteres pequenos y medianos, libres de ligandos, por métodos
quimicos. Creemos que la sencillez del método permitird, en un
futuro, la produccién y aplicacion de los clsteres a mayor escala que

la que proporciona actualmente la sintesis electroquimica.
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Se ha visto experimentalmente en el grupo de investigacion que el
material que ha estado previamente en contacto con clusteres, asi
como también los electrodos de sintesis, tras repetidos usos, catalizan
el proceso de crecimiento de iones a nanoparticulas. Esto es debido,
muy probablemente, a la formacion e insercion de los clusteres en el
vidrio o la adhesion en la superficie del electrodo, que posteriormente

actuard de catalizador en el proceso de crecimiento.

Por ello, se realizaron experimentos para ver cdémo afectaba la
presencia de clusteres en el material utilizado a la cinética de la
reaccion, asi como también si dicha presencia podria afectar a las
sucesivas sintesis. Por ese motivo se realiz¢ la sintesis quimica con un
reductor suave (hipofosfito de sodio, NaPO:H:) (Ecuacién 2),

anadiendo previamente clasteres al medio de reaccion.
NaH PO, + 4AgNO, + 2H,0 2> 4Ag + H,PO, + NaNO, + 3HNO,

Ecuacidon 2 Reaccion de reduccion del AgNO3 en presencia de hipofosfito de sodio

Para estabilizar los clasteres obtenidos e impedir su posterior

evolucion a nanoparticulas se ahadié un ligando protector (CTAB).

----- 4h Ag'/CTABNaPO H,
6h Ag"/CTABMNaPO H,
----- 23h Ag'/CTAB/NaPO_H,
—— 4h AQC/AQ'/CTAB/NaPO_H.,
6h AQC/Ag/CTAB/NaPO H,
——23h AQC/Ag'/CTAB/NaPOH,

i
=
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Figura 4-21. Espectro UV-Visible a diferentes tiempos durante la sintesis de NPs de Ag sin
clusteres (linea punteada) y con clusteres (linea sélida) Ag clusteres aiadidos al comienzo
de la reacciodn (izq). Representacion de la variacion de absorbancia a 390 nm con el tiempo
para la sintesis de NPs de Ag con (en rojo) y sin (negro) clusteres aiadidos.
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La Figura 4-21 muestra la evolucion de la sintesis con el tiempo, para
la muestra con clusteres (linea so6lida) y en ausencia de clusteres (linea
punteada). Puede observarse que la formacion de nanoparticulas es
mas rdpida en presencia de clusteres. En la representacion de la
evolucion de la absorbancia (a 390nm, correspondiente al maximo de la
banda plasménica) con el tiempo, puede observarse un periodo de
induccion para la muestra sin clusteres (linea roja) de aprox. cinco
minutos, que desaparece cuando éstos estan presentes. Por lo tanto,
se puede deducir que los clusteres de Ag producidos durante las
etapas iniciales de la reaccion actian como catalizadores para la

formacién de NPs.

Debe observarse que la presencia de un periodo de induccidn,
generalmente atribuido a procesos autocataliticos no bien definidos,
es muy comun en la bibliografia existente de la formacion de NPs* .
Aunque los resultados que se muestran aqui son solo para una
reaccion particular en condiciones experimentales concretas, sugieren
que los AQCs podrian estar involucrados en muchos procesos

similares, como se esperaria de sus altas actividades cataliticas.

4.6 Sintesis Fotoquimica

La sintesis fotoquimica se basa en la capacidad fotocatalitica de los
clasteres’*. De esta forma el claster puede actuar como un
fotocatalizador en presencia de un catién metdlico susceptible de
fotoreducirse y un dador de electrones, susceptible de oxidarse. La
sintesis fotoquimica consiste en la reducciéon de una sal metdlica
gracias a la presencia de un dador de electrones bajo la irradiacion
directa de una fuente de luz, en este caso una lampara ultravioleta de

254nm, sin la necesidad de emplear ligandos o estabilizantes debido a
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que puede alcanzarse un buen control cinético modificando
parametros como las concentraciones de los reactivos, y la potencia y

la distancia de la lJdampara.

Debido al alto nimero de experimentos por los diferentes parametros
a variar, sOlo se presentardn en este trabajo los resultados mas
relevantes. A diferencia de los resultados obtenidos en la sintesis
quimica, que no se disponia de espectrémetro de masas en el
laboratorio, en el momento de la realizacion de los experimentos
fotoquimicos, se contod en el laboratorio con un espectrometro de
masas ACQUITY QDa Mass Detector, que permitié analizar mejor las
muestras y determinar la presencia de clusteres, no so6lo a partir de
las medidas espectroscopicas, sino también a partir de la utilizacion

del espectrémetro de masas.
Experimental

Los experimentos que se van a resumir aqui son los realizados
variando la concentracién inicial de Ag (entre 0,1 g/L y 1 g/L), el
tiempo de irradiacién (entre 30 y 300 min), la concentraciéon del dador
de electrones (se utilizard en todos los casos 2-propanol (IPA) entre

0% y 20%) y la sal de Ag utilizada (nitrato o acetato).
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Figura 4-22 Espectro UV-Vis de una concentracion de 1g/L vs tiempo (izquierda) y
ampliacion de la zona de bajas absorbancias (derecha)
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Figura 4-23 Espectro UV-Vis del efecto de la concentracidon en la sintesis fotoquimica

(izquierda) y ampliacion de la zona de bajas absorbancias (derecha)

Considerando la variacion de concentracion inicial, para las muestras
de 1g/L (Figura 4-22), se observa que la cinética es demasiado rapida,
observandose la formacion de nanoparticulas de plata a partir de la
media hora del inicio de la reacciéon (aparicion de la banda
plasmonica centrada alrededor de 400-420nm), mientras que puede

verse que para concentraciones entre 0,1 y 0,5 g/L (Figura 4-23), la
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cantidad de clusteres aumenta con el tiempo, sin aparecer, en

principio, la banda plasmonica correspondiente a las nanoparticulas.

En cuanto a la cantidad de IPA a usar, pese a que se usa en exceso, se
realizaron diferentes pruebas y se observa cdémo (Figura 4-24) a
concentraciones inferiores al 10% de IPA, la cinética de la reaccién es
demasiado lenta y no se produce una cantidad significativa de
clusteres, mientras que a concentraciones mayores la cinética es muy

rapida, produciéndose turbidez y formacion de NPs de plata.
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Figura 4-24 Espectro UV-Vis con el efecto de la cantidad de IPA en la sintesis fotoquimica

(izquierda) y ampliacién de la zona de bajas absorbancias (derecha)

Tras estos experimentos iniciales se opt6 por fijar unas condiciones
Optimas para las muestras de plata, donde se prepara una disolucién
de nitrato de plata, a una concentracion de 0,350g/L (3,24mM), en 1,5L
de agua Milli-Q con un 10% de IPA. La disolucién se irradia 1h con
una ldmpara UV de 254nm. Posteriormente la muestra se concentra
300 veces, hasta un volumen final de 5mL. Se mide la cantidad de

iones y se precipitan con 1,5 equivalentes de NaCl, con posterior
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tiltrado de la muestra, con un filtro de membrana Millipore PVDF de

0.1um de tamario de poro.

A continuacidn, las muestras se caracterizaron por espectroscopia

UV-Vis y espectrometria de masas.

Para los espectros UV-visible se observa un pico a 300nm que
corresponde a los nitratos, y un hombro a 350nm que decae hasta
400nm, que se puede asociar a la presencia de clusteres de plata.
Puede verse en la Figura 4-25 el espectro UV de la sintesis
fotoquimica (izquierda), y una ampliacion del espectro entre 300 y
600nm (derecha) en el que se puede observar la ausencia de AgNDPs,
cuya banda plasmonica deberia observarse a = 420nm, por lo que se
deduce que la banda entre 350 y 400nm deberia corresponder con la

presencia de cltsteres de 4, 5 y 6 atomos, segun el modelo de Jellium.
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Figura 4-25 Espectro UV de la sintesis de plata por fotoquimica (izquierda), y un aumento
entre 300 y 600nm para observar bien la no presencia de nanoparticulas (derecha).

En cuanto a la caracterizacién por espectrometria de masas con ESI,

puede observarse la presencia de una mezcla de clasteres de plata,
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que pueden ser identificados gracias a la caracteristica distribucion

isotopica de los mismos y a su relacion de intensidades.

A continuacion, se presentan los espectros de masas de una muestra
obtenida fotoquimicamente (Figura 4-26, Figura 4-27 y Figura 4-28) y las
identificaciones de las especies de clusteres presentes (véase también

el anexo 8.2).
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Figura 4-26 Espectro de masas en el intervalo de bajas m/z = 200 - 750
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Figura 4-27 Espectro de masas en el intervalo m/z = 760 - 1010

121



A0 IPA conc 11 B 750-1250 2247 (2 508) Cm (580:2466) scan ES-

100+ 166,49 76783
108158 T166.25
1082 55 1165 52) 1167.54
1080 53
164.47]
. 106267 a4 116843
| 108352
114843 116027
06464 o e
106367 1287
1083.43.
16347, 1270
1
% onas  1PR40(aseas [
157 34 04z [
1123 87
106157 111556
gt
o

1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250

Figura 4-28 Espectro de masas en el intervalo m/z = 1010 - 1250
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Figura 4-29 Espectro de masas (ESI en negativo) de cliusteres de Ag,, sintetizados
fotoquimicamente: experimental (izq) y teérico (der)
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Figura 4-30 Espectro de masas (ESI en negativo) de clisteres de Ag,, sintetizados
fotoquimicamente: experimental (izq) y tedrico (der)
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Figura 4-31 Espectro de masas (ESI en negativo) de clisteres de Agy, sintetizados
fotoquimicamente: experimental (izq) y tedrico (der)

Queda patente por tanto que, a partir de la sal metdlica en presencia
de un dador de electrones, el método de sintesis fotoquimica es capaz

de producir cltsteres metalicos Agn de diferentes tamarios (2<n<9).

Se decidio extrapolar lo obtenido en las muestras de plata a muestras
de cobre. Para ello se prepard una disolucion de nitrato de cobre(Il),
con una concentracion de 0,120g/L de cobre (1,88mM), en 1,5L de
agua Milli-Q a la que se anadié un 10% de IPA. La disolucién se
irradié 3h con una lampara UV de 254nm. Se midio la cantidad de
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iones presentes y se precipitaron los iones basificando la muestra a
pH = 13. Posteriormente, la muestra se concentr6 300 veces hasta un
volumen final de 5mL. A continuacién la muestra se acidificdé hasta

pH neutro con perclorato de cobre(Il), se filtr6 y se caracterizo.

Describiremos ahora la caracterizacion de la muestra obtenida
fotoquimicamente mediante espectroscopia UV-Vis y espectrometria

de masas.

—— Cu fotoquimica concentrade

[—— Cu fotoquimica concentrado |

Absorbancia (a.u.)
Absorbancia (a.u.)

200 460 660 860 46“ 660
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 4-32 Espectro UV-Vis de la sintesis fotoquimica de Cu (izquierda) y ampliacion del
espectro en el intervalo 300-600nm.

En el espectro UV-Visible se observa la presencia de un pico a 300nm,
que corresponde a los nitratos del medio y un hombro a 360nm que
decae hasta ~ 450nm, que se puede asociar a la presencia de clasteres
de Cu.

Por espectrometria de masas se observan distribuciones isotdpicas
caracteristicas del Cu, asociados a varios tamanos de cltsteres (ver

Figura 4-33 hasta Figura 4-39 y anexo 8.2).

124



Sintesis y caracterizacion de cltsteres

ICu IPA DG cfaf A 200-750 2219 (2 477) Cm (509.2447)
34483

Scan ES-
1004

757ed

7
- 45675

464 80

307.83

46679
)

42788

568 76
590 72

,]I 87 586.72/

268 88 ;09 87 38087 7
L o U9t ‘[aam X 53276 636,77 fJ,L 10864 || 71458
by I L i L L " ol " ) " -
280 300 320 340 380 380 400 420 440 480 520 540 560 580 800

Figura 4-33 Espectro de masas de la muestra de Cu (m/z = 200-750)
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Figura 4-34 Espectro de masas (ESI en negativo) de cliusteres de Cu, sintetizados
fotoquimicamente: experimental (izq) y tedrico (der)
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Figura 4-35 Espectro de masas (ESI en negativo) de clisteres de Cu; sintetizados
fotoquimicamente: experimental (izq) y teérico (der)
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Figura 4-36 Espectro de masas (ESI en negativo) de clisteres de Cus sintetizados
fotoquimicamente: experimental (izq) y tedrico (der)
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Figura 4-37 Espectro de masas (ESI en negativo) de clusteres de Cus sintetizados
fotoquimicamente: experimental (izq) y tedrico (der)

En el intervalo de masas altas (es decir, a elevados valores de m/z) los
espectros no presentan buena resoluciéon para determinar con
seguridad el tamafo exacto del claster, puesto que la relacion senal/

ruido no es buena y hay solapamiento de sefiales.
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Figura 4-38 Espectro de masas de la muestra de Cu (m/z = 750-900)
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Figura 4-39 Espectro de masas de la muestra de Cu (m/z = 900-1250)

Se puede concluir, pues, que con este método se pueden sintetizar
clusteres de Cun (2<N<5) -y probablemente mayores-, cuya
caracterizacion ha de ser llevada a cabo en equipos de masas de
mayor sensibilidad, pero por el momento sienta las bases para una
mayor investigacion en sintesis de clusteres por métodos diferentes al

electroquimico y con mayor posibilidad de escalado.

4.7 Conclusiones

Se han sintetizado cltsteres desnudos utilizando el control cinético

por tres métodos diferentes: electroquimico, quimico y fotoquimico.

La sintesis electroquimica, hasta la fecha se presenta como el mejor
método de sintesis, por su gran control cinético y su buena
monodispersidad en tamano de cluster, pero plantea el problema de
la pequena concentracién obtenida por sintesis, asi como la

laboriosidad de la perfecta limpieza y tratamiento de los electrodos.

La sintesis quimica ha resultado ser capaz de ofrecer resultados

prometedores, especialmente cuando el control cinético es muy
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preciso, como en el caso de utilizar ligandos, o en el caso de utilizar
reductores muy débiles como el hipofosfito. Estos resultados ponen
las premisas para el estudio y posibilidad de realizar una sintesis de
clusteres pequefos sin ligandos, lo que supondria una mejora frente a
la sintesis electroquimica con vistas al escalado y aplicaciones a nivel

industrial.

Los clusteres sirven como catalizadores para la formacion de otros
clusteres y nanoparticulas, como se ve tanto en la sintesis quimica
como en la fotoquimica, y ademds se introducen nuevas
consideraciones en las teorias de nucleaciéon y crecimiento poniendo
de manifiesto la presencia de cltsteres como entidades estables y con

capacidades cataliticas en sintesis.

Se ha observado que la sintesis fotoquimica es adecuada para la
sintesis de cltusteres de Cuy Ag, permitiendo un buen control cinético
y produciendo muestras con diferente distribucion de tamafios. Hasta
el momento el mayor problema radica en que, pese a disminuir el
namero de especies presentes en el medio de reaccion frente al
método quimico, la purificaciéon o separacion de las muestras sigue
siendo compleja, pero se abren nuevos caminos para la obtencion de

diferentes tamafios de clasteres.

De todas formas, como las sintesis quimica y fotoquimica, a pesar de
sus innegables ventajas, plantean todavia problemas para su
optimizacién, en esta tesis se ha optado por el empleo del método
electroquimico, debido a la mayor pureza y monodispersidades en
los clusteres obtenidos, lo cual facilitard la comprension de los

resultados experimentales de los siguientes capitulos.
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Estabilidad y efecto de la temperatura sobre clisteres cuanticos
atomicos de Cus

5.1 Introduccion

Como se ha comentado en los capitulos anteriores, los clusteres
subnanomeétricos representa un material novedoso y prometedor con
un sinfin de posibilidades, cuyas aplicaciones van desde la catalisis,
las celdas fotoquimicas, la produccion de hidrdégeno, etc., y muchas
de estas aplicaciones son dependientes de la temperatura. Los
catalizadores clasicos suelen tener un punto de temperatura 6ptima a
la que la catalisis se produce mas eficientemente. Las celdas solares,
por muy sorprendente que pueda sonar®, trabajan peor cuanto mayor
temperatura alcanza el panel solar. Por tanto, es necesario conocer,
tanto para aplicaciones posteriores y como investigacion basica, la
temperatura de fusion de los clusteres y en qué condiciones siguen

siendo estables.

Ya hemos comentado que las propiedades de los clusteres difieren de
las nanoparticulas y del material masivo, por lo que vamos a intentar
explicar desde un punto de vista tedrico como deberian de
comportarse los clusteres frente a la temperatura, para
posteriormente, mediante hechos experimentales, desentrafiar el

comportamiento real de las particulas subnanométricas.

5.2 Efecto de la temperatura en las propiedades de

nanoparticulas de plata

Relaciones empiricas han permitido establecer una relacion entre la
energia de cohesidn, la tension superficial y el punto de temperatura
de diferentes materiales solidos. Y estda muy bien establecida, tanto
experimentalmente como tedricamente, la dependencia de la

temperatura de fusién (T¢) de nanoparticulas dependiendo del
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tamano de particula®. Para nanoparticulas depositadas sobre un
sustrato con una determinada superficie libre, la temperatura de
fusion, por lo general, decrece con la disminucién del tamano de
particula. Se han encontrado sin embargo, bastantes excepciones a
esta regla observandose un aumento o disminucion de la

temperatura de fusion dependiendo del tipo de matriz soporte!®101,

Uno de los modelos desarrollados para obtener la relacion de la
temperatura de fusion con el tamano es el conocido como modelo de
la gota liquida® que, ademas, se puede extender su aplicacién a otros
fenémenos, como por ejemplo para determinar como afecta el
sustrato en el crecimiento de las nanoparticulas depositadas. Uno de
los éxitos del modelo de gota liquida es la explicacion intuitiva del
fendmeno de fision de algunos ntcleos. Las nanoparticulas son
sistemas finitos y sus propiedades estdn dominadas por la superficie,
representada tanto por el drea superficial como por la cantidad de
atomos en superficie. Desde este punto de vista la temperatura de
fusion puede entenderse relaciondndola con la energia de cohesion.
De acuerdo a este modelo'®'® ]a energia de cohesién (Eb) de una
nanoparticula de N atomos es igual a la energia del volumen (a.N)

menos la energia superficial (47r=2N23y) —Ecuacién 3-

— — -1/3
Apg =y ——1 = A, — asN /r

Ecuacidn 3. Energia de cohesion del atomo en funcién del radio, el volumen y el coeficiente
de energia superficial

Donde avrepresenta la energia de cohesion de la materia, ra es el radio
de un atomo deducido del volumen atémico (vo= 4mr%/3) y y es el
coeficiente de energia superficial del material. El tltimo término de la

ecuacion 3 surge de la presencia de atomos en una superficie. Por
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tanto, la energia de cohesion por atomo vendra dada por la siguiente

ecuacion:

Ev/N=av,d
Ecuacion 4. Energia de cohesion por atomo

El nimero de atomos en una nanoparticula esférica de didmetro “d”

es:

d3
N=—
3
(213)
Ecuacion 4. Numero de atomos de una particula esférica de diametro d

Siendo, por tanto, la expresion para la energia de cohesion por dtomo:

6voy
d

Aya = Ay —
Ecuacidn 5. Energia de cohesion por atomo en funcién del tamaiio

Ecuacion que implica que la energia de cohesion por dtomo decrece
con el tamafo de particula y el ratio de decrecimiento depende del
valor del volumen atémico (v0) y del coeficiente de energia superficial

»)-

Relacion empirica entre la energia de cohesion y la temperatura de

fusion:

Se ha demostrado que existe una relacion empirica entre la energia de

cohesion y la energia superficial:
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as; = 0.82a,
Ecuacidn 6 relacion entre energia de cohesion y energia superficial

Esta ecuacion se ha obtenido experimentalmente para clusteres de Li,
Na y K. Se ha obtenido asimismo una expresion para relacionar la
temperatura de fusion (Ty) de la materia condensada con la energia de
cohesion, basado en el criterio de Lindemann de la fusién (que tienen
en cuenta que la vibracion de los dtomos depende de la temperatura y

esto provoca la fusidn de la estructura):

2
na
Tm:i
3kgZ

Ecuacién 7. Temperatura de fusion segun el criterio de Lindemann

Donde n es el exponente de repulsion de la interaccion entre los
atomos constituyentes, Z la valencia de los atomos, f el ratio del
desplazamiento atémico a la Tt respecto de la separacion interatomica
en el equilibrio, y ks la constante de Boltzmann. La Ecuacién 7 indica
la relacion entre la energia de cohesion de la materia condensada y la
temperatura de fusion. La variacion de la temperatura de fusion de
las nanoparticulas con el tamafio puede obtenerse combinando la
Ecuacién 5y la Ecuacién 7. Pero hay que tener en cuenta que la relacion
obtenida seria adecuada solo para una transicion liquido-gas. Si se
quiere obtener una relacion mas acorde con el estado sélido de las
nanoparticulas, deberia utilizarse la energia de cohesion. Eso es lo

que abordaremos en el siguiente apartado.
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Relacion empirica entre tension superficial y temperatura de

fusion:

Existe una relacion entre la energia de cohesiéon y energia
superficial'®, que relaciona la energia de cohesion en funciéon de la
temperatura de fusion (Tr) de las nanoparticulas y la temperatura de
fusion del material masivo (Tt)

6oy Ty 6oy 14 B
Tf = be - 5>—-—=1—-—

S - =1- =1-= (4
0.0005736d Ty, 0.0005736d \ Ty, a®W

Ecuacion 8 Relacion entre la Temperatura de fusidon nanoparticulas con la Temperatura de
fusion del material masivo

Expresiones similares han sido desarrolladas desde un punto de vista
termodindmico’®'% y a partir de diferentes modelos tedricos. Se
conocen los valores para vo, ¥, T, y el valor de (3, para diferentes

elementos (presentados en la Tabla 2 del Anexo 8.3)'”

Para particulas de geometria esférica con un didmetro d, se puede

obtener por tanto la siguiente relacion®:

Ecuacidon 9 Temperatura de fusion de las NPs de diametro d en funcion de la temperatura
de fusion del material masivo

Gréficamente puede verse la tendencia tal como se muestra en la

siguiente figura
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Figura 5-1 Variacion de la temperatura de fusion de la plata con el tamaino de particula

En esta grafica se puede observar como la temperatura decrece segiin
disminuye el tamano de particulas, por lo que es de esperar que, para
nanoparticulas pequefas, en torno a 1-1,5 nm, la temperatura de
fusion sea mucho menor que la del material masivo, proxima a
temperatura ambiente, con lo que indicaria que los cltsteres no son
estables a temperatura ambiente, en contra de la existencia estable de
los cltiisteres en disolucion. Ademas, como uno de los factores es la
energia de cohesion, se haran pruebas en diferentes superficies para

observar su influencia.
5.3 Experimentos en disolucion

Los cltsteres usados en este experimento son clusteres de Cus
sintetizados por el método electroquimico, expuesto en el capitulo

anterior.
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El estudio de la estabilidad térmica se va a llevar a cabo de varias
formas, primeramente en disolucién, introduciendo una muestra de
Cus, perfectamente caracterizada, en un reactor hidrotérmico de acero
y una vasija de teflon (Véase Figura 5-2), que nos va a permitir calentar
una muestra acuosa de cltsteres hasta los 200°C y con efecto adicional
de la presion autdgena que se crea en el sistema, permitiendo seguir
el estudio de la muestra con la temperatura mas alld del limite para

muestras acuosas de cltsteres a presion atmosférica (= 100°C).

Alta Presion

£ J—»—»

Teflon Reactor
Hidrotermal

einjesadwsa) eyy

Figura 5-2 Esquema del proceso usando un reactor hidrotermal para calentar la muestra

Como vimos en el capitulo anterior, inicialmente la muestra a
temperatura ambiente presenta los siguientes espectros de
ultravioleta-visible y de fluorescencia y seguiremos su evolucién con

estas mismas técnicas durante todo el proceso de calentamiento
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Figura 5-3 Espectro UV-Visible (izquierda) y espectros de fluorescencia (derecha) para una
muestra de Cus

Se calienta la muestra en sucesivas etapas en el reactor hidrotérmico.
Primero se introduce a 25°C para ver que no varian sus propiedades
en contacto con la superficie de la vasija de teflén, y posteriormente
se eleva la temperatura hasta el valor deseado y se mantiene
constante en periodos de 4h, calentando el reactor, dejando enfriar y
midiendo la variaciéon de las propiedades Opticas. Las etapas de
temperatura van desde los 50°C hasta los 200°C en incrementos de
50°C. El resultado de estos experimentos atendiendo a la evolucion de

las propiedades Opticas es el que sigue:
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Figura 5-4 Espectro UV de Cu5 y su evolucion con la temperatura (izquierda) y ampliacion a
la region UV (derecha).

Podemos ver en el espectro UV-Vis, la banda correspondiente de los
clusteres en torno a 270nm, y que hay incremento leve de la
absorbancia con la temperatura, mas pronunciado para 200°C. ;Qué
nos dice esto? Que los clusteres siguen estando presentes en la
muestra tras alcanzar los 200°C, evidenciado por la banda de
absorcion a 270nm y, por otro lado, el incremento de la banda sobre
todo entre 270 y 300nm parece indicar creacion y crecimiento de
clasteres, propiciado muy posiblemente por la presencia de iones en
la disolucion. Pese a que los iones Cu?* son practicamente eliminados
precipitandolos con NaOH y medidos con un Electrodo Selectivo de
Iones para comprobar que no se detectan iones, la constante de
solubilidad del Cu(OH): y los limites de deteccién del instrumental
hacen posible que una pequefia cantidad pueda seguir presente.
Estudios previos’> han demostrado que los clasteres tienen una gran
capacidad de catalizar la transformacién de iones para formar mas
clasteres y nanoparticulas; en este caso, al no ver banda plasmonica,

podemos concluir que los clasteres son estables hasta 200°C.
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En el caso de la fluorescencia, la interpretacion de los resultados es
complicada, ya que claramente se observan las bandas de
fluorescencia, con emisién a 300nm, lo que como hemos visto se
asocia a un cluster de 5 atomos, pero también se ve como las bandas
de fluorescencia cambian con la temperatura de modo que la
intensidad va decayendo, para la excitacion a 230nm y
aproximadamente se mantiene para la excitacion a 277nm. Puesto que
la excitacion a 230nm implica una radiacion mas energética y puede
afectar a mas elementos en disolucion, se escogera la banda a 277nm
para los clusteres de Cus, que ademads apenas varia con una

intensidad relativa de 200 en unidades arbitrarias, hasta 150°C.
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Figura 5-5 Espectros de Fluorescencia de la muestra de Cu5 tratada a diferentes
temperaturas

Como hemos visto en la muestra, el espectro UV-Vis se mantiene
relativamente similar en absorbancia hasta 150°C, lo mismo que para
la fluorescencia, es en los 200°C donde la fluorescencia si cambia,
pudiendo observarse como la banda a 300nm decae de forma

diferente. Podriamos explicar esto conjuntamente con la
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caracterizacion ultravioleta, como parte de la evolucion hacia
clusteres de mayor tamano catalizados por la presencia de una
pequena proporcion de iones Cu?* y de clusteres de Cu5, que vemos

que siguen siendo estables a esta temperatura.

Debido a que con los medios necesarios solo podemos realizar las
medidas de absorbancia UV-Visible y de fluorescencia en disolucion
acuosa hasta 200°C, se ha optado por estudiar la estabilidad térmica
de los clasteres depositados en un sustrato, con el objeto de seguir su
evolucion mediante AFM y técnicas de espectroscopia de rayos X en

el sincrotrén ALBA (Cerdanyola del Valles, Barcelona).

5.4 Experimentos de clusteres soportados

Para la caracterizacion y estudio por AFM, la preparacion de la
muestra consiste en la deposicion de una gota sobre la superficie
deseada, en nuestro caso Mica o grafito pirolitico (HOPG) ya que
presentan una superficie muy plana, y ademds son exfoliables,
pudiendo eliminar la capa superficial para obtener un nuevo sustrato

limpio. (Véase Figura 5-6)
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Figura 5-6 Imagenes de AFM, de las superficies limpias de mica (parte superior) y HOPG

(parte inferior) con los perfiles de linea y las representaciones en 3D

La estructura de la mica es relativamente plana, con una rugosidad
media de +150pm, suficiente para el estudio del tamafo de los
clasteres a estudiar ya que el tamafio de un atomo es de 300pm. La
superficie del HOPG, presenta estructura en terrazas tras la
exfoliacion que estan separadas por una altura de un tamano de un
atomo como minimo y en caso de depositarse cualquier elemento
podra verse claramente sobre las terrazas planas, o en la interfase

entre las mismas.

Otro pardametro a tener en cuenta es la concentracion de la muestra a
depositar, puesto que una muestra muy diluida podria ser dificil de
caracterizar al no cubrir de forma homogénea la superficie y en una
muestra muy concentrada podria verse un namero de agregados de
clasteres, excesivo. Se han repetido y realizado diferentes

deposiciones con sus respectivas medidas hasta averiguar las mejores
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condiciones para la preparacion de las muestras y obtener asi las

Optimas condiciones de deposicion.

CI b)

Figura 5-7 Diferentes imagenes de deposiciones de muestras de clusteres (a) diluida, (b)
concentrada, (c) presencia de sales y 6xidos, (d) sin lavar.
Como se observa en la Figura 5-7, la deposicion optima de las
muestras no es trivial, habiendo variaciones importantes en funcion
de la concentracion (muestra (a) diluida vs muestra (b) concentrada),
con la presencia incluso de contaminaciones debidas a la presencia de
diferentes sales u 6xidos (muestra (c)) que originan variaciones segin
el lavado de las muestras con agua Milli-Q ((a) muestra lavada o (d)

muestra sin lavar).

Se encontré6 que las mejores condiciones de deposicion son: la
utilizacion de 5 a 20ulL de muestras con concentraciones

comprendidas entre 0,1mg/L y 100mg/L, en funcioén de si la muestra
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se deja evaporar con lentitud para mejorar la homogeneidad de la

deposicion (indicado para muestras mas diluidas) o si se lava con

agua abundantemente para limpiar la muestra (indicado para

muestras mas concentradas), con posterior secado bajo atmdsfera de
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Figura 5-8 Ejemplo de dos muestras de Cu5 depositadas, una muy concentrada con
agregados (arriba) y otra mas diluida y dispersada sobre el sustrato (abajo)

Optamos por caracterizar dos tipos de muestras, una mas diluida con

menos dispersion de tamaros (expresada como altura topografica en

el AFM) y otra mdas concentrada con agregados (Figura 5-8).

Observamos como la diluida ocupa casi toda la superficie de la

muestra con un tamano promedio de 0.6nm, mientras que la

concentrada permite ver la preferencia de los clusteres sobre las

interfases y terrazas de los escalones, donde se concentran la mayoria

de los agregados, con un tamano promedio de 2,80nm con gran
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dispersion de tamanos. La configuracion del experimento consiste en
instalar una platina térmica en el AFM, para calentar las muestras in-
situ y asi tratar de medir siempre en la misma zona (Figura 5-9), para
apreciar mejor la evolucion topografica de la muestra con los

clusteres depositados frente a la temperatura.

(b)

Figura 5-9 (a) Platina de temperatura para calentar “in situ”. (b) Platina de temperatura

montada sobre el AFM

Para el estudio topografico de las muestras con AFM se buscan zonas
con concentraciones de clusteres lo suficientemente presentes como
para observar alguna modificacion a posteriori con el incremento de la
temperatura. Una vez medida una zona extensa, se calienta la
muestra durante dos horas y se repite el proceso. Como en el
momento de calentar, la punta puede degradarse, se eleva unos
milimetros sobre la muestra, lo que origina el problema de volver a
aproximar la punta al mismo sitio (para que las imagenes se
superpongan y realizar el promedio de la imagen con precision). Por
ello se invirtio suficiente tiempo en este proceso para volver a medir

en la misma zona.
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5.4.1 Clusteres soportados sobre HOPG

Empezamos con el estudio con una muestra de Cus diluido sobre
HOPG, siguiendo el método de deposicidn explicado anteriormente y
realizamos la medida a temperatura ambiente obteniéndose el
resultado que se muestra en la Figura 5-10. En ella se ve una muestra
de clusteres, con un tamafo promedio de 0,60nm, pero con mas del
70% de los clusteres contabilizados (de un muestreo de 600) entre
0,30nm y los 0,60nm podemos ver que tenemos una monocapa-bicapa

de cltsteres en la muestra sin apenas agregados mayores.

nm 171126Topography006

2.5

-2.5

Figura 5-10 Imagen topografica de Cu5 diluido sobre HOPG, medido a temperatura
ambiente
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Figura 5-11 Perfiles de Linea de algunos CuAQCs e histograma con la frecuencia relativa vs
altura topografica

(Qué sucede al calentar? Si calentamos la muestra desde temperatura
ambiente hasta 200°C en etapas de 50°C, se ve que la muestra sufre
modificaciones principalmente en la posicion de los cltsteres sobre su
superficie (Figura 5-12). Este hecho afecta evidentemente a la

distribucion de tamanios, tal como explicaremos a continuacion.
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T ambiente T2 50°C

nm 171126Topography005 nm 171126Topographyss

T2 100°C T2 150°C

m 171127Topography046 am 171203 Topography009

Figura 5-12 Imagenes Topograficas de AFM de la misma seccion de muestra calentada a
diferentes temperaturas
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A nivel topografico, no hay variaciones significativas en la altura de
los clusteres o en la distribucion de tamafios hasta 100°C; es a partir
de 150°C donde se puede apreciar a simple vista los cambios en la
topografia. Analizando la muestra a temperatura ambiente frente a la
misma zona tras calentar a 200°C (Figura 5-13) se puede ver que los
cltsteres individuales desaparecen y se observa en su lugar islas de
cltsteres, cuyo tamafio esta en torno a 2 nanometros. Si teniamos
clusteres metdlicos antes de calentar, ;qué es lo que vemos ahora?, si
en disolucion son estables hasta los 200°C, cabe pensar que lo que
estamos viendo siguen siendo cltsteres de Cu, y lo que mejor procede
a explicar el fendmeno es la movilidad de estos sobre el HOPG. La
afinidad de los clasteres por la interfase ya se habia observado
previamente en procesos como la sintesis de nanorods® o al depositar
en superficies como HOPG donde se ve la preferencia por los
escalones de las terrazas, por tanto no es de extranar que los cltsteres
presenten cierta tendencia a agruparse entre ellos y en torno a los

escalones de las terrazas del HOPG.
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Figura 5-13 Topografia y perfiles de linea de la muestra medida a temperatura ambiente

(izquierda) y tras calentar a 2002C (derecha)

153



Este mismo fendmeno puede observarse en otras zonas de la misma

muestra (Figura 5-14):

o 1711286Topography012 Tamb o 171127Topography02é 50

o 171127Topography017 100 120 Topography 150

171205Topography011 200

Figura 5-14 Imagen topografica de la misma muestra (de izq. a der. y arriba a abajo) a
Tamb, 502C, 1002C, 1502C y 2002C
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Al igual que en la anterior, en esta nueva zona, se puede ver
claramente trazando un perfil de linea en la muestra inicial frente a la
muestra a 200°C en la Figura 5-15, como un area completamente
cubierta de clasteres con un tamafno menor del nandmetro,
evoluciona a un drea con los clusteres agregados en torno a

determinados puntos con un tamano de = 2nm.

nm 171126Topography012 Tamb

Line Profile: Red Line Profie Red

Cursor | &X(um) | &Y(nm) | Angle(deg) Cursor
WRes 0077 o0& 120 WrRes

W Green [T 1609 BGreen
e 0057 0898 0.700. e

Figura 5-15 Topografia y perfiles de linea de la muestra medida a temperatura ambiente
(izquierda) y tras calentar a 2002C (derecha).
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(Qué sucede si cambiamos la concentracion y preparamos una
muestra mas concentrada? Pues, que inicialmente ya existen grandes
aglomerados de clusteres (3 o0 4nm) y, por lo tanto, las variaciones en
las alturas que se producen al calentar pueden ser, como mucho, de =

1 nanémetro o apenas existir variacion (Figura 5-16 y Figura 5-17).
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Figura 5-16 Muestra mas concentrada medida a temperatura ambiente (izquierda) vs
tratada a 2002C (derecha)
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Figura 5-17 Histograma de distribucion de alturas para la muestra a temperatura ambiente
y a 2002C

5.4.2 Clasteres soportados sobre Mica

Se han comentado los resultados sobre HOPG, pero ;qué sucede con
otros tipos de sustratos como puede ser la mica? En este caso, los
resultados que se obtienen son similares. Por ejemplo, si se observan
los perfiles de linea (Figura 5-19 y Figura 5-20) y se representan los
histogramas (Figura 5-21) comparativos de las muestras, tampoco se
aprecia que los clusteres se aglomeren formando estructuras mayores

al aumentar la temperatura.
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Figura 5-18 Imagenes topograficas NC-AFM de cltsteres de Cu depositados sobre Mica y
tratados a: (a) 252C (b) 1502C
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Figura 5-19 Imagen topografica de clisteres de Cu depositados sobre mica a 25 °C (izq) y
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Figura 5-20 Imagen topografica de clisteres de Cu depositados sobre Mica y tratados a
1502C (izq) y analisis de seccion de lineas sélidas (der)
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Figura 5-21 Histograma de distribucion de alturas de clusteres de Cu depositados sobre
Mica: (a) a 252C (b) tratados a 1502C

Una diferencia que se observa es que, por ser la mica un silicato, y los
clisteres interaccionar con el oxigeno!®, la interacciéon de los

clusteres con la mica parece ser mas fuerte que con el HOPG,
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dificultando su movilidad en la superficie y evitando su agregacion,
con la consiguiente formacion de islas de clasteres agrupados, tal

como se apreciaba en HOPG.

Hasta el momento, los datos experimentales muestran que en
disolucion los clasteres son estables hasta 200°C, pues sus
propiedades Opticas se mantienen y hasta pueden catalizar el
crecimiento de otros clusteres en presencia de iones, mientras que
depositados en un soporte se mantienen estables hasta 150°C. A partir
de esa temperatura empiezan a formarse agrupaciones y agregados
de clasteres. Por tanto, las incognitas que quedan presentes son
principalmente dos: 1) jesas agrupaciones de clisteres son agregados
de cltsteres donde cada uno sigue manteniendo su identidad o se da
un proceso de fusion para crear un claster de mayor tamafo o incluso
nanoparticulas? y 2) si sigue manteniéndose su identidad, ;hasta qué

temperatura siguen siendo estables?

Para poder responder estas preguntas, se necesita recurrir a técnicas
que nos permitan un estudio de las muestras a mayor temperatura y
con la posibilidad de determinar mejor los estados en los que puedan
encontrarse los clusteres, por lo que se optd por realizar experimentos
de NEXAFS y XPS en el Sincrotron ALBA en Barcelona.
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5.5 Experimentos de sincrotron.

Para el estudio de las muestras mediante las Técnicas de XPS y
NEXAFS, las pruebas han sido realizadas en el sincrotrén ALBA, en
la Linea CIRCE en la estacion NAPP (Near Ambient Pressure

Photoemission, espectroscopia de fotoemision a presion ambiental).

5.6 Estudio de clusteres soportados mediante la

técnica NAPP

Para los estudios en el sincrotron se utilizaron dos muestras, una
muestra diluida de Cu5 (20uL de 5,64mg/L), con la intencién de
depositar solamente una monocapa, y otra mucho mas concentrada
para asegurarse la existencia de sefial. Estas muestras son depositadas
sobre HOPG, puesto que la carga negativa superficial de la mica
interfiere con la técnica, motivo por el cual en el apartado anterior se
centraron mas esfuerzos en la caracterizacion con HOPG. Una vez
preparadas las muestras, se montan en un soporte especifico para su
introduccidon en la cdmara de preparacion donde, para remover la
humedad adsorbida por la superficie, se realiza un pretratamiento del
sustrato a 175°C bajo ultra alto vacio durante 1h. Una vez finalizado
el pretratamiento se introduce la muestra en la cdmara de andlisis
para su posterior estudio. En la imagen (Figura 5-22) se observa el
montaje de la muestra de HOPG y el cono del detector ya en la

camara de medida.
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Figura 5-22 Muestra de Cu5 sobre HOPG

Primeramente se realiza un reconocimiento mediante XPS, para ver si
se puede detectar cobre sobre la superficie de HOPG, obteniendo el
espectro de la muestra (Figura 5-23) en donde se pueden observar las
sefiales de cobre pertenecientes a las transiciones Cu2p en torno a
930-950 eV (Figura 5-24 izq), las sefiales de cobre de los electrones
Auger a 433 eV (Figura 5-24 der) y el resto de sefiales pertenecientes al
sustrato, tales como la senal de Carbono del HOPG a 284eV.
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Figura 5-23 Espectro de XPS de la muestra de Cu5 sobre HOPG, a T2 ambiente y UHV
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Figura 5-24 Espectro XPS de Cu2p y satélites Cu+2 (izq) y Electrones Auger de Cu (der)

En el espectro de Cu2p pueden verse los picos en torno a 933 y 953eV
propios del Cu, que podrian asociarse a Cu® o Cu*. Para distinguir
estas especies es necesario recurrir a los satélites de las sefiales que se

encuentran en torno a 947eV, pero al tratarse de una monocapa de
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cltsteres la intensidad de la sefial no es suficientemente intensa para
distinguir el tipo de cobre por este procedimiento. Sin embargo, la
identificacion pudo hacerse mediante medidas de NEXAFS, tal como

se muestra a continuacion.

Los estudios de NEXAFS permiten ademads estudiar la interaccion de
los cltiisteres de Cub con el oxigeno molecular, ya que en esta técnica
existe la posibilidad de inyectar o extraer oxigeno en la cdmara de
medida. Para ello se inyectan 100mtorr de O2(g) y se estudia la
evolucion de la muestra, asi como también la reversibilidad del
proceso. En la Figura 5-25, se ve que la muestra se oxida en presencia
de Oz, pero —sorprendentemente- se observa también que cuando se
retira el Oz y se hace de nuevo vacio el proceso parece ser reversible,
aunque con una cinética relativamente lenta. Puesto que las especies
de Cu tienden a oxidarse en un proceso no reversible, estos
resultados nos indican que el comportamiento de los cltsteres de Cus
son totalmente diferentes a las especies de cobre conocidas. En efecto,
estos clusteres son capaces de interactuar con el oxigeno y, al poseer
muy pocos atomos, todos ellos son susceptibles de interaccionar, por
lo que la coordinacién del cltster con el oxigeno es muy elevada, lo
que se ve en el espectro de NEXAFS, con un pico a 930eV, que es
caracteristico del CuO, aunque sigue existiendo la sefal de Cu® (o
Cu*) a 934.5eV. Cuando la muestra se somete de nuevo a vacio, se
observa como disminuye el pico a 930eV, lo que indica que el proceso
parece ser reversible (en cierta medida, pues no se ha esperado
suficientemente tiempo para observar la completa reversibilidad). La
existencia de esta reversibilidad nos indica que el O:se encuentra
solamente adsorbido (si se trata de una fisi- o quimi-sorcion es algo
que deberd ser estudiado mas detenidamente en el futuro),

corroborando de esta forma la presencia de especies de Cu muy
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estables, lo que coincide con los resultados ya expuestos

anteriormente acerca de la gran estabilidad de los cltsteres de Cus.
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Figura 5-25 NEXAFS de Cu5, a vacio, con O; en el sistema y de nuevo a vacio.

Se decide entonces calentar la muestra bajo atmosfera de O: con la
finalidad de comprobar si los clasteres de Cus funden y forman
nanoparticulas de Cu, que por ser facilmente oxidables, el proceso de
oxidacién dejaria de ser reversible y no se recuperaria la sefal del
Cu’/Cu*. A partir de esas medidas también se podra obtener la

temperatura de fusion de los cltsteres depositados sobre HOPG.
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Figura 5-26 Espectro de NEXAFS, de la muestra siendo calentada en presencia de O,
(izquierda) y, posteriormente, la muestra a 2002C bajo vacio para ver su evolucion frente al
tiempo. (derecha)

Inicialmente se calienta la muestra en presencia de oxigeno
(100mtorr) hasta alcanzar 200°C y, tal como puede verse en la Figura
5-26 (izquierda) la muestra se oxida, y la relacion Cu?*/(Cu® o Cu*)
aumenta hacia Cu?* (linea Verde, 200°C 100mtorr O2). Aunque la
técnica NEXAFS no es cuantitativa, por la variacion de la relacion
entre los picos se puede deducir que hay mas 6xido de Cu? que Cu®

(o Cu') en la muestra final.

(Qué pasa al retirar el oxigeno y hacer vacio en el sistema? Como
puede verse en la Figura 5-26 (derecha), trascurridos quince minutos,
el proceso parece revertir completamente a Cu’/Cu* (que si presenta
sefal), mientras la sefial de Cu*? desaparece por completo, indicando
una total desorcion del oxigeno. Puesto que este proceso seria
imposible en caso de que los cltsteres se fundiesen a nanoparticulas y
éstas se oxidasen en un proceso irreversible, se puede decir que hasta
200°C los clusteres son estables e interaccionan con el O: en un
proceso de adsorcion/desorcion. Como confirmacion, se vuelve a
dosificar, medir y extraer el oxigeno en la cadmara (Figura 5-27),

obteniéndose la misma conclusidn, aunque en este caso la desorcién
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no fue completa, quizas por no haber esperado el tiempo suficiente,
puesto que la cinética de desorcion es lenta.

6x10™" —— 200°C, 100mtorr O2
: —— 200°C, HV

3x10™

Intensidad (a.u.)
£
=)
=

2x10™

1x10™

930 931 932 933 934 935 936 937
Energia (eV)

Figura 5-27 Espectro de NEXAFS, de la muestra de clusteres sobre HOPG, a 2002C en
presencia y tras la eliminacion del oxigeno en la cdmara de medida.
Como ultimo experimento, a continuacion se deja enfriar la muestra
(a vacio) hasta temperatura ambiente, comprobandose que la muestra
permanecia inalterada. Elevandose a continuacion la temperatura a
200°, se comprueba que se obtienen resultados similares a los
descritos anteriormente (Figura 5-28).
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Figura 5-28 Espectro de XPS (izquierda) y NEXAFS (derecha) para comprobar la
reproducibilidad de los resultados.

Una vez comprobado que la muestra sigue estable, se calienta hasta
250°C con la finalidad de seguir buscando la temperatura de fusion
de estos clusteres, y se procede a inyectar oxigeno para estudiar el
proceso de adsorcion (Figura 5-29 izquierda, lineas negra y roja). Tras
realizar la medida, se decide elevar la muestra hasta 400°C y seguir el
proceso de oxidacién durante un tiempo breve (Figura 5-29 izquierda,

lineas azul y violeta).
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Figura 5-29 Espectro de NEXAFS, calentando y bombeando oxigeno (adsorcion) (izquierda)
y espectro de NEXAFS mostrando la desorcién de O, a 4002C (derecha)
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Para comprobar si lo que se observa es la fusion de los cltsteres (y la
correspondiente oxidacion irreversible de las nanoparticulas de Cu
obtenidas) o adsorcion reversible, se bombea el oxigeno fuera de la
camara de medida y se realizan medidas de NEXAFS, pudiéndose
comprobar que, efectivamente, los clusteres conservan su identidad y
no evolucionan a 6xido de cobre y que el proceso consiste en la

desorcion de oxigeno de manera reversible (Figura 5-29 derecha).

A partir de aqui se sigue aumentando la temperatura y repitiendo los
procesos de adsorcion/desorcion para 450 y 500°C donde parecen
seguir siendo estables (Figura 5-30) hasta alcanzar una temperatura de
550°C, donde resulta que la sefial de cobre disminuye muchisimo, por
lo que se retira la temperatura y se mide la muestra en presencia de
oxigeno, pero al quitar el oxigeno no se puede medir porque no se

encuentra sefal de cobre en ninguno de sus estados de oxidacién.
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Figura 5-30 Espectros de NEXAFS de la muestra de clisteres de Cu en procesos de
absorcién/desorcién de O, entre 450 y 5002C
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Figura 5-31 Espectro de NEXAFS para la absorcion de O, a 5502C y a T2 ambiente

La disminucion y posterior desaparicion de la sefial de cobre puede
ser debida a la movilidad de los cltsteres de cobre sobre la muestra
puesto que, como veiamos en las imagenes de AFM, los cltsteres
pueden difundir en HOPG e introducirse por debajo de las terrazas
de carbono. Como la muestra estuvo sometida a procesos de
calentamiento/enfriamiento mas de 14h, con temperaturas de mas de
400°C, y con varios procesos de adsorcion/desorcion de Oz (ademas
de la propia irradiaciéon de los fotones de Rayos X del haz), es muy
posible que la ausencia de sefial se deba a la difusion y ocultamiento
de los cltsteres en el soporte de HOPG.

Para el estudio de la muestra mas concentrada de Cus, se depositaron
20pL con una concentraciéon de 564 mg/L. A continuacién, se deja
secar apreciandose bastante material sobre la superficie (Figura 5-32),
muy probablemente debido a las sales de cloruro sédico procedentes
de la purificacién de los clasteres.
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Figura 5-32 Muestra depositada y seca de Cu5 sobre HOPG en el interior de la cdmara de
medida

Se repite el mismo proceso que para la muestra anterior y se hace un
barrido en busca de una zona adecuada para la realizacion de las
medidas para detectar el Cu y su estado de oxidacion (Figura 5-33 y
Figura 5-34).

Observamos que al depositar una cantidad mayor de cltsteres de Cu
las sefiales son mas intensas, de manera que para el XPS de la sefial
Cu2p de cobre pueden verse claramente los picos en torno a 933eV y
953eV propios del Cu y, ademas, los picos satélites en torno a 945eV y
965eV caracteristicos del Cu?. Los electrones Auger del cobre (sefal
Cu LMM) salen muy definidos y detallados, indicando que
mayoritariamente la muestra contiene Cu?*. También para NEXAFS
los picos y sefiales son mas intensos y definidos, lo que ayuda en la

interpretacion de los resultados.
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Figura 5-34 Espectro de XPS donde se muestran los picos de Cu2p y los electrones Auger Cu
LMM

Inicialmente la muestra presenta la sefial de Cu?; esta senal puede ser
debida a la presencia de CuO, pero también podria ser debida a la

adsorcion de oxigeno sobre los clusteres por estar la muestra expuesta

172



Estabilidad y efecto de la temperatura sobre clisteres cuanticos
atomicos de Cus

al aire durante su preparacion y manipulacion, tal como se comentd
anteriormente. Para estudiar la estabilidad de los clusteres y su
interaccion con el oxigeno en estas muestras concentradas, se
repitieron los procesos de calentamiento/enfriamiento con inyeccion y
extraccion de oxigeno. Debido a limitaciones de tiempo en el
sincrotrdn, se calienta la muestra a 200°C para ver si la sefial de Cu?*
desaparece 'y se trata, por tanto, de wun proceso de
adsorcion/desorcion. En la Figura 5-35 se puede ver como al calentar la
muestra, durante 45min, a 200°C el pico que se podria atribuir a la
presencia de CuO disminuye, confirmando que no se trata de esta
especie y representa un fendmeno de adsorcion/desorcion. Este
proceso de desorcion de oxigeno contintia hasta 400°C. En el caso de
bombear oxigeno en el interior de la camara el pico se recupera,
(Figura 5-35, derecha) al igual que ocurria con la muestra monocapa,

descrita anteriormente.
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Figura 5-35 Procesos de Desorcidn (izquierda) y posterior Adsorcion (derecha) de O,(g) con
la Temperatura de muestra de Cu5 sobre HOPG

La confirmacion de que se trata de un proceso de adsorcion reversible

de oxigeno, donde los clusteres mantienen su estabilidad, puede de

nuevo observarse en la Figura 5-36, pues al someter la muestra a

vacio (a 400°C) la sefial que podria atribuirse a la presencia de Cu?
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disminuye. Cuando se calienta la muestra a 500°C se observa que
incluso es menor la sefial de Cu?, mientras que la correspondiente a

Cu® permanece practicamente constante.
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93|5
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T
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Figura 5-36 Espectros de NEXAFS durante el proceso de desorcion

Finalmente, la muestra a 500°C se enfrié a temperatura ambiente en
presencia de 100mtorr de O, lo que origina la aparicion de la sefial de
adsorcion de oxigeno (similar a la de Cu?). Se comprobd de nuevo
que, al hacer vacio, la muestra recuperaba su estado de caracter
metalico, por lo que se concluye que la muestra es estable (por lo
menos) hasta 500°C.
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Figura 5-37 Espectros de NEXAFS al volver a T2 amb.

5.7 Conclusiones

Se ha comprobado experimentalmente la estabilidad de clusteres de
Cus, tanto en disolucion como depositados sobre HOPG. En
disolucion acuosa se observa que los clusteres son estables, al menos,
hasta 200°C. El estudio de la estabilidad de los cltsteres depositados
se realizé tanto por AFM (hasta aprox. 200°C) como por NEXAFS y
XPS (500°C). Se ha comprobado la movilidad de los cltsteres en
HOPG a altas temperaturas mediante medidas de AFM y se confirmo
por XPS y NEXAFS que, aunque los clasteres se aglomeren,
mantienen su estructura electronica, de forma que se confirma su
identidad como entidades independientes y su gran estabilidad.
Ademas, se han observado fendmenos de adsorcién/desorciéon de
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O2(g) con la temperatura y el vacio. Esta interaccion con el Oz, abre
nuevas vias y posibilidades de exploracion en el futuro,
principalmente en el campo de la catalisis. Otros aspectos de interés
que se podrian abordar son las interacciones con otros sustratos. Asi
mismo sera de gran importancia comprobar si la gran estabilidad
encontrada para los clusteres de Cus puede ser extendida a otros

tamanfos y otros metales.
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Autoensamblaje de clisteres metalicos de baja atomicidad sobre nanotubos
peptidicos ciclicos

6.1 Introduccion

Durante esta tesis se ha puesto de manifiesto las interesantes y
novedosas propiedades fisicoquimicas de los clusteres cuanticos
atomicos, derivadas de su pequefio tamafio y sus dimensiones
cudnticas. Se ha mencionado también, que son el punto intermedio
entre los atomos y las moléculas, y es en este ultimo caso, su
comportamiento similar a las moléculas donde nos centraremos en

este capitulo.
6.2 Experimental

Los Nanotubos Peptidicos son polimeros unidimensionales
supramoleculares formados por mondmeros peptidicos que se apilan
unos sobre otros gracias a enlaces de hidrogeno!'®-'!!. La agregacion
de estos ciclos peptidicos o ciclopéptidos (CP) con un nimero igual
de aminodcidos y quiralidad alterna inducen la correcta
conformacién requerida para la formacion de enlaces de hidrogeno y
el posterior crecimiento del nanotubo. El ensamblaje de estos
nanotubos es posible gracias al completo control sobre el didmetro
tubular y la funcionalizacion al ajustar el namero y la naturaleza de la
secuencia aminoacidos!'*13. En el monde anfifilico CP1 (Figura 6-1a),
la secuencia de a-aminodcidos se alterna con el 4acido 3-
aminociclopentanocarboxilico  (y-Acp) no  natural'®'2.  El
emparejamiento idnico entre residuos ortogonales cationicos (lisina) y
anionicos (glutamato) deberia mejorar la estabilidad de las ldaminas 3
antiparalelas supuestamente unidas por enlaces de hidrdgeno entre
anillos peptidicos contiguos!* mientras que los residuos de arginina
mejoran la solubilidad en agua y ofrece un anclaje perfecto para

superficies anidnicas como la mica'™. El emparejamiento
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mica/arginina ayuda a la propagacion del autoemsamblado del CP a
lo largo de la superficie de la mica. La lisina modificada con pireno,
colocada en el lado opuesto contribuye a la preorganizacion de
nanotubos a través de interacciones hidrofdbicas en un medio acuoso.
Por tanto, se genera un autoemsamblado que predispone las cadenas
laterales hidrofilicas cationicas hacia la mica (que estd cargada
negativamente) favoreciendo su anclaje a la superficie, y los brazos
aromaticos flexibles!!! en el lado opuesto favoreciendo el ensamblado

de los ciclos peptidicos (Figura 6-1b).
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Figura 6-1 Modelo propuesto para el acoplamiento entre SCPNs y Clusteres de Ags e
imagenes generales de AFM para el modelo hibrido. a) Estructura de CP-1 b) Modelo
esperado para el acoplamiento de un SCPN a una superficie anidnica. La arginina cationica
(pH= 2,5) interacciona con la mica y las interacciones hidrofilicas de los residuos de pireno
favorecen el autoensamblaje del nanotubo. c) La incubacion de estructuras nanotubulares
con disoluciones acuosas de clisteres (Ags) da como resultado la deposicién de clusteres
sobre los SCPNs (0,8 x 2,5 um?). d) Imagen topografica de nanotubos puros con una altura
media de =2,3nm (1,65 x 5 um?) e) Alineacion del clister metalico que muestra aumentos
puntuales de las alturas (entre 0,5 y 1nm) que representa el autoensamblaje y la

agregacion del cluster sobre el nanotubo peptidico (5x5 pm?2)
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Los clusteres cudnticos subnanométricos fueron preparados en agua
siguiendo una modificacion del método electroquimico® y estan
libres de ligandos y de iones Ag*. La ausencia de iones de plata se
consigue por precipitacion con NaCl, y la muestra es estable baja

condiciones estandar®.

La caracterizacion se llevd a cabo con espectroscopias UV-Visible y de
fluorescencia, como se observa en la Figura 6-2. En el espectro de UV-
Visible se observa un espectro tipo semiconductor, con absorciéon en
torno a 230nm, y en el espectro de fluorescencia 2 picos de emisiéon
para la excitaciéon a 230nm, dando como resultado emisiones a 300nm
y 350nm, que segun el modelo del Jellium da como resultado un
numero de atomos de plata de 2 y 3, respectivamente, indicando que

la muestra esta constituida mayoritariamente por Ags.!5116
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Figura 6-2 Absorbancia de una muestra de clusteres de plata (mayoritariamente Ags) y
espectro de fluorescencia (Aexc = 227 nm) con picos de emision de Ag; a 300 y Agz a 350nm.
Segun célculos DFT la estructura de minima energia para clasteres
Ags coincide con un tridngulo isdsceles con simetria Cav,'51” formado
por los 3 atomos de plata sin carga neta. Esta estructura plana
concuerda con las imagenes de AFM con alturas entre 300-400 pm

que coinciden con el doble del radio atomico de la plata.
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Figura 6-3 Imagen Topografica de AFM de clusteres de Ag3 depositados en mica (300nM).
Con perfiles de linea senalando clisteres individuales con alturas en torno a 300pm y
agregados que alcanzan los 2nm

6.2.1 Estructuras hibridas AQCs/SCPNs.

Los ciclos peptidicos CP-1 tienen una fuerte tendencia a
autoensamblarse en nanotubos (SCPNs) como se comprobo por IR,
fluorescencia e imagenes de AFM por Montenegro y colaboradores!!!.
La deposicion de la disolucion acuosa CP-1 (100 uM, pH = 2,5) sobre
una superficie de mica, con un posterior lavado con agua Milli-Q, dio
lugar a estructuras tubulares ensambladas con una altura media de

~2,3nm y longitudes en la escala micrométrica (Figura 6-1b, Figura 6-4)
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Figura 6-4 Micrografias AFM, incluidos los perfiles topograficos (lineas rojas) al aumentar
las concentraciones (y/o repetir deposiciones) de muestra de clister de Ag3 sobre SCPNs.
a) Deposicion de la disolucion acuosa CP-1 (100 uM, pH = 2,5) sobre una superficie de mica,
con un tamaio promedio de los SCPNs en torno a 2,3nm. b) Clusteres de Plata Ags (10
ug/L) sobre los ciclos peptidicos autoensamblados SCPNs. Las flechas blancas muestran
saltos en el perfil sobre 300-400. pm. Y la linea roja muestra variaciones en la altura
promedio de 2,30nm del nanotubo que cuadra con el tamaio de los clusteres. c) Detalle en
los agregados de clusteres (2-3nm) formados a lo largo de los tubos, que se observan a
altas concentraciones. de clisteres ([Ags] = 100 o 1000 pg/L). d) SCPNs cubiertos por
clisteres, con una altura promedio de 6nm. Se observan fenémenos como éste al realizar 2
o 3 deposiciones de la muestra de [Ags] = 100 o 1000 pg/L. Todas las micrografias son de 1
x1um?,

Se observa que la incubacién de las muestras de clusteres con los
nanotubos muestra una preferencia a la deposicion de los cltsteres
sobre los nanotubos peptidicos como se ve en la Figura 6-le. El
autoensamblaje de los cltsteres y los nanotubos peptidicos se observa
tanto en la deposicidon de la muestra de claster sobre los nanotubos
previamente depositados, como cuando se mezclan ambos juntos y se
depositan. Como se representa esquematicamente en la Figura 6-1b, la
organizacion natural de CP-1 en nanotubos dirigido por las
interacciones arginina/mica, produce un alineamiento de los residuos
de pireno aromaticos alejado de la superficie, que debe ser punto de

partida para la organizacion de los clasteres sobre el eje longitudinal
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de los nanotubos, como consecuencia de las interacciones m-cltster
entre la molécula plana de pireno y el cltster Ags. Conociendo que el
tamano del cluster es del orden de 300-450 pm, dependiendo de la
orientacion y que la resolucion del AFM en el eje Z, en condiciones
Optimas, estd en torno a 25pm, pueden deducirse que las variaciones
topograficas en las imagenes de AFM de la Figura 6-4b se
corresponden con cluster individuales en la punta del nanotubo. Al
aumentar la concentraciéon de clusteres también se aumenta la
cantidad de los mismos sobre los nanotubos como puede verse en la
Figura 6-4c. Ademds, sucesivas deposiciones de muestras
concentradas de Ags conducen también al recubrimiento de los

nanotubos por los cltsteres de plata (Figura 6-4d).

Asi mismo, mediante experimentos de control con ciclopéptidos sin el
pireno aromatico (CP-2), no se observd la deposicion preferencial de

los cltsteres sobre el nanotubo (Figura 6-5).

N
W
et
NN ~4nm
0\,:&(" .
o .

A6

Surface I .

Figura 6-5 Estructura dimérica del ciclopeptido CP-2. Deposicion de CP-2 (500 uM at pH 2,5)
sobre mica . b) Imagen topografica del dimero de CP-2 c) Imagen topografica de AFM tras
la adicion de clusteres de plata Ag3 (300nM). La linea roja muestra la altura del nanotubo,
y la linea verde la variacién de la superficie de la mica en presencia de clusteres.
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6.2.2 Fluorescencia del pireno y estudios de dicroismo en

disolucion de la mezcla Ag3/SCPNs

El autoensamblaje de los nanotubos peptidicos puede verse
claramente al depositarse en mica, al igual que la interacciéon con los
cltsteres, pero en disoluciéon no es tan sencillo de ver. Por suerte, la
presencia del residuo de pireno permite seguir y estudiar las
interacciones supramoleculares de los anillos del CP-1 en
disolucion'!, gracias a la aparicion del excimero (dimero excitado) al
incrementar la concentraciéon de CP-1 confirmando una apilacion
(stacking) de los pirenos. Esto permite calcular, a groso modo, una
constante de asociacion de 10° M-! para la formacion de los nanotubos

en disolucidn.

Con el fin de obtener una idea de la interaccion de los SCPNs y
clasteres de Ags en disolucion, se estudiaron disoluciones acuosas de
CP-1 (de diferentes concentraciones: 1600, 800 y 400 pM), con
volumenes crecientes de cltusteres Ags (Figura 6-6, Figura 6-7 y Figura
6-8). Puesto que el pireno y los cltusteres de plata Ags estdn proximos
en la longitud de onda de excitacidn (Aex= 230nm), para ver su
fluorescencia es necesario realizar un experimento control y observar
como afecta la fluorescencia de los clusteres a la fluorescencia del
pireno. Se observd que no existe interferencia de la luminiscencia de
los clusteres de plata con la del pireno en el intervalo 300nm -350 nm
(Figura 6-6). Este hecho se puede explicar teniendo en cuenta el
intervalo de concentraciones a las que se ha trabajado, en el que la

concentracion de clusteres es mucho menor que la del pireno.
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Figura 6-6 Experimento de control mostrando los datos en bruto, donde no hay
interferencia en la fluorescencia de los clusteres en la fluorescencia del pireno. La longitud
de onda de excitacion fue Aexe= 227nm y la emision se registré entre 250 y 600nm. La
grafica muestra, previa normalizacion de los datos, el descenso de la banda del excimero
del pireno a 470nm.

Sin embargo, si que se observd que la disminucién del excimero del
pireno (Aem =470nm) era menos marcado cuando los cltusteres estaban
presentes, indicando algtn tipo de interaccion entre los clusteres y el
pireno que estabiliza mas el dimero de pireno. Se procedi6é entonces

al estudio en disolucién entre los clusteres y el ciclopeptido.
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Figura 6-7 Fluorescencia del resto de pireno (Aexc = 340nm) de CP-1 en a) bruto y b)
normalizado (a 373nm, pico del mondmero de pireno) tras incrementos de volumen de
H,0 y Clusteres de Plata (Ags). Los espectros de la derecha muestran el resumen del
incremento para (arriba:) el monémero (a 373nm) en bruto y el descenso (abajo:) para el
excimero normalizado a 470nm.

En el sistema pueden observarse dos fenomenos, el primero un
incremento de fluorescencia en la banda del pireno monomérico a
377nm en las diluciones crudas de las soluciones concentradas de CP-
1. Curiosamente, este aumento en la intensidad de emision se redujo
significativamente cuando las disoluciones de CP-1 se diluyeron con
alicuotas de disolucion de Ags frente a los mismos volumenes de
agua Milli-Q (Figura 6-7a). Suponemos que el aumento menos
marcado de la intensidad de emisidn tras la dilucion (en presencia de
clasteres) se debe a la estabilizacion de los SCPN, lo que légicamente
disminuiria la cantidad de anillos de CP-1 completamente solvatados
en la soluciéon. Por otro lado, en los espectros de emisién
normalizados (377 nm) se observd que la desaparicion de la banda
del excimero (Aemisicn = 470 nm) se retrasd notablemente en presencia
de clasteres de plata (Figura 6-7b). Este hecho se puede explicar

188



Autoensamblaje de clusteres metdlicos de baja atomicidad sobre nanotubos
peptidicos ciclicos

debido a una mayor interaccion ajuste de los anillos de pireno
aromaticos en presencia de Ags. Es importante destacar que el

comportamiento se mantuvo para diferentes concentraciones iniciales

de CP-1 (400, 800 y 1600 uM) (Figura 6-7 y Figura 6-8).
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Figura 6-8 Diluciones analogas de la Figura 6-7 para dos concentraciones diferentes de CP-1
(al y bl para 1600 uM y a2 y b2 para 400 pM). a) Resumen de la intensidad de
fluorescencia de emision bruta (Aexcitacion = 373 nm) de la soluciéon acuosa de CP-1
después de la dilucion con H,0 y Ags. b) Resumen de la emisién de excimero normalizada
(Aexc= 470 nm) de la solucidn acuosa de CP-1 después de la dilucion con volimenes de agua
pura (negro) y clusteres de Ags(naranja). La concentracion de la solucion madre de los
concentrados de plata fue de 300 nM en agua. La normalizaciéon de la emisién de
excimeros fue a 377 nm.

En resumen, se observa la disminucion de la emision de CP-1 en

presencia de cantidades crecientes de clusteres de Ag3, lo que
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proporciona una estabilizacién de los SCPN al interaccionar con los

cltsteres en disolucién acuosa (Figura 6-9).
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Figura 6-9 Posible mecanismo para la estabilizacién de los SCPNs mediante intercalacion de
clusteres de Agsentre los pirenos aromaticos. Las interacciones entre los restos glutamato
y lisina también aportan estabilizacion al conjunto.

6.3 Calculos computacionales

Para los célculos computacionales (realizados por la Dra. Rebeca
Garcia Fandifio, del grupo del Prof. Juan Granja), se ha usado un
funcional B97D3, el cual incorpora correcciones de van der
Walls!'5116118 con las bases set 6-31 + G(d,P) y LanL2dz para Plata,
identificAndose una interaccion con el pireno (Figura 6-10). La forma
del claster Ags que interactia con el sandwich de pireno se mantiene
como un tridngulo isdsceles (distancias: 0.27, 0.27, 0.31 nm) con los
vértices rodeados de carbonos de las unidades de pireno a distancias
cortas que van desde 0.29 a 0.62 nm. La interaccién del cluster Ags
con el sandwich de pireno supone una fuerte estabilizacion de 116.6
kJ / mol. La encapsulacién del grupo Ag3 entre las dos unidades de
pirenos se asocia con valores negativos de energia de Gibbs (31,4 kJ /
mol, o 29 k] / mol, teniendo en cuenta el BSSE (error de
superposicion de base)). Se obtuvieron resultados similares cuando
las mismas estructuras iniciales se minimizaron en presencia de agua

resultando en una estabilizacion mas fuerte del complejo.
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Figura 6-10 Quimica Computacional. a) Calculos DFT [B97D3/6-31 + G(d,p) y LanL2dz para
plata] para un clister Ags y dos moléculas de pireno. b) Imagen a 10ns de la Dinamica
Molecular de clusteres Ags con los ciclopéptidos, donde se ve preferencia de los clisteres
por el pireno hidrofébico del nanotubo. c) Detalle de una instantanea del entorno de un
clister Ag3 autoensamblado en medio de un nanotubo de peptidico. (10 CPs) después de
10 ns de simulaciones MD. El grafico representa las distancias entre los centros de masa de
Ag3 vy restos de pireno en el conjunto calculado durante el tiempo de simulacion Cada
anillo CP del SCPN esta representado por el mismo color en el modelo tubular y en el
grafico 2D.

Aunque los métodos DFT funcionan bien para un solo claster y
moléculas pequenas,!>”11 se ha de recurrir a calculos de dindmica
molecular (MD) para las simulaciones de sistemas mas
complejos®119120, Por ello, se llevaron a cabo simulaciones MD,
modelando los clusteres Ags como triangulares (200 mM), en
presencia de unos pocos nanotubos peptidicos formados por diez
monomeros peptidicos ciclicos (Figura 6-10b). Después de 10 ns de
simulaciones MD se pudo confirmar el autoensamblaje de los

cltsteres Ags sobre el lado hidrofobico del pireno del nanotubo
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(Figura 4b). Los calculos mostraron que los clusteres interactiian
principalmente con los restos de pireno. Ademas, también se pudo
observar interacciones de los cltsteres de plata con los heteroatomos
del grupo funcional amida (N, O) en las proximidades del anillo
aromatico del pireno. Estos sitios de unién funcionan como centros de
nucleacion para el crecimiento de agregados de clusteres mas
grandes, que es consistente con los resultados experimentales de
AFM (Figura 6-4c, d). Tampoco se observa su presencia en el interior
del nanotubo y calculos teodricos forzando esa situacion lleva a
distorsiones importantes en la estructura, que no lo hacen posible. La
interaccion entre Ags y SCPNs se traduce en un aumento de la
energia de interaccion entre las diferentes unidades del ciclopéptido
en varias regiones del nanotubo (Figura 6-11). La diferencia de energia
(AE), para las interacciones entre CP contiguos de un nanotubo
simulado es favorable en presencia de Ags (Figura 6-11, CPs 3-4 y 5-6).

kJ/mol

Table 1. Energy (kJ/mol) between contiguous
CP of discrete nanotubes with and without Ag:

CP,-CPy, SCPNs SCPNs/Ags  AE
CP2-CP3 -342.9+20.4 -338.3+19.5 -4.6
CP:-CPs  -406.3:269 -437.4:220  -31,1
CP:-CPs  -310.0¢175 -315.0£193  -5.0
CPs-CPe  -392.4+199  -4519%209  -59,5
CP:-CP,  -308.7+184 -3283+184  -19,6
CP-CPs  -391.9+24.0 -3923%324  -0.4
CPs-CPo -345.2+19.0 -340.3+17.8 4.9

+0.5

Figura 6-11 La tabla muestra las energias de interaccion entre pares de ciclopéptidos, para
la ausencia y presencia de clusteres. A mayor energia de interaccion las zonas coloreadas
son amarillas, mientras que menores niveles de energia se muestran en rojizo, e indican
interacciones mas estables entre pares de CPs (3-4, 5-6 y 6-7).
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El conjunto hibrido se investigé6 adicionalmente mediante la
realizacion de simulaciones MD a partir de una SCPN solvatada en
presencia de dos clusteres de Ags. Tanto el nanotubo como los
cltasteres, que se simularon sin ninguna restriccion, se mantuvieron
estables a lo largo del tiempo de simulacion (10 ns). Curiosamente, a
una distancia radial fija de 0,5 nm, la gran cantidad de contactos entre
los clussteres y los péptidos dio como resultado una distancia minima
de alrededor de 0,2-0,3 nm entre el Ags y el nanotubo. Durante estas
simulaciones se observd que casi todos los mondmeros ciclicos estan
implicados, al menos hasta cierto punto, en la interaccion con los
clasteres. Ademas, las simulaciones MD demostraron que los pirenos
eran capaces de encapsular cltusteres de Ags, proporcionando asi
"carceles de pireno" para los clusteres metalicos (Figura 6-10c). De
cuatro a cinco pirenos se sitilan a una distancia de 1 nm alrededor de
cada uno de los clusteres de plata (Figura 6-10). En esta disposicion
también fue posible identificar interacciones de la plata con los
heteroatomos (N/O) de la amida. También se observo la
deshidratacién completa de uno de los cltsteres de plata, lo que
indica que el pireno puede reemplazar completamente la primera

esfera de solvatacion de los cltusteres de Ags en solucion acuosa.

6.4 Conclusiones

Segun lo visto en los datos experimentales el nanotubo peptidico se
ancla en la mica anidnica a través de un residuo de arginina cationica
que proporciona nanotubos con residuos de pireno aromatico
hidrofébico alineados ortogonalmente a la superficie hidrofilica
(Figura 6-7C). La deposicion simultdnea o secuencial (sobre mica) de
las mezclas CP-1/Ag3 proporcionaron clusteres metalicos
autoensamblados a lo largo del eje longitudinal del nanotubo (Figura
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6-1d, e). Fue posible identificar clasteres individuales, como lo
demuestran los pequenos incrementos de altura (<0,45 nm)
frecuentemente observados en imagenes AFM topograficas en la
parte superior del SCPN (Figura 6-4). De igual manera, la agregacion
de clusteres (también observada para los clusteres de Ags puros,
(Figura 6-3) retenia la preferencia hacia las estructuras nanotubulares
(Figura 6-4c). El uso de mayores concentraciones y/o deposiciones
sucesivas de clusteres proporciono estructuras hibridas atractivas de
tipo "nanohilo" compuestas de clusteres de plata recubriendo los
péptidos tubulares organicos (Figura 6-4d). Los experimentos de
fluorescencia en disolucion, en los que los SCPN se diluyeron con
clasteres de Ags, confirmaron la existencia de interacciones no
covalentes y la estabilizacion sinérgica de los agregados
supramoleculares péptido/cltster metalico. Esta estabilizacion de las
arquitecturas tubulares autoensambladas podria explicarse mediante
la intercalacion del cluster entre los excimeros de pireno. La distancia
entre 2 pirenos se estimé en alrededor de 3,5A1?" mientras que la
distancia péptido-péptido en la caracteristica lamina-$ antiparalela
de los nanotubos peptidicos es de alrededor de 4,7 A. Esta disparidad
en la distancia restringe el apilamiento de los pirenos y fuerza la
exposicion de algunas superficies hidréfobas al agua, una situacion
que podria obstaculizar el crecimiento de los nanotubos. La
incorporacién de clasteres Ags entre los pirenos podria ajustar las
distancias del anillo aromatico y ayudar a estabilizar el

autoensamblaje del nanotubo hibrido (Figura 6-9).

En resumen, se ha estudiado el ensamblaje de cliisteres Ags de plata
de pequefia atomicidad con péptidos nanotubos. Las imagenes AFM
topograficas de la deposicion de Ags sobre SCPN en mica revelaron

una clara preferencia de los clusteres de plata para depositarse y
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alinearse sobre los nanotubos peptidicos. Las imagenes topograficas
de AFM de concentraciones crecientes de clasteres de plata
mostraron que la preferencia se mantenia desde bajas concentraciones
hasta deposiciones de clasteres altamente concentradas y/o repetidas.
Los estudios de fluorescencia de disoluciones de SCPN diluidas con
Ags revelaron la presencia de estructuras supramoleculares
autoensambladas en las que cada miembro del conjunto estabiliza al
otro en soluciéon acuosa. Los calculos computacionales con DFT y
dindmica molecular permitieron corroborar las interacciones
propuestas de pireno/cluster. Estos estudios constituyen un ejemplo
del establecimiento y la aplicacion de interacciones no covalentes
entre clusteres de dtomos metdlicos y una contraparte

supramolecular.
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Anexos

8.1 Estructura geométrica de clusteres calculadas
por DFT
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Figura 8-1 Estructuras mas estables para clusteres de cobre de diferentes tamafios, segin
la referencia 122
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Figura 8-2 Estructuras mas estables para clisteres de Ag de diferentes tamafios, siendo los
mas estables (minima energia) planos hasta 6 atomos, segun la referencia 123
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8.2 Espectros de masas tedricos y experimentales
de la sintesis fotoquimica

100.0+
Ag IPA conc1t A 200-750 851 (1.061) Cm (446 2536) Stan ES-

100 340833 18%4  gp o

(Ag,)*

342874

00
(X mz T T T T T i
P Y N Y P A 21400 21500 21600 21700 21800 21900  220.00

Figura 8-3 Espectro de masas ESI negativo de clisteres de Ag, sintetizados
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Teérico (der)
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Figura 8-4 Espectro de masas ESI negativo de clusteres de Ag,, sintetizados
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)
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Figura 8-5 Espectro de masas ESI negativo de clusteres de Ags sintetizados
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)
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Figura 8-6 Espectro de masas ESI negativo de clusteres de Ags, sintetizados
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Teodrico (der)
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Figura 8-7 Espectro de masas ESI negativo de clusteres de Ags, sintetizados
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)
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Figura 8-8 Espectro de masas ESI negativo de clisteres de Ags,
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)

sintetizados
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Figura 8-9 Espectro de masas ESI negativo de clusteres de Ags,
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)

sintetizados
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Figura 8-10 Espectro de masas ESI negativo de clusteres de Agg,
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)

sintetizados
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Figura 8-11 Espectro de masas ESI
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Teodrico (der)
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Figura 8-12 Espectro de masas ESI
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)
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Figura 8-13 Espectro de masas ESI
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)
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Figura 8-14 Espectro de masas ESI negativo de clisteres de Cu,,

sintetizados

fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)
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Figura 8-15 Espectro de masas ESI negativo de clisteres de Cu,,

sintetizados

fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)
Cu IPA DG cfaf A 200-750 221 (2.477) O (509:2447) ScanES- 1000
10 &89 [
(Cuy)?
80.-
4AT%
60.0-
7 am 400-
200-
470881
00 T T T l{\l
P EEEEE L EEEE N 190.00 162,00 19400 186.00

Figura 8-16 Espectro de masas ESI negativo de clusteres de Cus,

fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico

(der)

sintetizados
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Figura 8-17 Espectro de masas ESI negativo de

fotoquimicamente: Experimental (izq) y Teodrico (der)

clusteres de Cus, sintetizados

N " __ 1000
CulPA DS clfA 00750 219 2477 G (50324) SeanEs-
. s1880 110223
(Cus)?
80.0-
60.0-
N 400-
T 200+
90
o o7 N
0 - 0'3 [ 1 1 1
T T T T T T T T 1 T 1 T
5 65 67 S8 68 &0 &1 62 & 64 & 190.00 192.00 19400 196.00

Figura 8-18 Espectro de masas ESI negativo de

fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)

clisteres de Cus, sintetizados
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Figura 8-19 Espectro de masas ESI negativo de

fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)
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Figura 8-20 Espectro de masas ESI
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Teodrico (der)

negativo de clusteres de Cu,,

sintetizados
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Figura 8-21 Espectro de masas ESI
fotoquimicamente: Experimental (izq) y Tedrico (der)

negativo de clusteres de Cus,

sintetizados
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8.3 Valores de 3 para el modelo de la gota liquida

Tabla 2 Valores de B para el médelo de la gota liquida seguin K. K. Nanda, S. N. Sahu, and S.
N. Behera, “Liquid-drop model for the size-dependent melting of low-dimensional
systems”, Phys. Review A 66, 013208 (2002)

Y Atomic B
(mJ/m”) T ¥ T volume per B (nm)
Elements Ref [28] ®) (mJ/mK) mole (cm’) (nm) Ref [14]
Na m m 0.601 2378 1437 0.73, 205
Mg 679 922 0.7364 140 i1 09,134
Al 1032 93323 1.106 100 12 114
Si 1038 1683 0.616 1206 02434 138
Se 954 1812 0.5265 15.00 0.8573 1.04
v 2220 2175 1.0483 232 0944 1.05, 136
Cr 2031 2130 0933 7.3 0.744 1.05
Mn 1297 1517 0.835 735 0.672
Fe 2206 1309 121946 7.00 094232 1.09
Co 2197 1768 1.24265 6.67 09 1.0
Ni 2104 1726 1219 6.30 027 110
Cu 1592 13576 1.17266 7.11 09 1.02
In 893 692.73 1292 9.16 1284 1.06
Ga 794 3029 26213 11.80 336 107,278
Ge 870 12104 0.719 1363 1.06 23,333
T 87 1782 0.4888 19.88 1.053 142
Nb 2314 2740 0.8445 10.83 0.9921 143
Mo 2546 2800 0.881 938 09 099,138
En 2501 2523 1.027 217 0091 101
Eh 2302 2236 1.07 223 1.0377 113
Pd 1808 18235 0.9907 236 09517 0.88, 143
Ag 1063 1234 0.863 1027 0.963 64 127
cd 697 39418 1173 13.0 1.633 1.07
In 638 42076 148455 1576 263 195
Sn 654 505.06 1.205 1629 22734 137
La 718 1193 0.60184 2239 1463 1.64
Ce 706 1068 0.661 20.69 148454 117
Pr 707 1208 0.5853 20.80 1.3215 203
Nd 687 1297 0.353 2059 1.1846 134
Pm 680 1441 0472 2023 1.0363
Sm 431 13435 0.32 1993 0.694 0.26
Eu 264 1099 0.24 2897 0.755 0953
Gd 664 15835 042 19.90 0.9073 136
Tb 669 1629 0.4107 193 0.86 141
Dy 642 1680 0.3857 19.01 0.796 098
Ho 650 1734 0275 1274 0.763 091
Er 630 1770 0.336 1246 07134 097
Thb 320 1097 0.2017 2484 0.7863 1.09
Lu 940 19235 0.4883 1778 004243 123
Ta 2505 3287 0.7895 10.85 094 12
w 2733 3680 0.7481 047 072 11
Re 3100 3453 0.8978 236 0.3633 0.99
Os 3035 3300 092576 4 02433 1.07
Ir 2664 2716 0.981 232 0.908 1.08
Pt m3 20435 1.087 2.00 1.07 0.29
An 1363 13376 1.019 1021 11281 092
T 547 377 0.948 1722 1.7763 11
Pb 54 600.6 0.9058 1826 1.7957 098
Bi 501 54452 0.92 2131 21273 0.26
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8.4 Caracterizacion del CuO precipitado en la
sintesis electroquimica

El precipitado obtenido en la sintesis se analizdé estructural y
morfologicamente. El estudio de las fases cristalinas se realizo
mediante difraccion de rayos X (XRD) en muestras de polvo con un
difractdmetro Philips PW1710 (fuente de radiacion Cu Ka, A =
1.54186A). Las mediciones se recogieron entre 5°<20<80° con pasos de
0,02 ° y 5 s/paso. Los espectros Raman (RS) se registraron a
temperatura ambiente en un espectrémetro Renishaw inVia Reflex
Raman con un laser de iones de argoén refrigerado por aire Spectra
Physics Solano 163M (longitud de onda de excitacion de 514 nm y
potencia incidente de 20 mW). La morfologia y composicion quimica
de la muestra se caracterizaron por microscopia electronica de
barrido (SEM) utilizando un microscopio Zeiss FE-SEM ULTRA Plus
(30 kV), equipado con un detector de espectroscopia de rayos X de
energia dispersiva (EDXS) para microanalisis quimico. La muestra se

depositd en una oblea de silicio de 10 mm x 10 mm.

227



1600

1400 _ — Cu50c 5s/step
@ KCl silvite PDF2#41-0476
© Cu PDF2#04-0836
@ 12007 Cu,0 cuprite PDF2#05-0667
g 1 V¥ Cu,0, Paramelaconite PDF2#33-0480
g 10007 CuO tenorite PDF2#05-0661
= ]
S 8004
2
& 600
= n
400 -
200 ‘WMMWJ
0 - G
T 7 Tt
UARRS RARAN RARAS RALRE RS RARASLALLS LARE RALRN RARAS LARRY LARE RALRS LARLS LRS!

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
20 / degrees

Figura 8-22 Patron de difraccion de rayos X en polvo del precipitado obtenido cuando se
realiza la sintesis
La Figura 8-22 muestra el patrén de difraccion de rayos X medido
para este precipitado. Podemos observar la presencia de dos fases
cristalinas principales: a) una relacionada con los tres picos estrechos
a 28,36, 40,57 y 58,70° 20, que corresponde al cloruro de potasio (KCl,
silvita), que coincide con el patrén JPCDS n?® 41-0476; y b) otra fase
relacionada con los picos mdas anchos y con menor intensidad del
patron. Esta segunda fase se identifico principalmente como éxido de
cobre (II) (CuO, tenorita), coincidente con el patrén JPCDS n® 05-0661.
La presencia de KCl en la muestra podria estar relacionada con
alguna fuga de la solucién de KCl 3M del electrodo de referencia Ag /
AgCl. No se observa evidencia de cobre metdlico en el patron de

difraccion y otros 6xidos de cobre también parecen estar ausentes.
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La Figura 8-23 representa el espectro Raman del precipitado.
Podemos observar la presencia de tres picos Raman a 275, 324 y 609
cm. Estos numeros de onda son similares a los reportados en la
bibliografia para CuO™* y descartan la presencia de otros 6xidos de
cobre, como Cu20 (tenorita) o CusOs (paramelaconita) que muestran
espectros Raman bastante diferentes'?. El primer pico Raman a 275
cm se puede asignar al modo Raman Ag, mientras que los picos a 324

y 609 cm! se pueden asignar a los modos Raman B 124126,

10000 ————F————7———1——— 71—

Cub50c -1

9000 A E
275 laser 514nm _

8000 ~
7000 -

6000

Intensity / arb.units

5000 -

4000 -

3000 +—+——1F———7———"1———T1——— 17—
100 200 300 400 500 600 700 800

Raman shift / cm™

Figura 8-23 Espectro Raman del precipitado obtenido a temperatura ambiente con un laser
de 514 nm de longitud de onda

Las micrografias electrénicas de barrido (Figura 8-24) muestran la
presencia de dos materiales diferentes: particulas policristalinas

alargadas junto con una masa de agujas ordenadas muy delgadas.
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Para conocer la composicion quimica de estas fases, se realizo un
analisis en diferentes posiciones mediante espectroscopia de rayos X
de energia dispersiva (Figura 8-25a y c) y también un mapeo elemental
a nivel microestructural (Figura 8-25b y d). A partir de estas
mediciones se confirma que las particulas alargadas corresponden a
oxido de cobre (II) (CuO) porque solo se observan Cu y O (el Si
proviene del sustrato y C posiblemente provenga de una
contaminacion del sustrato). Ademas, las agujas estan formadas por
cloruro de potasio (KCl), como se puede observar por los porcentajes
atomicos 1:1 de K y Cl en las dreas ricas en agujas. Estas
caracteristicas de composicién se pueden observar facilmente en el
mapeo elemental realizado en la Figura 8-26: Cl y K no estan presentes
en areas fuera de las agujas, mientras que Cu esta presente en toda el

area analizada.
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WD = 4.7 mm Mag = 100.00 KX Brightness = 49.7 %

: e - e . : 1
300 nm EHT = 4.99 kV Signal A = SE2 Contrast= 34.4 % w

Figura 8-24 Microscopia electrénica de barrido del precipitado obtenido cuando se realiza

la sintesis electroquimica de clusteres de Cu
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Spectrum 1
Si
Spectrum processing — Elongated particles:
Element | Weight% Atomic%
CK 491 10.57
OK 6.17 9.95
SiK 84.44 77.66
CuK 4.48 1.82
Totals 100.00
\ fo3 0 _9{ J M . . . . . . Cu___Cu
) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Full Scale 90515 cts Cursor: 10.214 (35 cts) keY|
Spectrum 1
Si
Spectrum processing — Needles:
Element | Weight%  Atomic%
OK 13.52 25.88
SiK 34.56 37.70
CIK 16.47 14.23
KK 16.95 13.28
a CuK 18.50 8.92
K
Cu
Totals 100.00
o cl K j‘\’\ .
1 2 3 4 5 6 7 8 3 10
Full Scale 23657 cts Cursor: 10.214 (40 cts) kev]

Figura 8-25 Caracterizacion composicional de la muestra mediante espectroscopia de rayos
X de energia dispersiva en dos regiones diferentes: a) y c) particulas de CuO policristalino

alargadas; b) y d) areas formadas principalmente por una masa de agujas de KCI.
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Electron Image 1 O Ka1 SiKa1

ClKat KKat Cu Kat

Figura 8-26 Mapeo elemental de la muestra usando EDXS en el SEM. Se puede ver
claramente dénde esta presente la contaminacion de KCl y un fondo de nanoparticulas

policristalinas de CuO alargadas.
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