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Resumen

En este trabajo desarrollamos un método novedoso para sintetizar cimulos fluore-
centes de plata al soportarles-en una matriz organica. Los resultados experimentales
inspiraron el estudio tedricercomputacional de las propiedades épticas de ctimulos de
plata neutros, desde 2 hasta 124tomos, coordinados a una molécula de tirosina (Tyr).

El método de sintesis propueste-ha demostrado ser efectivo, de bajo costo y rapido,
pues permitio obtener cumtlos fluorescentes en poco tiempo y con propiedades opticas
similares a las reportados por-otros grupos y en otros soportes. En particular, la carac-
terizacién éptica de los cimulos,obtenidos muestra maximos en las senales de absorcion
UV-Vis y en la emisién en buen-aeuerdo cen lo reportando en agregados con diferentes
soportes organicos.

La exploracion de la superficie des€nergia potencial para los cimulos en fase gas y
complejos se realizé6 mediante una estrategia de busqueda global estocéastica junto con
calculos basados en la Teoria del Funcional de la PDensidad. Los cdlculos de la energia
de adsorcion predicen que la coordinaciéon con la tirosina, Ag,-Tyr, favorece la estabili-
zacion de los complejos con niimero par de atomos de plata. Para los isomeros de menor
energia Ag, (n < 10), la forma general y las principales transiciones de los espectros de
absorcion calculados concuerdan bien con los reportados expérimentalmente en un am-
biente de Ar. Para determinar las interacciones mas importantes, entre cada cumulo de
plata y los grupos funcionales de la tirosina, realizamos un analisis«de, las interacciones
no covalentes. Los espectros de absorcion calculados para los complejos sugieren que
la tirosina modifica significativamente las propiedades épticas de log citnulos de plata
coordinados y afecta en mayor medida a los sistemas de menor tamane? os espectros
de absorcion éptica para los cimulos Ag,, en fase gas y complejos Ag,-TywSe-comparan
y discuten en detalle.

11



Abstract

We developed a novelamethod to synthesize fluorescent silver clusters in this work by
supporting them in an organie matrix. The experimental results inspired the theoretical-
computational study of thegoptical properties of neutral silver clusters, from 2 to 12
atoms, coordinated to a tyrosine~(Tyr) molecule.

The proposed synthesis methed-has proved to be effective, low cost and fast, since
it allowed to obtain fluoréscent clusters in a short time and with optical properties
similar to those reported “bysother greups and in other scaffolds. In particular, the
optical characterization of the\obtained clusters shows maxima in UV-Vis absorption
signals and emission in good agreement with those reported in aggregates with different
organic supports.

The exploration of the potential enérgy surfage for the gas phase and complex clus-
ters was performed using a stochastic global search strategy together with calculations
based on Density Functional Theory. Adsorption ewérgy calculations predict that coor-
dination with tyrosine, Ag,-Tyr, favors stabilization of @omplexes with an even number
of silver atoms. For the lower energy Ag, isomers (n < _10), the calculated absorption
spectra’ general shape and significant transitions agree wellswith those reported expe-
rimentally in an Ar environment. To determine the most relevant interactions between
each silver cluster and the tyrosine functional groups, we amalyzed the non-covalent
interactions. The absorption spectra calculated for the complexes suggest that tyrosine
significantly modifies the optical properties of the coordinated silyer\clusters and af-
fects the smaller systems to a greater extent. The optical absorptiofspectra for Ag,
gas phase clusters and Ag,-Tyr complexes are compared and discussed#in-detail.
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Capitulo 1

Marco teorico

1.1. Introduecion

1.1.1. Ctumulos: definicion e importancia

El término cumulo es utilizadosen distintos campos y contextos; en todos ellos,
haciendo referencia a un genjunto de objetos idénticos o de caracteristicas similares,
que se encuentran agrupades:i”En nanotiencia y ciencia de los materiales, la palabra
cumulo se utiliza para hacer referencia a’estructuras formadas por dtomos o moléculas
que se encuentran unidas entre si. A partirtde esto, es posible clasificar estructuras
como cumulos atomicos o cumulos@moleculares, de acuerdo al tipo de entidades que la
constituyen.

Los cumulos atémicos estan formados por ud miimero contable de dtomos. Por lo
tanto, el niimero minimo de atomos que conformaw™un cimulo atémico es 2. Si bien
no existe consenso sobre el nimero maximo de atemos, debido a la variabilidad de
las propiedades de los ctimulos de acuerdo al nimerogde) atomos, asi como del o los
elementos de la tabla periddica de los que se conformair, algunos autores asumen que
este valor es aproximadamente 107 [1,2].

Podria pensarse que una molécula es un cimulo y viceversa, puesto que ambas
entidades estan formadas por un numero finito de atomos; sin embargo, existen ca-
racteristicas importantes que los diferencian. Las moléculas se caracterizan por tener
composiciones especificas, y en la mayoria de los casos, estructuras_deéfinidas [3]. Se
encuentran disponibles en la naturaleza pues sus propiedades son fijadas_per ella y son
estables bajo condiciones de presion y temperatura ambiente. Debido arlargeometria
especifica de la mayoria de las moléculas, rara vez se presentan formas isomérieas. Asi-
mismo, en las moléculas los atomos se unen entre si por medio de enlaces covalentes
o i6nicos principalmente, y a causa de la interaccion débil con otras moléculasypor lo
general no se observa coalescencia entre ellas [4].



1.1. Introduccién

Por su parte, los cimulos pueden ser compuestos de cualquier ntimero de atomos.
Para un nimero dado de atomos puede existir més de una estructura estable, cada
unefcon una determinada geometria; de manera que la existencia de isémeros es una
caracteristica comuin. Se observa que a medida que el nimero de atomos incrementa,
también. 16 _hace el nimero de isémeros estables para una configuraciéon dada [3]. En
su mayoria, des cimulos son sintetizados en el laboratorio empleando métodos fisicos
y quimicos,*bajo condiciones controladas. Una excepcion a esto es el fulereno (Cgp), el
cual ha sido encontrado en la naturaleza [1,4]. La estabilidad en un cimulo depende de
factores como el pgamano, composicion, asi como del ambiente en el que son producidos.
En la practica, distinitos tipos de cimulos requieren ser soportados en matrices de
gases nobles a una témperatura definida [5,6], o en soluciones coloidales [7] para ser
estabilizados. Los enlages.mediante los cuales los atomos constituyentes de los cimulos
se unen son mas variados'gtie.en las moléculas; observandose aparte del enlace covalente
o el ibnico, otros como van'der Waals débil, metélico o covalente fuerte [4]. Finalmente,
distintos cimulos pueden interagtuar fuertemente entre si y dar lugar a la coalescencia
y formacién de una mayor estructuza.

Aunque cimulos y naneparticulas comparten caracteristicas semejantes, en realidad
son distintos. Al igual quedos ciimuloss las nanoparticulas se constituyen por agrega-
dos de atomos; su estabilidadesta sujeta a las condiciones en las que son producidas
y en consecuencia tampoco sen/abundantes. de manera natural en comparacién con
las moléculas. Del mismo modo; earecen dé composicién y estructuras definidas. Los
cumulos pueden ser considerados nanoparticulasde dimensiones infimas. En las prime-
ras etapas de los estudios sobre estas entidades; se~consideraba que las nanoparticulas
tenian dimensiones del orden de 10 a 100 nm, mientras que los ciimulos eran menores
a 1 nm [4]. En la actualidad no se puede afirmar estole manera categérica, pues se
desconoce un tamano exacto o nimero critico de atomos constituyentes a partir de los
cuales una estructura pueda ser clasificada como cimulé o nanoparticula. Ademsds, se
han podido sintetizar cimulos con tamanos mayores a 1 nm, @si como nanoparticulas
con tamanos de 1 a 2 nm [4]. Para distinguir entre ambas espécigs es necesario conside-
rar como cambian las propiedades de cada una a medida que varia el miimero de atomos.
En los cimulos se conoce el niimero de atomos que los conforman’ mientras que en las
nanoparticulas este nimero no se puede determinar con igual precision’ [4]. En cimulos
pequenos la adicién de un sélo atomo puede provocar una variacién considerable en sus
propiedades. A medida que los cimulos se hacen mas grandes, y el nuniéxo de atomos
es del orden de cientos o miles, sus propiedades varian de forma menos dréastica. Asi,
los cimulos se pueden reconsiderar como nanoparticulas cuyo tamano y composicion
se pueden conocer con precision atomica, y la evoluciéon de sus propiedades pueden
estudiarse un atomo a la vez [4].



1.1. Introduccién

El estudio de los materiales a distintas escalas ha permitido observar que por debajo
de los 100 nm, propiedades como el punto de fusién, potencial de ionizacion, actividad
catalitica, asi como caracteristicas dpticas y magnéticas, dejan de ser constantes para
mostrar_una fuerte dependencia con el tamano. A medida que las dimensiones se redu-
cen losniveles de energia se discretizan y emergen efectos cuanticos. Debido a que estos
efectos son méds pronunciados en cumulos pequenos que en nanoparticulas, suelen utili-
zarse otros nombres como nanoctimulos, superatomos, cimulos cuanticos, aglomerados,
entre otros [4,8]. Bn este trabajo nos referiremos a ellos simplemente como ctimulos.

Las propiedades‘emergentes que hacen diferenciar a cimulos y nanoparticulas han
motivado numerosas investigaciones en las ultimas cuatro décadas. Los resultados ob-
tenidos han hecho que losgctiimulos sean considerados intermediarios para entender lo
que sucede en la brecha gntre el régimen atémico y el de los materiales en bulto [1,9].

1.1.2. Cimulos de plata

Si bien pueden haber ciumules=de cualquier elemento de la tabla periddica, existe
un gran interés sobre los«ue estan formados por metales nobles como Ag, Au, Cu, Pd
y Pt, debido a que poseen propiedades/fisicas y quimicas inusuales, las cuales difieren
notablemente de las que se gbseérvan et materiales de dimensiones mayores como las
nanoparticulas metdlicas y de 1a escala micrométrica. Estas propiedades, en conjunto
con su tamano muy reducido, han_hecho de Jos cimulos de metales nobles sistemas
idoneos para el desarrollo de aplicaeiones techoldgicas ttiles en disciplinas como bio-
logia, medicina, catdlisis, tecnologia desimagenes{ entre otros [8,10,11].

En particular, los cimulos de Au y Ag tienen ‘Caracteristicas opticas que resultan
fascinantes. Mientras que las nanoparticulas de estosametales absorben luz en el ran-
go UV-Vis del espectro, debido al fenémeno de resonangia de plasmén superficial; en
los ciimulos ademés de la absorcion Optica, existen efectogs@omo fotoluminiscencia en
el rango del ultravioleta (UV) al infrarrojo cercano (NIR),@demads de propiedades no
lineales como absorcién de dos fotones (TPA) y generacién de'segundo/tercer arménico
(SHG/THG) [10]. Estas propiedades son resultado de la existencia.de'estados electréni-
cos discretos en los cimulos, y su dependencia con el tamano no esreScalable, es decir,
la adicién o remocion de un atomo provoca variaciones que pueden resdltar impredeci-
bles [12].
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Las propiedades dpticas de los nanociimulos de Ag (absorcién UV-Vis, fluorescencia,
TPA, SHG y THG) son especialmente atractivas para su uso en distintos campos, sin
embargo a la fecha se ha visualizado un mayor impacto en biologia, medicina e investi-
gaciowtelacionada con el medio ambiente. Estas propiedades y posibilidades han podido
ser mejorvexploradas desde hace menos de dos décadas, cuando fue posible sintetizar
cumulos de Ag en soluciones acuosas utilizando soportes organicos como tioles, polime-
ros, dendrimeres, ADN y proteinas [13,14]. Se ha observado que la interaccién entre los
cumulos metélicos#y los soportes organicos, influye en las caracteristicas propias de la
absorcién y emisiény que en consecuencia permite tener cimulos cuyas caracteristicas
Opticas pueden ser modificadas al variar las condiciones de sintesis: temperatura, pH,
concentracion de los“reactivos, etc.

1.1.3. Formacion 'dejagregados metalicos

En la elaboracion de naneéStructuras se identifican dos enfoques: Top-Down y
Bottom-Up [15]. En el primer tipo\as estructuras se construyen modificando objetos
de mayor tamano hasta llegar a aquellos con dimensiones en la nanoescala. A este tipo
de fabricacion pertenecen téetiicas comg'la litografia y la deposicién de peliculas delga-
das [15]. En los métodos de tipo)Bottom#Up se logra la estructuracién del nanomaterial
a partir de ensamblar componentes méas peguenos mediante el aprovechamiento de las
colisiones aleatorias de los componenites primiarios disueltos en algin solvente [15]. Para
la sintesis de ciimulos atémicos metalicos se han"tutilizado métodos de un tipo 1 otro, sin
embargo dentro de los de tipo Bottom-Up destacamlos conocidos como de via hiumeda,
los cuales consisten en reducir sales metélicas del elémento precursor de los ciimulos me-
diante agentes fisicos o quimicos en presencia de un agénte estabilizador en un solvente.
Algunos procedimientos de tipo via huimeda son la réduceion quimica, fotorreduccion,
los métodos de sintesis sonoquimica, electroquimica, asistida por microondas, por el uso
de soportes, asi como la reduccién por medio de microemulsiones [16]. El uso de un
agente estabilizador se hace necesario para asegurar la forma€ion de cimulos atémicos
en vez de nanoparticulas de mayor tamano, que es la tendencia natutal del método [13].

En especial el método de reduccion de sal metdalica es uno de dos mas comunes
en la sintesis de cimulos de metales nobles debido a su sencillez. ‘En_eSte método se
requiere de la sal metdlica precursora (AgNOj, HAuCly, etc.), el reductor (NaOH,
NaBHy, etc.) y el estabilizador [13]. El proceso de formacién de agregades, consta de
cuatro etapas principales: reduccidon, nucleacion, aglomeracion y estabilizacion, (Figura
1.1). La sintesis generalmente consiste en agregar una solucién con el ion‘precursor
a la solucién acuosa que contiene al soporte y reducir con agentes quimicos 0. fiSicos;
esto en distintos 6rdenes y variando parametros como la concentraciéon, cantidad‘de los
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réactivos, temperatura y/o pH de la solucién, asi como el tiempo de reaccién, a fin de
modificar el tamano y las propiedades 6pticas de los agregados. Muchos autores sub-
clasifican este método en base a los estabilizadores utilizados. Algunos de tipo organico
son: t16lés, ADN, dendrimeros, péptidos y proteinas [13,17].
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Figura 1.1: ¢gEsquema del proceso de formacion de agregados de Ag.

Por otra parte, varios getipos han mostrado la efectividad del uso de luz como
un buen agente fisico para redueir, sin la necesidad de implementar otro mas. Este
método constituye una propuesta limpia, no toxica y en algunos casos, més efectiva
que las tradicionales [16}7 Particularmente, en este trabajo se muestra evidencia de
que la combinacién de los métodos de'reduccién quimica y de fotorreduccion permite
obtener agregados con apreciables propiedades opticas.

1.1.4. Fenomenos 6pticos en cuimalos metalicos

Al fenémeno en el cual una especie atémica,osmolecular en estado excitado des-
ciende a su estado base irrandiando luz se le conote_¢omo luminiscencia. A su vez, a
ésta se le clasifica segtin el mecanismo por el cual la molécula fue inicialmente excitada.
De esta manera, hay un caso de fotoluminiscencia cuande la excitacion se da a través
de la absorciéon de energia de los fotones, es decir por irradiacién de luz UV, Visible
o IR sobre la molécula [18]. Dos de los mecanismos principales=de la fotoluminiscencia
son la fluorescencia y fosforescencia. En ambos procesos, la ‘energia absorbida por la
molécula es mayor que la energia emitida a través de luz. Como_ebnsecuencia, la lon-
gitud de onda de fluorescencia (Ag,) es mayor que la longitud degonda de excitacion
(Aexc) [18]. La diferencia entre los dos procesos es que en la fosforesgefigia hay un in-
tercambio en la multiplicidad del espin, lo que hace de la fosforescenc¢ia.tin fenémeno
de mayor duracién comparado con la fluorescencia. Por esta razén, los matertales fosfo-
rescentes pueden continuar con la emision, atun después de que se les deje dedluminar.
Una manera de representar los procesos de relajaciéon de una molécula en el ferémeno
de fotoluminiscencia es a través de una diagrama de Jablonski, el cual reine tanto a
procesos radiativos como no radiativos, tal como se muestra en la Figura 1.2.
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Figura 1.2: Diagrama de Jablofiski que ilusfra los procesos de des-excitaciéon de una molécula a
través de transiciones radiativassy uo radiativas.

En una molécula existen estades electronitos (n), vibracionales (v) y rotacionales
(J). Las magnitudes de las energias ¢orrespondientes a cada tipo de estado: E,, E, y
E;, respectivamente, guardan la siguiénte relacién de orden:

E,> E,> Ej. (1.1)

En el esquema de Jablonski los estados singuletes o con multiplicidad igual a uno se
denotan con S,,, mientras que aquellos con multiplicidad igual’a tres se representan con
T,,; donde n es un entero asociado al nivel ocupado. Cuando una molécula en su estado
base Sy, es excitada absorbiendo fotones, es llevada a un nivel electronico mas alto, por
decir S1, quedando en el nivel vibracional més alto. A partir de aqui, hay diferentes vias
a través de las cuales la molécula puede regresar a Sy. Por lo regular; uia molécula no
se mantiene por mucho tiempo sin perder energia. Las colisiones conwetras moléculas
circundantes provocan pequenas pérdidas que hacen que pueda descendér. a ocupar
niveles vibracionales. Esto se conoce como relajacion vibracional y en el diagrama de
Jablonski es representado por las lineas de tipo ~~. Después de haber descendide algunos
niveles vibracionales, si la molécula regresa a Sy sin emitir radiacién se tiene un\caso de
conversion interna, por el contrario, si hay emision se tiene el fenémeno de fluorescencia.
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FPambién puede suceder que estando en el nivel Sy, la molécula sufra un cambio en la
multiplicidad de espin, y en consecuencia pérdida de energia; por ejemplo, yendo ahora
al estado T7. A esto se le conoce como cruce intersistemas. En T, la molécula puede
tambiét_regresar a Sy. Si lo hace emitiendo luz se tiene un caso de fosforescencia, de
caso contrario se tiene nuevamente un caso de cruce intersistemas.

1.2. Antecedentes

1.2.1. Observacién de fenémenos opticos en nanoestructuras

Existe evidencia dé.que los efectos Opticos asociados a nanoestructuras de metales
nobles han sido observades”desde el siglo IV a.C., pues se tienen vestigios de vidrios
y ceramica en donde era ‘utilizado oro coloidal como colorante en tonalidad rojiza.
Un ejemplo mas reciente es‘el de la Copa de Licurgo del siglo IV d.C., famosa por
la coloracién rojiza o verdosa‘quesadopta dependiendo de la direcciéon en la que es
iluminada, la cual esta relacienada con la presencia de nanoparticulas de oro y plata en
el vidrio en la que fue construida. Ahera’se sabe que la coloracién de los caracteristicos
vitrales de muchas catedrales genstruidas.«durante la Edad Media, se debe a la absorcion
de ciertas longitudes de onda de 1a luz blancasincidente, por parte de las nanoparticulas
de oro y plata que estan contenidas_efi el vidzio1,19]. Luego en el siglo XVII tuvo auge
el Purpura de Cassius, formado a baSe)de naneparticulas de oro y 6xido de estano, como
colorante para objetos de vidrio [10]/En 1857, Michael Faraday sintetizé una solucién
de oro coloidal 6pticamente activa hasta nuestros/dias, usando fésforo para reducir
acido clorodurico (HAuCly) en éter dietilico; y en 1925 Richard A. Zsigmondy recibi6
el Premio Nobel de Quimica por su contribucién al estudio de los coloides, habiendo
previamente sintetizado oro coloidal en formaldehido, y~observado particulas de oro en
1903 con su ultramicroscopio construido junto con Henry Si€dentopf en 1902 [10].

1.2.2. Ctumulos de Ag en matrices de gases nobles

En 1974 Uwe Kreibig observé transiciones electrénicas discretad, e/inclusive una de
las primeras evidencias de fluorescencia a 280 nm, al estudiar el efecto de la temperatura
en la funcién dieléctrica de nanoparticulas de plata irradiadas con distintas longitudes
de onda [20]. Sin embargo, fue Ozin quien en 1978 produjo los primeros ciimulos de Ag,
(n = 2 —5) logrando la agregacién de los atomos de plata en matrices de Ar & bajas
temperaturas (10-20 K), utilizando luz ultravioleta de 315 nm y reportando e§pectros
de absorcion discretos [5].
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En 1990 Harbich et al. realizaron el primer estudio enfocado en el analisis de la
absorcion y fluorescencia de ciimulos de plata (Ags y Ags). Para esto utilizaron la técnica
de ptlyerizacion catddica al hacer incidir un haz de iones Kr* de alta energfa sobre una
placdde_Ag; los iones desprendidos atravesaron un analizador de masas cuadrupolo con
el objetive de que solo aquellos con la masa adecuada fueran depositados en una placa
de zafiro'o GaFs, la cual se encontraba en un ambiente de gas Kr a una temperatura
de 10 K; sitio.en el que electrones de baja energia (2 eV) neutralizaban a los iones y
daban lugar a dosetimulos. Para la excitacién luminosa utilizaron lamparas de deuterio
y tungsteno que proporcionaron un rango de excitacion entre 200 y 800 nm. El espectro
UV-Vis para Ag, m6strd bandas de absorcion en 271, 281, 390 y 407 nm, y se asocid
fluorescencia en 2977453 y 506 nm a excitaciones de 271 y 281 nm, mientras que la
absorcion en 390 nm predujo emisiones en 453 y 506 nm, y la absorciéon en 407 nm causé
emision en 485 nm. Por styparte para Ags las bandas de absorcién se encontraron en 331,
364, 402, 421, 458 y 514 nimgmientras que las distintas bandas de emision se centraron
381, 560 y 626 nm para distintos-yalores de longitudes de onda de excitacién [6].

En los anos siguientes continuaren las investigaciones sobre la respuesta éptica de
cumulos de Ag y Au en métrices*de gases nobles a bajas temperaturas, los cuales se
consideran cumulos aisladés=En 1991 Harbich et al. repitieron la metodologia anterior
para sintetizar Auy, y Auz enfuna matriz de Ar a 10 K, y caracterizar sus espectros de
absorcién y emision, en su reporte.destacaronm'que la luz emitida por las nanoestructuras
tenian una coloracion rojiza. La ‘abSorcion para Auy se encontraba entre 215 a 347 nm
con picos dominantes en 299 y 347 nm, mientras que las sefiales méas intensas para
la emision se localizaron en 665 y 810/nm. Para~Aus se observaron senales para la
absorcién entre 233 y 458 nm, mientras que la emisién se podia observar entre 510 y
820, con senales prominentes en 510 y 660 nm [21], en 1992 completaron la sintesis
de cimulos selectos de plata de al menos 5 y hasta 39atomos matrices de Ar, Kr y Xe:
Ag, (n=5,7-9,11,20,23,27,34, 35,39) [22,23].

Harb et al. hicieron un estudio experimental y tedrico.de los cimulos Ag, (n =
4 — 22). Sintetizaron los cimulos de plata en matrices de Ar a/28 K y caracterizaron
los espectros de absorcion UV-Vis dentro del rango de 2.5 a 5.5 eV+El estudio tedrico
consistié en la busqueda de minimos globales para los cimulos Ag,, (n= 4—22), usando
la Teoria del Funcional de la Densidad. Posteriormente, a los minimes.globales encon-
trados se les realizaron cédlculos de estado excitado mediante la Teoria'del Funcional de
la Densidad dependiente del tiempo [24]. En esta misma direccién, uno ‘delos estudios
tedricos mas exhaustivos fue el hecho por Chen et al., quienes exploraron la geometria
de los primeros 99 cimulos de Ag,, (n =2 — 99) con métodos basados en laTeoria del
Funcional de la Densidad [25].

Es importante senalar que este campo de investigacion sigue siendo activo hasta
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nliestros dias, pues por medio de la sintesis en gases nobles, se busca entender la na-
turaleza de los ciumulos de plata aislados, asi como la influencia de los distintos gases
nohléssen sus propiedades épticas [26]. Sin embargo, desde hace dos décadas, ha habido
interés™por sintetizar de cimulos de plata en soportes distintos a los gases nobles, como
zeolitas, polimeros, tioles, dendrimeros y de manera maés reciente en biomoléculas, entre
las que destasan ADN, proteinas y péptidos [13].

1.2.3. Sintesis de cimulos de Ag y otros metales nobles en
proteinas

La sintesis de cimuloside plata en soportes de proteinas ha significado la obtencién
de nanoestructuras con €aracteristicas notables como la compatibilidad con sistemas
in vivo e in vitro. Por otro=parte, desde la primer obtencién de ctimulos fluorescentes
de plata en soportes de proteintas, se evidencié que el método resultaba amigable con
el ambiente y de bajo costo. A'continuacion se revisan algunos antecedentes sobre la
sintesis en los principales soportes-conformados por proteinas, junto con las aplicaciones
que han sido desarrolladas”@ partir de ellos.

Albumina de suero boving \(BSA)

Los primeros en sintetizar agregados de plata y oro en albumina de suero bovino, y
en general en proteinas, fueron Le Guéyel et al#[27]. Para los agregados de plata, usando
AgNOj3 como precursor y NaBH, comostreductor géncontraron que estaban compuestos
de 8 atomos con emisién en 685 nm. También reportaren la influencia de la temperatura
y exposicion a la luz en la concentracion de los agregades.

Posteriormente, Mathew et al. sintetizaron utilizaron la proteina albimina de suero
bovino (BSA) para sintetizar especies de Agy; (Ags@BSA), eon emisién también en 685
nm, observable a simple vista [28], con un rendimiento cudntieo.de 10.71 % y estabilidad
ante variaciones del pH de 1 a 12.

El procedimiento de Mathew et al. para sintetizar los cimulos Ag;5 en BSA consiste
en agregar 5 ml de AgNOj3 al 10 nM, a una solucién de BSA, preparada previamente
al agregar 250 mg de BSA en 5 mL de agua destilada. A la solucion'dé BSA y AgNO;
se le agregan los siguientes reductores: 0.3 mL de NaOH al 1 M, y NaBH}j al 10 mM.
Estas ultimas se agregan por goteo hasta observar que la solucién cambie hasta un tono
rojizo. El cambio de coloracion indica la formacion y presencia de los camulog”de plata.
Las fotografias en la parte inferior izquierda de la Figura 1.3 muestran las graficas de
absorciéon del soporte BSA y los ciimulos Ag15@BSA. A la derecha se observa el aspecto
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dé la solucién fluorescente al ser estimulada por luz UV, un esquema de la reaccién para
la formacién de los cimulos y los espectros de excitacién y emision de Ag;s@BSA [28].
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Figura 1.3: (izquierda) Esp€ctros de absorcién UV-Vis de BSA (negro) y Agi5@BSA (rojo);
en el recuadro ampliado se senalafilos picos caracteristicos en 415, 485 y 680 nm (A). (derecha)
Espectros de excitacién y de fluoreseencia del Ags@BSA y aspecto de la solucién bajo iluminacién
con luz blanca y UV. Imédgenes adaptadas de J. Mater. Chem. 21, 11205 (2011), Copyright: The
Royal Society of Chemistry.

El grupo de Lu et al. utilizando los mismos reactivos, obtuvo agregados de Ag que
emitian en 634 nm cuando eran ¢xcitades’con 400 nm [29]. Ademds, caracterizaron su
tamano en alrededor de 1.5 nm § desarrollarow-una prueba para la deteccién de iones
de Hg*" por apagado de fluorescengia) con unlimite de deteccién de hasta 4.87 x 1078
M.

Otro uso de los agregados de plata para la deteceion fue el hecho por Patel y Mohanty
[30], al detectar HyO4 hasta un limite de deteccién de’50 M. Por su parte Chen et al.
utilizaron agregados de plata en BSA para detectar lapreSencia de cistina, homocistina
y glutationa, con limites de deteccién en 8.1 x 1078 M, 1.0 x 107®* M y 1.1 x 107¢
respectivamente, utilizando NaOH y NaBH,.

La funcién del BSA tanto como agente estabilizador y reductor, quedaron de ma-
nifiesto con el trabajo de Zhang [31], sintetizando primero nanoparticulas y luego, ob-
teniendo los agregados. La emisién de estos cumulos fue medida en aproximadamente
584 nm (emisién en verde) y fueron usados también para la deteccién’ d€ iones Hg?™.

Las aplicaciones de ciimulos de plata en BSA también han permitido.dracer pruebas
méas alla de la deteccion de iones o compuestos. Por ejemplo, Yu et al sintetizaron
agregados de 13 dtomos, con emisién en 625 nm bajo excitacion de 480~y en los
que el mecanismo de luminiscencia permitia la creacion o excitacion de Oy enrestado
singlete, que al transferir energia podian eliminar la célula cancerigena MCF=7T [32].
Por otro lado, el cimulo AgyS en BSA, con emisién entre 500 y 1500 nm (Visible y

10
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NTR), ha sido utilizado como un sensor de impermeabilidad de las paredes de las células
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK), una linea celular modelo de mamifero utilizada
en la investigacién biomédica [33].

Mezcla-de:proteinas

Un tipo desstudio particularmente interesante ha sido el realizado en ambientes que
constan de variaglproteinas. Por ejemplo, Shao et al. [34] sintetizaron agregados tanto
de Au como de Agren un soporte de membrana de cascarén de huevo de gallina ( Eggshell
Membrane, ESM)] ¢on el fin de obtener una plataforma de estado sélido diferente de
los soportes acuosos‘que tradicionalmente se habian estado empleando.

Ag*/ ESM Room light uv

Figura 1.4: Esquema del método de Shao.eth, al. para lasintesis de ciimulos fluorescentes de plata
en ESM. Imagen adaptada de J. Mater. Chem. 21, 28637(2011), Copyright: The Royal Society of
Chemistry.

El método de Shao et al. para la sintesis de cumul@s\fluorescentes de plata consta
de dos etapas. En la primera se preparan los soportes para la.sintesis lo cual inicia con
la extraccion manual de las membranas de los cascarones.‘Déspués, las membranas se
desnaturalizan al hervir en agua doble destilada, y finalmente\s¢/dejan en agua durante
48 horas a temperatura ambiente. En la segunda etapa, pequenassmuestras de ESM
se impregnan del ion precursor al sumergirse en la solucion de AgNQj3 durante cinco
minutos. A fin de analizar el efecto de la concentracion del precursorendas propiedades
Opticas de los cimulos, se probaron concentraciones de entre 100 mM«¥.0.2 M. Para
la reduccion se emplean cualquiera de los agentes reductores siguientes:;*NaOH al 2
M mediante sumersion durante 30 minutos, NaBH, al 1 mM durante un tiempo de
12 a 24 horas; o por exposicién durante 6 horas a luz UV de 365 nm, proveniente de
una lampara de mercurio de 6W de potencia, ubicada a una distancia de 1%em. De
acuerdo a lo encontrado, el reductor que dio los mejores resultados fue el NaOH. Un

11
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esquema de la segunda etapa del método de Shao et al. se muestra en la Figura 1.4,
mientras que el producto de este método de sintesis se puede observar en la Figura 1.5.
Bajo una iluminacion de 365 nm, las muestras de ESM tienen una emisién en color
verdé;miientras que aquellas que contienen ctiimulos de plata (Ag-ESM) muestran una
coloracion rojiza. Al caracterizar 6pticamente las Ag-ESM, se encuentra que el espectro
de emisién, estimulado por una longitud de onda de excitacion de 480 nm, esté centrado
en 702 nm [34)¢

Intensity (a.u.)

600 700 800
Wavelength (nm)

Figura 1.5: ESM bajo luz blanca (izquierda), con emisién fluorescencia debido a la presencia
de cimulos de plata (centrd)'y espectros.de fluorescencia del soporte ESM y Ag-ESM (dere-
cha). Imégenes adaptadas dé“T_Mater. Chem. 21, 2863 (2011), Copyright: The Royal Society of
Chemistry.

Con su método de sintesis, Shaowet ali probaron la eficiencia del NaOH y de la
fotorreduccion en la formacién de agregados ¥ obtuvieron una especie de papel sensor
con el que pudieron detectar concentrationes de(Hg?" mediante su inmersién en agua
con presencia del metal. La metodologia de sintesissfie repetida también con trozos de
capullo de oruga y plumas de pato para la sintesis de agregados de Au. Es importante
mencionar que la interaccién de proteinas como queratifiay coldgeno y eldstina presentes
en estos soportes son los que permitieron éxito en la obtencién de los agregados [34].

Otro estudio de este tipo fue el realizado por Li et al. Estesgrupo obtuvo ciimulos
fluorescentes de Au y Pt con un método que consistié en agregar un agente precursor
de manera directa (HAuCly o HoPtClg), en 5 mL de clara de huevo diluida en agua
en una proporciéon 1:1. Para todos los casos, la reduccion se hizo al agregar 1 mL de
NaOH al 1.0 M. Un aspecto que destaca en el trabajo de Li et al. es'gde,pudo obtener
cumulos de Au luminiscentes en tres tonalidades distintas al variar la.concentracién
molar del precursor HAuCly; al 10.0 mM obtuvo emisién en tonalidad Toja, 5.0 mM
propicié luminiscencia en tono rosa, y al 1.0 mM en color azul. Por tltimo,“astravés de
un procedimiento de enfriamiento obtuvo muestras en polvo sin perder la capagidad de
emision de fluorescencia. Un aspecto de las soluciones y muestras en polvo con ctimulos,
luminiscentes se muestra en la Figura 1.6 [35].
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1.2. Antecedentes

Figura 1.6: Cumulos fluores Pt sintetizados por Li et al. Muestras del sistema

~de A
cimulo-proteina en solucién (a) rEa sélida (b b iluminadas por luz blanca. Fluorescencia emiti-

da por las muestras en solucién ( forma a (d) bajo una longitud de onda de excitacién
de 365 nm. Imégenes adaptadas de lwoscale @?tt. 8, 1 (2013), Copyright: Springer Open.

Los métodos descritos hasta ahoerieron c@ referencia para desarrollar la me-
todologia que se propone en este trabafjo. Se tom cuenta la eficiencia del AgNOj
como precursor para la obtencién de los cimulos dj%x, y se partié de las concentra-
ciones y proporciones sugeridas en los trabajos previos@ta encontrar las que fueron

las indicadas para nuestro procedimiento de sintesis. ;

Otras proteinas y enzimas ca

En esta direccion hay un trabajo notable en el que Yu y %n [36] lograron

la sintesis de agregados de Ag en la proteina Nucleolin como me racelular que

consta de més 700 aminoécidos. Los autores lograron tenir algunas c gracias a la
emision obtenida que iba en el rango de 500 hasta 700 nm, al excitar co isién en el
azul [36]. Sin embargo, mencionan que la estabilidad no era la deseada y o aron de

la fluorescencia presentaba una duraciéon de alrededor de 3 dias.

Por otra parte, Narayanan y Pal sintetizaron agregados de aproximadamen ‘1 nm
en la enzima CHT (a-cimotripsina bovina pancredtica) reduciendo con NaBH, y obte-
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1.3. Objetivo general

niendo emision en 685 nm cuando habia excitacién con luz azul de 500 nm. Es notable
queen_este trabajo, se utilizé el Modelo Jellium Esférico para hallar una estimacion
del#amano de los agregados en base a la energia de emisién [37].

Actualmente el conocimiento sobre las estructuras y propiedades fisicoquimicas de
cumulos*metalicos, y la exploracién de sus potenciales aplicaciones, se ha obtenido de
investigacienes con enfoques experimentales y tedricos. A través del desarrollo y refina-
miento de métodos de sintesis se pueden obtener ciimulos precisos de alta pureza, cuyas
caracteristicas‘puéden ser aprovechadas para aplicaciones especificas [12]. Los métodos
de sintesis se complementan con numerosas herramientas de andlisis para conocer la
morfologia y compésicién de las estructuras obtenidas, asi como para caracterizar sus
propiedades 6pticas, magnéticas y cataliticas. En complemento a la investigacion expe-
rimental, los modelos tedricos permiten elucidar sistemas de interés, asi como disenar
o predecir otros nuevos con.Caracteristicas optimas para aplicaciones especificas.

El estudio de los cimulog”fluorescentes de plata fue abordado desde el ano 2015
en la DACB-UJAT con el disenio de un método de sintesis propio, utilizando como
soporte de membrana de cascarémde huevo de gallina (Eggshell Membrane, ESM). Las
principales ventajas de las’muestras obtenidas en esos primeros estudios fueron el bajo
costo, debido a la alta dispenibilidad de _los materiales de sintesis, y la rapidez en la
obtencion del producto deseadoy En esté trabajo pionero también se propuso un modelo
tedrico simple basado en una partfeula en wh pozo de potencial cuadrado infinito. Como
resultado de este trabajo se encofitzé, una correspondencia entre el tamano reportado
por diversos autores de los cimulos<aproximadamente 2 nm) y las longitudes de onda
de excitacién y fluorescencia observadas en la caracterizacion experimental [38].

1.3. Objetivo general

Este trabajo tiene como objetivos generales abordar el‘estiidio de los ciimulos fluo-
rescentes de plata soportados en proteinas desde las perspectivas.experimental y tedrica:

1. En la perspectiva experimental el objetivo es desarrollar Wn método innovador,
rapido, sencillo y de bajo coste para sintetizar cimulos fluerescentes de plata
soportados en albiimina de huevo.

2. En el plano tedrico-computacional el objetivo es estudiar las propiedades estruc-
turales y épticas de los complejos Ag,-Tyr (n = 3 — 12) desde un punte de vista
fundamental como una aproximacién al estudio de los sistemas reales obgérvados
en la sintesis de camulos fluorescentes.
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1.4.

Objetivos especificos

Tomando en cuenta los objetivos generales, a continuacion se enlistan los objetivos

especifigos, experimentales y tedricos.

Objetivos experimentales

1.

Desarrollazin método de sintesis de cimulos de plata, soportados en una matriz
de proteinas en solucion acuosa, con emision de fluorescencia a simple vista.

. Disenar un arréglo experimental para la caracterizacién de la longitud de onda de

la senal de fluoréseencia emitida por los cimulos plata sintetizados.

Caracterizar las propiedades 6pticas de los cimulos sintetizados (absorciéon UV-
Vis y espectroscopia desluorescencia).

Caracterizar el tamano dée_los\cimulos mediante la técnica de microscopia HR-
TEM.

Comparar las caracteriSticas de los.cimulos fluorescentes de plata obtenidos con
los resultados reportados €n la literatura.

Objetivos tedrico-computacionales

1.

Determinar las estructuras de menor energia_para los cimulos Ag,, (n = 3 — 12)
y complejos coordinados Ag,-Tyr (n = 3 — 12).

. Estimar los descriptores de estabilidad estructuralhdenominados Potencial Verti-

cal de Ionizacion y Afinidad Electronica Vertical ‘para, los cimulos y complejos
coordinados.

. Determinar las interacciones no-covalentes presentes en los comiplejos coordinados.

Calcular los espectros de absorcién UV-Vis para los cimulos y. eomplejos coordi-
nados.

Comparar las propiedades de los ciimulos y complejos coordinados_cen los repor-
tados en la literatura.
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Capitulo 2

Sintesis y caracterizacion de
cumulos de plata en solucion de
albimina de huevo

2.1. DMateriales y‘'métodos

2.1.1. Sintesis

El método con el que fueron' sintetizddes los ctimulos fluorescentes de plata fue
inspirado en tres trabajos previos: Isa sintesis*de ciimulos fluorescentes de plata sopor-
tados en la membrana de cascaron” de hueve de gallina (Eggshell Membrane, ESM),
desarrollado por Shao et al. [34]; la obtencion de‘cimulos fluorescentes de Agy; en una
suspension acuosa de albumina de suero bovino,‘realizado por Mathew et al. [28]; y el
método desarrollado por Li et al.para sintetizar cimulos fluorescentes de Au y Pt en
una mezcla de proteinas (clara de huevo de gallina). lsos.tres métodos se caracterizan
por ser mas rapidos que otros llevados a cabo y en el casé de los de Shao et al.y Li et
al., por ser de bajo costo, al utilizar materiales de alta disponibilidad.

Para realizar la sintesis se requirieron los siguientes reactivos: Agua bi-destilada
marca RMP S.A. de C.V., Albumina de huevo en polvo ProWinner, AgNOj5 cristalizado
J.T. Baker, NaOH comercial Dimeli, NaBH, Sigma-Aldrich y acido nitrico al 15 %.

El método consiste de dos etapas. En la primera se obtiene el sopertesde proteinas o
solucion de albiimina sobre el que se sintetizan los cimulos de plata. La‘concentracion
de esta solucién es de 5 mg/mL, de manera que para la preparacién de 4Qxmililitros de
solucion, se colocaron 200 mg de albiimina en polvo en el vaso de precipitadoiy.se vertio
agua destilada hasta completar el volumen requerido. Esta mezcla se agitowvigorosa-
mente durante 20 minutos a una temperatura de 50 °C sobre un agitador magmnético
Thermo Fisher Scientific SP13101033Q. La mezcla obtenida fue centrifugada diirante
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2.1. Materiales y métodos

5"minutos a 600 rpm para sedimentar los componentes mas pesados. Con la albiimi-
fla centrifugada se prepard una solucién acuosa al 40 %, la cual es la solucién final de
alb@#mina de huevo para la sintesis de los cimulos. Los reactivos restantes, AgNO3 al
10 mM NaOH al 1 M y NaBH, al 10 mM fueron preparados de la manera habitual,
mediantevdisolucién y agitacion en los volumenes proporcionales de agua destilada a

una temperatura de 40°C para facilitar la disolucion.

Figura 2.1: Sintesis de cimulds de plata: albimina de huevo en reposo (a) y en agitacién (b).
Albuimina con todos los reactivos,agregadosy en agitacién (c). Aspecto final de la solucién con
cimulos de Ag (d). Durante toda la reaccign la solucién fue iluminada con luz UV.

Una vez que se tienen los reactives, la sintesis de los cimulos fluorescentes se obtiene
al colocar 5 mL de la solucién de albumina ens€lsvaso de precipitado en agitacion bajo
la iluminacién de una lampara LED de 394 nm.-A continuacién se agregan uno por
uno, mediante goteo, los demas reactivos en el ordénesiguiente: 1 mL del AgNO3 a 10
mM, 0.3 mLL de NaOH a 1 M y 0.05 mLL de NaBH&+10 mM. Durante el tiempo de
reaccion, el cual lleva de 3 a 4 minutos, se observa el cambie de coloracién de la solucion,
desde un color verde claro bajo la iluminacién de la lampara a uno rojizo, el cual es
el indicador de la presencia de los cimulos de plata en la solueién. Cuando la solucién
alcanza esta coloracién, se agregan dos gotas de HNOj par, detener la reaccién de
reduccion y de este modo conservar los cimulos evitando la agloméracion y formacion
de nanoparticulas no fluorescentes. Después de la sintesis, la solicion se deposita en
viales para su conservacion. El aspecto que toma la solucion durante la reaccion se
observa en la Figura 2.1.
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2.1. Materiales y métodos 18

-1.2. Espectrofluorometria

A
w aracterizacion del espectro de emisién de los cimulos de plata requirié de la
cons i6n de un arreglo éptico de fluorescencia. En la Figura 2.2 se muestra el dia-

grama @arreglo disenado.
d\ . Filtro
/ Monocromador

Sensor

Espectrémetro
Muestra b | UV-Vis
I Newport
OSM-100

% i
e E PC

Fuente de
luz UV ‘y

Figura 2.2: Diagrama de thlco la caracterizacién de la fluorescencia.

Una muestra de la solucién de albi a con ulos recién sintetizados fue colocada
en una cubeta de fluorescencia de cuarzo. A fin islar la muestra de cualquier otra
fuente luminosa distinta de la fuente excitadora y misma emision, se construyo
un moédulo de forma cibica para su colocacion. En ara del modulo se coloco la
lampara UV y en una cara adyacente se adapto el sex@ receptor de la luz emitida.
Entre la cubeta y el sensor fue colocado un filtro monoc@\or para evitar que las

a @ el sensor. La cubeta

excitadora y el sensor

frecuencias correspondientes a la lampara fueran captad
se mantenia en el centro del médulo; de esta manera la fuen
recolector estaban colocados de manera que formaban un dngul o entre ellos, tal

>
6@0
Q
O

.

como se observa en la Figura 2.3.
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Detector

Figura 2.3: Moédulopara la colocacion de la cubeta y caracterizacion de la muestra.

Después de la colocacion deé,la cubeta dentro del mdédulo, este era cerrado en su
parte frontal durante las mediciénes. La senal de emisién recibida por el sensor de fibra
Optica era analizada por un espectrémetro 6ptico UV-Vis Newport OSM-100, el cual
era conectado via USB a uma computadora Acer Aspire con sistema operativo Windows
XP. Los parametros de mediciéon, visualizacion del espectro obtenido y obtencion de los
datos se controlaban con el (Seftware @SM-Analyst propio del espectrémetro. En la
Figura 2.4 se observa el arreglo=6ptico désgrito anteriormente.

Espectrometro UV/Vis
Newport OSM-100

~Médulo para ’

racterizacion-

=4

Figura 2.4: Disposicion de los instrumentos de iluminacién, sensado y recolecciéon deglos datos en
la caracterizacion de fluorescencia de los cimulos en solucién de albimina.
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2.1. Materiales y métodos 20

271.3. Espectroscopia de absorcion UV-Vis

Bl principio que rige la caracterizacion de los espectros de absorcion es relativamente
simple=un haz luminoso de longitud de onda X e intensidad inicial I} entra en una
muestra del material a estudiar (Figura 2.5).

R F----»

[

Figura 2.5: Representacion desla=muestra a caracterizar por Espectroscopia UV-Vis.

Debido a la composiciony.concentragion molar de la muestra, y a la longitud de
camino éptico recorrido al atravesarla, ‘eldlaz atenuado abandona la muestra con una
intensidad Iy, en donde I} > I,./La_magnifud.que relaciona a ambas intensidades es la
transmitancia T()), definida como;

_ Iy

B0) =7

(2.1)
En vias de establecer una relacién entre la atenwacion del haz y la composicion y
concentracion de la muestra se define la absorbancia A(X) como el logaritmo de base
diez del cociente entre las intensidades del haz entrante y del saliente:
IO
A(N) = log f = —log T(\). (2.2)
A
La ley de Beer-Lambert relaciona a las intensidades a través deda absorbancia con el
coeficiente molar de absorcién €(A), asi como con la longitud de caniine Gptico [ dentro
de la muestra y la concentracion molar ¢ de la misma:

AN) = e(N)el, (2.3)

en donde €(\) expresa la habilidad de una molécula de absorber luz en “wp~solvente
dado [18]. La relacién entre €(\) y la fuerza de oscilador f estd dada por:

2
PN S gy
f= 2303NA7r62n /e(l/)du, (2.4)
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en_donde m, y e son la masa y carga del electrén respectivamente, ¢y es la velocidad
de la luz, n el indice de refraccién, N4 el nimero de Avogadro y 7 el nimero de onda.

Para la caracterizacion del espectro de absorcién UV-Vis de los cimulos en la solu-
cién degalbimina, la muestra fue preparada al hacer una solucién al 40 % en volumen
de la solucién con cumulos, disuelta en agua destilada. La absorcion de la albimina sin
cumulos también fue caracterizada. Todas las caracterizaciones de absorcién UV-Vis se
realizaron engin espectrofotometro UV-Vis Varian Cary 300 alojado en el Laboratorio
de Nanomateriales Cataliticos Aplicados al Desarrollo de Fuentes de Energia y Re-
mediacion Ambiéntal del CICTAT, perteneciente a la Division Académica de Ciencias
Basicas de la UJAT (Higura 2.6).

Figura 2.6: Espectrofotémetro para caracterizaciéon UV-Vis\Varian Cary 300 y PC.

2.1.4. Microscopia HRTEM

Para la estimaciéon de la distribucion de los cimulos sobre las mu€stras, explora-
cién de la morfologia, tamano y posible estructura cristalina, se utilizodagtécnica de
Microscopia Electrénica de Transmision de Alta Resolucién (HRTEM). Un mieroscopio
HRTEM esencialmente esta formado por una columna en el que en su parte stipérior se
encuentra la fuente de electrones, un filamento de donde son desprendidos los electro-
nes que atravesaran la muestra, lentes magnéticas que direccién los haces de electrones,
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ctores para la recepcién de los electrones reflejados y/o emitidos por la muestra
esbudiar y una pantalla en la que se forman las imagenes formadas por los electro-
nes£ jados y/o. La fuente de electrones puede ser tipo termo-iénica o de emisién de
campeo. Cuando los electrones salen de la fuente, son acelerados al aplicarles una dife-
rencia tencial de alta intensidad, y el haz es dirigido hacia la muestra a través de

< , . .,
muestra: el de los electrones a través de la muestra, la retrodispersion (que algunos

las lentes n@tico& Diferentes efectos pueden surgir cuando los electrones llegan a la
electrones rebgtensen la muestra), o que el choque del haz propicie el desprendimien-
to de electrones misma muestra (desprendimiento de electrones secundarios). La

’

medicion de la en 1@ éstos es la que permite crear una imagen de la morfologia de
es %sis se emple6 un microscopio JEOL JEM 2100 de emision

la muestra. En nu
termo-ionica con filam de LaBg, el cual estd alojado en el del Laboratorio de Inves-
tigacién y Microscopia Snica Avanzada del Centro de Investigacién en Ciencia y

Tecnologia Aplicada de Ta €0, UJAT-DAIA, el cual se muestra en la Figura 2.7.

|\

Figura 2.7: Microscopio HRTEM JEOL JEM 2100. @

La preparacién de la muestra consistio en la deposicion de una gota de@ ucion con
cumulos de plata, previamente disuelta al 50 % en agua destilada, sobre jilla de
cobre con recubrimiento de grafeno de 3.05 mm de diametro. Posteriormente; cado
de la muestra se realizé por evaporacién a temperatura ambiente durante 24=horas.
Para la toma de las micrografias, el microscopio fue operado a 200 kV. Las técnicas
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utilizadas fueron TEM en campo claro y difraccion de electrones de area selecta. La
magnificaciéon maxima en modo TEM fue de 1500000X.

2.2. (\Resultados experimentales

2.2.1. Emision de fluorescencia

En la Figura 2.8)yse muestra el aspecto que tiene la solucion de albimina en la que
han sido sintetizados™os cumulos de plata. El fenémeno de emisién de fluorescencia es
evidente a simple vista, lo_cual indica la presencia de los referidos ctiimulos.

Figura 2.8: Solucién fluorescente de albimina con cimules de plata. Bajo luz blanca (izquierda)
e iluminada por una ldmpara LED UV de 412 nm (derech®).

Otro aspecto de la solucion de albimina con dispersiéon de cumulos de plata se
observa en la Figura 2.9. Las muestras de la figura se obttyieron al depositar unas
gotas de la solucién sobre un portaobjetos de vidrio y dejaride~evaporar por 24 horas
a temperatura ambiente, siguiendo el método de preparacién de muestras para anélisis
por microscopia HRTEM. Se pudo confirmar que existe estabilidad.de\a solucion y esta
contiene cimulos fluorescentes después de la deposicion.
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Figura 2.9: Solucién defciinulos de plata fluorescentes depositados y secados sobre un portaob-
jetos de vidrio: Bajo luz blanca (a) e irradiadas por luz UV (b).

2.2.2. Espectros de flaorescencia y de absorcion UV-Vis

En la Figura 2.10 se mflestran los espectros de absorcién UV-Vis (linea roja) y
de emision de fluorescencia=(lfnea Terada) de los cimulos de plata sintetizados en
albumina de huevo. El espectfoide emfisién muestra su maximo en 692.3 nm, mientras
que el maximo de absorcién s€_ubica en 276:0 nm.

0.9 —— Absorcién

—— Emision

IA;\-..._._._ FoN— e s

1 L] 1 I I I ] L] L]
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Longitud de Onda [nm]

Figura 2.10: Espectros normalizados de absorciéon UV-Vis y de emisién de fluorescenciax
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Estos resultados los podemos comparar con los obtenidos por los métodos que ins-
piraron nuestro diseno experimental para la sintesis. En la Figura 1.5 del Capitulo 1
se mugstra el aspecto que tiene una muestra de membrana de cascaréon de huevo de
gallina"(ESM) sobre el que se han sintetizado cimulos fluorescentes de plata tanto en
luz blanca’como emitiendo bajo la excitacién UV. El espectro de emision de los ctimulos
fluorescentesrsintetizados por este método se centré en 702 nm; lo cual representa una
diferencia de 14 % respecto de nuestro resultado.

Nuestros resultados también son comparables con los obtenidos por Mathew et al.
[28]. El espectro deUV-Vis de la solucién de ciimulos de plata soportados en albiimina
de suero bovino (Ag;; @BSA ), sintetizados por este grupo, mostré senales caracteristicas
en 279, 380, 415 y 485 nme La coincidencia en la obtencién de una senal cercana a los
280 nm, como en nuestre’caso (276 nm), puede asociarse a la presencia de cimulos de
plata independientemente denla diferencia de los soportes utilizados en cada caso. Sin
embargo, hay que tomar en €uenta que existen similitudes en la composicién de ambos
soportes; por ejemplo la abundangia de residuos de cisteina, tanto en la BSA como en
la ovalbiimina, abundante en nuestre soporte.

Por otro lado, nuestras€misiéon difiere,solo en un 2.4 % respecto de Ag5@BSA, cuyo
emisién se centrd en 685 nm,Ademads, ntiestra longitud de onda para la emisién maxima
(692.3 nm) difiere en un 5.2 %.de'la emisionsen 720 nm reportada por Sych et al.para sus
cumulos de plata sintetizados éfjovalbimina, dada una longitud de onda de excitacién
de 465 nm [39].

2.2.3. Estimacion del tamano de cdmulo por HRTEM

En la Figura 2.11 se muestran las micrografias sobte la muestra a distintas mag-
nificaciones, obtenidas del andlisis por HRTEM. En la Figura 2.11(a) se observa la
distribucién de los agregados sobre un area de aproximadaménte 0.8 pm?. En la Figura
2.11(b) se muestran estructuras con tamanos de hasta aproximadamente 20 nm. En esta
imagen las muestras mas oscuras son las que se encuentran de-manera mas superficial,
mientras que aquellas mas claras se encuentran a mayor profundidad sobre el soporte
de proteinas, el cual tiene la cualidad de ser altamente viscoso y «énso. En la Figu-
ra 2.11(c) se tiene uno de los agregados con mejor definicién, que presénta una forma
hexagonal con un ancho menor de 10 nm. En la Figura 2.11(d) se comipara la nano-
particula de la Figura 2.11(c) con una de menor tamano. Se cree que las naneparticulas
mas pequenas son las responsables del efecto de fluorescencia a mayores longitudes de
onda que puede observarse en el espectro caracterizado, esto de acuerdo a lo reportado
en la literatura. Asimismo, se considera que nanoparticulas con tamanos similares al
de la Figura 2.11(d), dificiles de detectar, pueden estar dispersos en toda la matriz de
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()

Figura 2.11: Imaéagenes de los agregados soportados en albumina de hueye; obtenidas por la
técnica de HRTEM.

9"@0
O

.

26



Capitulo 3

Metodologia y resultados tedricos

En este capitulo sesprésenta la metodologia utilizada y los resultados estructurales
y Opticos para los cimulos_desnudos de Ag,, y sus correspondientes complejos Ag,-Tyr
(n = 2 — 12). Los resultados)incluyen descriptores de estabilidad y reactividad tales
como energias de adsorcién, potenciales verticales de ionizacién y afinidad electrénica.
Las estructuras y descriptores engontrados se comparan con los reportados experimen-
talmente, asi como los calculadé§™por otros grupos. El resultado mas relevante es la
determinacion de los espettros de absoreion UV-Vis para los complejos coordinados.

3.1. Metodologia

3.1.1. Bisqueda del minimo global

Las busquedas de los minimos globales para los etimulos desnudos Ag, (n =3 —12)
y los respectivos complejos coordinados fueron realiz&@dos mediante el cédigo GLOMOS
(GLobal Optimization of MOlecular Systems) [40]. GIHOMOS es un cédigo escrito en
Python que implementa distintas estrategias de optimizacién global para explorar la
superficie de energia potencial (PES: Potential Energy Surface) de ciimulos atémicos
y moleculares. En este cédigo, la energia, como funciéon objetivo, se evalia a través
de una interfaz a cédigos de estructura electronica tales como Gaussian. Para obtener
los minimos globales se eligié un estrategia de optimizacion estocastica, que consiste
en generar estructuras de prueba con coordenadas atéomicas aleatorias petro asegurando
que todos sus atomos cumplan con un criterio de proximidad que les.permita formar
estructuras conectadas mediante enlaces. Con el fin de evitar que la busdqueda quede
atascada en un embudo morfolégico en la PES, GLOMOS genera estructuras_con dife-
rentes morfologias bien diferenciadas, tales como lineal, esférica, disco, entre.otras. El
numero de estructuras iniciales a generar para cada camulo Ag, fue 40 x n, de\ménera
que para obtener el minimo global de Agjy se generaron 400 estructuras de prueba.
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Con el fin de mejorar el desempernio general de sus heuristicas de optimizacion global,
GLOMOS ha implementado un algoritmo denominado USR (Ultrafast Shape Recogni-
tiow) gon descriptores extendidos ponderados en masa [41] que identifica y discrimina las
configuraciones similares. En este algoritmo modificado, la similitud entre dos molécu-
las 7 y j.68 cuantificada a través del parametro S;;, el cual toma valores cercanos a 1.0
si las moléculas son similares y cercanos a 0.0 si estas son diferentes. Para todas las
busquedas Hevadas a cabo, el criterio de similitud fue fijado en S;; = 0.95.

A fin de obtener los minimos globales, la optimizacién de las estructuras iniciales
correspondientestaycada cimulo Ag, se llevdé a cabo en dos etapas. En la primera
todas las estructuras de prueba fueron optimizadas sin restriccién de simetria usando
el funcional hibrido de Beeke de tres parametros con la correlacion no-local propuesta
por Perdew y Wang, B3PWO1 [42], asi como el conjunto base doble-( de Los Alamos
National Laboratory, conécida~como Lanl.2DZ [43,44]. Esta base atémica es del tipo
potencial central efectivo (ECR),y ha sido ampliamente utilizada para modelar dtomos
metalicos. La combinacién B3PW91/Lanl.2DZ ha demostrado ser efectiva en el cdlculo
de propiedades estructurales y electronicas de cimulos de plata, con resultados en buen
acuerdo a los reportados experimentalmente [45].

Después de la optimizacion de las estructuras iniciales en la primera etapa, se aplico
un proceso de discriminacion ‘por similitud. Las estructuras no discriminadas en el
proceso fueron llevadas a una“segunda et@pa de optimizacion utilizando el funcional
B3PWO1 y la base atémica Def2TZVP [46,47]. Este conjunto base incluye valencia
triple- ¢ con una funciéon de polarizaeién. Las multiplicidades de espin més altas no
fueron exploradas debido a que en cumtilos pequenas de plata, el estado de espin mas
bajo se encuentra en el estado base [25].

Aunado a la optimizacion, a cada estructura se aplico un analisis de frecuencias
armoénicas a fin de verificar un minimo local estacionarieFl grupo de simetria de cada
minimo global resultante fue determinado usando el software,VMD ( Visual Molecular
Dynamics) [48], el cual permite crear animaciones, estructura$ meleculares y representar
descriptores moleculares.

Para determinar los minimos globales de los complejos Ag,,-Ty¥(n = 3—12) se eligi6
una estrategia estocastica, donde se generaron estructuras de prueba fijando el minimo
global del correspondiente cimulo Ag, en el centro de un sistema doordenado. Para
cada cumulo en fase gas Ag,, fijado de esta manera, se generaron 30 X™mJestructuras
de prueba cambiando aleatoriamente los sitios de unién y orientacién espacial de la
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molécula de tirosina en sus angulos de Euler:

cy - cz —cy - sz sy cx = cos (0,), sz =sin(0,)
R=jJcz-sz4+cz-sy-sy crx-cz—sy-sy-sz —cy-sy|; cy = cos (6,), sy =sin(6,)
SYNSz —cCr-cz-8Yy Ccz-Sy+cr-sy-sz  cxr-cy cz =cos(0,), sz=sin(6,)

donde R’es da matriz de rotacion tridimensional que representa la transformacion de
coordenadas‘desde el sistema original al sistema rotado y 6,, 6, y 8. son los dngulos de
Euler, generados aleatoriamente.

Todas las estructuras iniciales generadas fueron optimizadas al nivel de teoria
B3PW91+4D3/Def2-TZVP, incluyendo el esquema de dispersiéon de Grimme D3 [49].

3.1.2. Espectro desabsorciéon

Los célculos de estados ex€itados para la determinacion del espectro de absorcion
UV-Vis fueron hechos sobre log minimos globales tanto de los ctimulos en fase gas Ag,
como de los complejos coordinadas=Ag,-Tyr en el formalismo de la Teoria del Funcional
de la Densidad Dependiente del Tiempo,(TD-DFT), al nivel de teoria B3SPW91/Def2-
TZVP, incluyendo la correccién a la digpersiéon D3 de Grimme [49].

Los datos para la construecidn de las“graficas de los espectros de absorcién UV-
Vis fueron extraidos usando la intesfaz GABEDIT [50]. Cada espectro asi obtenido se
reduce a una lista de pares ordenado§ (v;, fi)*dende el indice i corre desde la primera
hasta la ultima excitacion electrénica™(h), v; esda energia de excitaciéon y f; la fuerza
del oscilador adimensional para cada excitacion elegtronica.

Estos datos fueron ajustados a una funcién contifiua descrita por la combinacion
lineal de funciones Lorenzianas:

5(y):Ag§exp [— (”;”iﬂ, (3.1)

donde v denota la energia de excitacién como variable continua, A\es una constante

elegida de tal manera que max[e(v)] = méax[f;] y o es la desviacion estandar relativa al
ancho de la banda simulada. En este trabajo usamos o = 0.05 eV para t6dos los casos.
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3:1.3. Analisis de la interaccion no-covalente

Bl andlisis de Interaccién No-Covalente (NCI) fue realizado para todos los complejos
al nivel*de teoria B3PW91-D3/DZP. Los mapeos de las regiones de Interaccion No-
Covalente/fueron visualizados usando los programas NCIPLOT [51,52] y VMD [48].
Todos log calculos de optimizacién, de energia de punto simple y de estados excitados
se realizaron’ cait el software Gaussian 16 [53] . Los célculos fueron ejecutados en los
equipos de computo de alto rendimiento JUCHIMAN alojado en la DACB-UJAT y
KUKULCAN algjado en el CINVESTAV Unidad-Mérida.

3.1.4. Descriptores moleculares
Potencial de ionizacion” y-afinidad electrénica verticales

Los descriptores Potencial Vertical de Ionizacién (vIP) y Afinidad Electrénica Ver-
tical (VEA) estiman la estabilidad relativa en los cimulos al incrementar el nimero de
atomos de plata. Para un sistemasneutro, el vIP se define como la diferencia de energia
entre los estados catiénico’ y.neutre=eti’la geometria de equilibro. Por otra parte, si
la energia del estado aniéni€oes-usada en lugar de la del catién correspondiente, esta
diferencia es la vEA. De esta'manera, definimos el vIP y la VEA para los cimulos Ag,
de la siguiente forma:

vIP[Ag, )= =\ E[Ag, > E[Ag,], (3.2)
vEA[Ag,] = E[Ag,]'—F[Agn,]. (3.3)

También es posible analizar la estabilidad estructurél.de los complejos coordinados
por medio del vIP y la vEA; de manera andloga a los-¢dmulos en fase gas. Para los
complejos Ag,-Tyr, definiremos el VIP y la VEA estan la siguiente manera:

VIP[Ag, — Tyr] = E[Ag, —Tyr"] — E[Ag, Ty], (3.4)
Energia de adsorcion

La energia de adsorcién (F,) es un descriptor de la estabilidad relativa de los com-
plejos Ag,-Tyr con respecto a sus componentes Ag, v Tyr. Esta definida pops

E. = E[Ag, — Tyr] — (E[Ag,] + E[Tyr]), (3.6)
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dénde E[Ag, — Tyr], E[Ag,] v E[Tyr] son las energias totales para los complejos,
los_edmulos en fase gas y la molécula de tirosina respectivamente. Si el complejo es
mas”egtable que sus componentes separados, se espera que la energia de absorcion
sea negativa sobre un intervalo dado. De este modo, un valores mas negativo de F,
correspende al de un complejo fuertemente enlazado.

3.2. Reésultados: Cimulos de Ag, (n=3—12)

En la Figura 371sse muestran las geometrias de los minimos globales de los ciimulos
Ag, obtenidos en este trabajo. Se observa que para los cimulos Ag, con n = 3 — 6
las estructuras adoptan-tma forma plana bidimensional, mientras que aquellos donde
n = 7—12 presentan formas“tridimensionales. Estos resultados concuerdan con estudios
previos realizados por varids grupos [24,25,54-62], a excepcién de lo reportado por Zhao
et al. [63].

Ags,”Cy, Agy, Doy Ags2C,, Agg, D3y, Ag7,?Dsy,
< i TR

Ags,'Ty Agy,?Cy, Agio,' Doy Agi1,2Ch Agyy,'C;

Figura 3.1: Cumulos Ag,, (n = 3 —12) obtenidos al nivel de teorfa B3PW91-D3/Def2-TZVP-D3.
Para cada uno se muestran la multiplicidad de espin y el grupo de sintetria asociado.

Especificamente, para los cimulos Ag, con n = 3 — 7, se obtuvi€ren los minimos
globales sobre los que hay concenso en la literatura: Ags es un tridngulé isosceles con
simetria Cy, [25,54,57,58,61-63], Agy es un rombo con simetria Dy, [24,25, 54,55, 57,
58,60-63], Ags tiene forma de trapezoide con simetria Cs, [24,25,54-59161;62], Agg
tiene forma triangular con simetria Dsj, [24,25,55-62], mientras que Ag; tiené forma
pentagonal bipiramidal con simetria Dsj,. Ag; es el primero de la serie que no_cuenta
con una estructura planar [24, 25, 54-63].
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Para cimulos con un valor de n > 7, hay discrepancias respecto al minimo global
putativo. Para el octdmero Agg algunos autores sugieren una estructura de tetraedro
de #Feg tapas con simetria T, también conocido como tetraedro extendido [24, 25,55,
56,6264, 65], mientras que otros sugieren un octaedro distorsionado de dos tapas con
simetria Py como minimo global [54,57,59-61,63]. Nuestros resultados arrojaron ambas
estructuras; giendo la simetria 7T; la de menor energia, con respecto a la Dy, con una
diferencia de 96.43 meV al nivel B3PW91/Def2-TZVP. Esta diferencia se reduce en
1.73 meV si seconsidera la correccién de energia de punto cero (ZPE).

Nuestro métodosde busqueda para el minimo global del Agg arroja una bipirdmide
pentagonal de dos tapas con simetria Cs,. Esta estructura ha sido obtenida por otros
grupos como minimo global putativo [54,58,63,66]. Por otro lado, algunos grupos han
reportado como minimosglobal una estructura bipiramidal rectangular de dos tapas
[24,25,57,59,61,62]. En nuestra-bisqueda encontramos esta estructura como un segundo

isomero de menor energia queddifiere de nuestro minimo global en 16.2 meV; esto al
nivel de teoria B3PW91/Def2-TZVP.

Respecto al decamero Agyq, s€"obtuvo una bipiramide pentagonal con simetria Doy,
también reportada por ottés grupos_[24, 57,58, 61, 66,67]. Dentro de la coleccién de
isomeros de menor energia también seyencuentran estructuras con simetria Dy, v C,
mismas que han sido propuestas como minimo global por otros grupos [25, 68].

En el caso de Agyq, el minimo/global putativo-es practicamente degenerado, ya que se
obtuvieron dos estructuras quirales €on simetria.€5, una de las cuales ha sido encontrada
por otros grupos como minimo global [24,57,58¢66]. La siguiente estructura en orden
energético posee la simetria C', con una energia 10.3 meV mayor que el minimo global
al nivel B3PW91/Def2-TZVP. Es importante mencionar que la estructura con simetria
Cy, reportada como minimo global por los grupos de#Chen [25] y McKee [68], tiene
una energia 12.29 meV mayor que nuestro minimo; enconttandose en nuestra bisqueda
como el quinto isémero en orden de energia.

Para el dodecamero Agis se encontré como minimo global una estructura con si-
metria C, en acuerdo con reportes de otros grupos haciendo uso de distintos funcionales
y bases [24,25,57,58,66,67].
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3°2.1. Analisis de la estabilidad estructural

10-0 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1
oo VIP Ag_
%0 »~-aVEA Ag,
8.0

7.0
6.0
5.0
4.0
30
2.0
1.0

0.0 3“4 5 6 7 8 9 10 11 12

NUmero de Atomos de Ag [n]

Figura 3.2: Potencial Vertical de Tomiza¢ién (vIP) y Afinidad Electrénica Vertical (VEA) para los
cimulos Ag;, en funcién delulimero de atémos de plata (n).

Energia [eV]

A~
N AN e a” -

Siguiendo las ecuaciones 'descritas én_el apartado 3.1.4, la Figura 3.2 muestra la
evolucién del vIP y vEA para™los“cimules Ag, en funcién del nimero de dtomos de
plata n. Para un cimulo neutro uft yalor altg_de vIP le confiere mayor estabilidad, pues
se requiere mayor cantidad de energia para iofiizarlo positivamente. En la Figura 3.2 se
observa que los valores méaximos del v se dan eh 7= 6 y n = 8, mientras que el valor
minimo corresponde a n = 9. Asimismo, se encontr® gue los cimulos pares tienden a
presentar mayores valores de vIP respecto a sus adyacentes impares. Esto refleja que,
en general, los cimulos pares son mas estables que los impares.

En la Tabla 3.1 se presentan los valores del vIP para 68, ciimulos desnudos estu-
diados, comparandose con resultados experimentales y tedéricos~reportados [61,69]. En
general, los resultados experimentales son similares a los obtenidos en este trabajo, con
errores porcentuales que van del 0.6 al 15.3%. La afinidad electrOnica vertical hace
referencia a la cantidad de energia liberada cuando un cimulo abserbe un electrén sin
que esto altere su geometria. Asi los valores mas bajos de la vEA indicatrque el cimulo
tiene una tendencia a absorber electrones, por lo que es menos estable.Por lo tanto,
un mayor valor de vVEA nos indica que el cimulo es mas estable y men@s propenso a
la formaciéon de un anién. Siguiendo este razonamiento, el cimulo mas estable de la
serie es el Agy; y el menos estable es el Agg. Para los sistemas estudiados, séebserva
que los cimulos impares resultan con valores mayores de vEA en comparacign €on sus
adyacentes impares.
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Tabla 3.1: Potencial Vertical de Ionizacién (vIP) de los cimulos Ag, obtenidos en este trabajo en
comparacion con resultados experimentales y tedricos. Todas las cantidades estan expresadas en eV.

n Ag, Agy Agy,
(Este trabajo) Ref. [61] Exp. [69]
3 6.24 2.67 6.20
4 6.45 6.54 6.65
) 6.18 6.33 6.35
6 7.06 7.22 7.15
7 6.01 6.36 6.40
3 6.86 6.44 7.10
9 5.20 6.53 6.00
10 5.84 6.58 6.25
11 5.76 6.66 6.30
12 6.02 7.01 6.50

3.2.2. Propiedades.opticas: Absorcion UV-Vis

Tabla 3.2: Comparacién de los principales valeres de absorcién UV-Vis calculados para los cimulos
Ag,, con los reportados experimentalménte. Todas las cantidades estan expresadas en eV.

n (Este Trabajo) Exp. [24,62]

3 3.16, 3.68, 5.17, 4.96 3714.3.51, 2.53, 3.07
4 3.03, 4.06, 5.55 3.07¢3:21, 4.50

5 3.24, 3.71 3.7573.25

§ 3.38, 5.47, 5.00 3.63, 445, 4.92

7 3.59,4.71, 3.70 3.60, 3.75¢2:81, 4.50
8 3.99, 3.10, 5.02 3.90, 3.82,73.5%.

9 4.07, 3.65, 4.00, 3.32, 3.85 4.14, 3.97, 3180, 3.65, 2.84
10 3.28, 4.16, 4.24 3.79, 3.98, 4.15

11 3.17, 3.95, 3.60 3.67, 4.31, 3.06

12 3.37, 3.77, 4.27 3.42, 3.91, 4.38
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En la Tabla 3.2 se presentan los valores de energia calculados para los cuales se da la
absorcion UV-Vis de mayor intensidad y se comparan con las mediciones hechas sobre
cinatilps de plata soportados en una matriz de argén a 28 K [24,62]. Los espectros de
los cimtilos Ag, (n = 3—8) muestran picos discretos en un rango entre los 2.5 y 5.0 eV.
Para cimlos mayores, los espectros de absorcién muestran la formacion de bandas, lo
cual es consistente con los resultados del grupo de Harb [24]. La eleccién del intervalo
de energia (des2.0 a 6.0 eV) para visualizacién del espectro coincide con los resultados
obtenidos en 16s ¢alculos TD-DFT asi como en las mediciones en los ciimulos mayores
donde la banda’de.absorcién principal se centra en 4.2 eV [64].
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Figura 3.3: Espectros de absorcién UV-Vis para los cimulos Ag, (n= 3 —6).

En la Figura 3.3 se presentan los espectros UV-Vis de los cimulos Ag,~(n = 3 —6).
Para el cimulo Ags la sefial mas intensa esta en 3.16 eV, y la siguiente sefuibica en 3.68
eV. La region entre 4.89 y 5.83 eV muestra algunas otras senales relevantes;“entre ellas,
la tercera senal mas intensa, localizada en 5.17 eV. Es relevante que las dos prim€ipales
senales de este trabajo coincidan con los experimentos previos, como el realizado por
Lecoultre et al.con trimeros de plata en Ar a 26 K [70].
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El espectro para el cimulo Ags muestra una distribucion de senales a partir de los
3.0 eV La senal principal se localiza en 3.03 eV y la segunda y tercera de mayor inten-
sidad se localizan en 4.06 y 5.55 eV respectivamente. Otras senales de menor intensidad
se ubtean.en 5.37, 4.43 y 6.09 eV, y no se observa otra senal prominente a la izquierda
de la texcera mas intensa, localizada en 5.55 eV. Nuestras dos senales de mayor intensi-
dad al nivel B3PW91/Def2-TZVP coinciden con las mediciones experimentalmente del
espectro de‘abgercion de cimulos de Ag en Ar a 28 K, hechas por Harb et al.Este grupo
reporta que lafmaxima intensidad de absorcion para Agy se localiza en 3.07 eV, lo cual
representa una difetencia de 0.04 eV respecto a nuestra prediccién. Por su parte, la
segunda senal mas ifitensa fue medida en 4.15 eV, lo que la ubica 0.09 eV a la derecha
de nuestro segundo maximo. Por otro lado, también existe coincidencia entre nuestro
espectro TD-DFT y el-Calculado por ellos al nivel BP86/Lan.2DZ-RCP, obteniendo
sus tres primeros maximes‘en 3.00, 4.20 y 5.28 eV.

En el espectro del Ags®eddistinguen cuatro senales importantes, localizadas en
3.24, 3.71, 3.62 y 4.94 eV, ordénadas en orden de intensidad. Las mediciones de la
absorciéon UV-Vis para estos cimules en argon a 10 K muestran las dos transiciones
mas significativas en 3.2547°3.75 €V [71]; es decir, con diferencias de 0.01 y 0.04 eV
respecto a lo obtenido en estefrabajo.\Esto confirma que, andlogamente a lo observado
en el caso de Ags, el ambiente'dé gas inerte no influye significativamente en el espectro.

Para el cimulo Agg la absoteién, masgintensa se da en 3.38 eV. Otras senales se
encuentran en 5.47 y 5.00 eV, mientras que'eLpico mas débil se localiza en 5.62 eV. El
espectro experimental para el hexamere de plata’en una matriz de argén muestra dos
diferentes picos en 3.63 y 4.15 eV, asi cemo dos sefiales menos intensas en 4.92 y 5.10 eV
[24]. Asi, las cuatro senales principales de nuestro espéctro muestran posiciones definidas
que no coinciden con el experimento. Este comportamiento también fue encontrado
por Harb et al., quienes consideraron la contribucién (del segundo isémero de menor
energia, obteniendo asi un mejor acuerdo con el espectro_experimental [24]. Esto se
explica debido a que la fuente que produce los ciimulos preditice isémeros con energia
cercana entre si, de tal forma que coexisten en el haz moleculars

En la Figura 3.4 se presentan los espectros de absorcion UV<Vis de los cimulos
Ag, (n =7 —10). El espectro del Ag; tiene sus dos senales més impontantes en 5.39 y
4.71 eV, seguidas por otras en 3.70, 4.48 y 2.74 eV. El espectro experimental muestra
una banda ancha con dos maximos localizados en 3.6 y 3.75 eV, asi como, una pequena
transicién alrededor de 4.5 eV [24]. La comparacién con las mediciones experimentales
es satisfactoria, lo cual puede ser atribuido a la alta estabilidad del heptamero:
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Figura 3.4: Espectros de absorciéon “UV-Vis para los ctimulos Ag,, (n =7 — 10).

Las transiciones de mayor intensidad en el”UY-Vis del Agg suceden en los siguien-
tes valores de energia: 3.99, 3.10 y 5:227eV. El espactro obtenido presenta similitudes
respecto al obtenido por el grupo de Harb [24]. Estes8rupo encontré una mejor concor-
dancia con los cdlculos TD-DFT cuando tomaron enscuénta los dos siguientes isémeros
de menor energia. Por lo tanto, en el espectro experimental las transiciones maés re-
presentativas, ocurridas en 3.15, 3.90 y 4.50 eV corresponden a las del minimo global,
mientras que los picos en 3.57 y 3.82 eV estan asociados‘alsSegundo isémero de me-
nor energia. Es importante mencionar que en este trabajo el espectro de absorcién del
octdmero es razonablemente consistente con lo reportado por Harblet al. [24], atun sin
haber considerado al segundo isémero para la obtencién del espectro, lo cual puede
atribuirse al nivel de teoria empleado.

El espectro de absorcion del Agg tiene su senal de mayor intensiddd=en 4.07 eV,
mientras que la siguientes se localizan en 3.83, 4.00 y 3.31 eV. Debido a la'cemplejidad
de este espectro, se puede concluir que el cimulo Agg con simetria C tiene sus picos
mas prominentes entre 2.0 y 4.67 eV. El espectro UV-Vis de Aggy caracterizado.en una
matriz de argén a 28 K [24] muestra una banda ancha compuesta por sefiales méds
estrechas centradas en 2.84, 3.65, 3.80, 3.97, 4.14 y 4.95 eV. Harb et al. concluyeron
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glie el espectro experimental de este cimulo puede ser entendido como la suma de
las _gontribuciones de varios isémeros presentes en la matriz de Ar. La estructura del
minime global para el Agg en este trabajo es distinto del obtenido por Harb et al. Si
bien Wtiéstro espectro de absorcion muestra diferencias con el calculado por el grupo
de Harb, ‘presenta mucha similitud con el obtenido experimentalmente por ellos. Este
hecho arrojamindicios de la validez de nuestro nivel de teoria para la determinacion
del minimo“glebal. Asimismo, la diferencia entre nuestro espectro y el calculado por el
grupo de Harly pueden deberse a los niveles de teoria utilizados tanto en la relajacion
estructural comoren)la determinacién del espectro.

De acuerdo a lofrepertado por Harb y colaboradores, Agy es el sistema que mostro
mas dificultades experimentales para su obtencién. Su espectro de absorcién muestra
tres senales anchas centréidas en 3.79, 3.98 y 4.15 eV [24]. Nuestro espectro presenta
seniales prominentes en 328 %4.18 eV, que no corresponden con el UV-Vis reportado
experimentalmente. Sin embazrgo, Harb et al.reportaron que ninguno de los espectros
calculados, ni la contribucién dé otros isomeros o la suma de ellos, puede reproducir el
espectro experimental. Debido a.que la contribucién de los isdémeros mas cercanos al
minimo global no es relevante, existe la posibilidad de que las discrepancias se deban a
la baja relacion senal /ruidé-del espectrd experimental.
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Figura 3.5: Espectros de absorcién UV-Vis para los ctimulos Ag,, (n= 11 — 12).

Los espectros de absorcion UV-Vis de los cimulos Agy; y Agys ‘Se"muestran en la
Figura 3.5. El espectro de absorcién UV-Vis del Ag;; muestra tres senales®prominentes
en 3.17, 3.95 y 3.60 €V, en orden de intensidad. El espectro caracterizado de los cimulos
Agyy en argén a 28 K [24] muestra tres senales relevantes en 4.31, 3.67-9+3,06 eV.
Sin embargo, las mediciones muestran intensidades relativas muy diferentes, o, cual
indica que a diferencia de los cimulos previos, este sistema es muy sensible al efitorno
[22,24,72]. Aunque el espectro experimental podria no estar relacionado a un isémero
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en especifico, los calculos TD-DF'T realizados sobre distintos isémeros, muestran que el
éspectro del isomero con simetria C; proporciona la mejor aproximacion con el espectro
experimental [73], siendo éste, un resultado obtenido en este trabajo.

Paragel cimulo més grande en la serie, el Agjs, la senal de mayor intensidad de
absorcion_sé, localiza en 3.37 eV, y otras de menor intensidad se localizan 3.77 y 4.27
eV. El espectro experimental de Ag;s mostrd dos senales importantes en 3.42 y 3.91 eV,
asi como unagdc.menor intensidad en 4.38 eV [24]. El espectro resultante de los calculos
TD-DFT tiene_unia forma similar con dos senales principales en el rango de menor
energia, y una masyancha pero de menor intensidad para las regiones de mayor energfa.
Esto implica que el isémero de simetria C contribuye de manera mas significativa al
espectro UV-Vis experimental.

3.3. Resultados;” Complejos coordinados: Ag,-Tyr,
(n=3-12)

La Figura 3.6 muestea das geometrias de los complejos optimizados Ag,-Tyr, es
decir, la coordinacion entre gada cumulo Ag, con una molécula de tirosina. Para cada
complejo se muestran dos pérspectivast frontal y lateral. La perspectiva frontal toma
como referencia la posicion de*lgs=ciimulos”desnudos mostrados en la Figura 3.1. Los
cumulos sufrieron deformaciones efi mayor o‘menor medida, respecto a su forma original,
ejemplo de esto se observa en Agg-Fyr=en donde el ciimulo de plata modifica su forma
planar, mientras que en Agio-Tyr hay=un desplazamiento de ciertos atomos de plata.
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3.3. Resultados: Complejos coordinados: Ag,-Tyr, (n =3 — 12)

Figura 3.6: Complejos Ag,-Tyr optimizados al nivel BSPW91-D3/Def2-TZV erSpectivas fron-
tal y lateral). Los dtomos de O, C, N y H se muestran en rojo, gris, azul y blancoj respectivamente.
Los atomos de Ag se representan en tonalidad plata y son los de mayor tamafno e@nparacién.
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3.3. Resultados: Complejos coordinados: Ag,-Tyr, (n =3 — 12)

3:3.1. Analisis de la estabilidad estructural

I Figura 3.7 muestra la energia de adsorcién en funciéon del tamano del cimulo.
Comaé-se*menciona en el apartado 3.1.4, un valor més negativo de E, corresponde al de
un complejo fuertemente enlazado.
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Figura 3.7: Energia de adsorciéon™para los complejos Ag,-Tyr en funcién del nimero de dtomos
de plata (n).

Los resultados de la energia de adsorcién sugieren/que los cimulos con un niimero par
de atomos de plata, coordinados con la tirosina, alcdnzan una estabilidad relativamente
mas alta que la que un complejo vecino con nimero impar de atomos de plata podria
alcanzar. La Figura 3.7 muestra que los complejos con valores de F, relativamente mas
bajos siempre estan coordinados con cimulos formados poran_ nimero par de atomos
de plata. De esta forma, el complejo Ags-Tyr es mas favorable que sus vecinos Ags-
Tyr y Ags-Tyr. Lo mismo ocurre para Agg-Tyr y Agio-Tyr respecto a sus vecinos. En
contraste, los valores mas altos de E, corresponden a los complejésien los cuales los
cumulos de plata son menos favorables a coordinarse con la tirosina=Iia mayoria de los
cumulos de plata en esta categoria estan formados por un nimero ‘impar de atomos.
Esta baja estabilidad, comparada con la de sus vecinos con niimeros pares de atomos
de plata, puede ser atribuida a los efectos de capa electrénica cerrada [19].fAsimismo,
la Energia de Adsorcién sugiere que la coordinacién con la tirosina sera m#sfayvorable
para cumulos con nimero de atomos de plata, pares mayores a doce.
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3.3. Resultados: Complejos coordinados: Ag,-Tyr, (n =3 — 12)

La Figura 3.8 muestra las gréficas del vIP (lineas azules) y la vEA (lineas rojas) para
los gomplejos Ag,-Tyr (marcadores vacios) en funcién del numero de dtomos de plata n.
Se ifcluyen los valores de vIP y vEA correspondientes a los cimulos Ag, (marcadores
s6lidés)con el fin de comparar las estabilidades y el efecto de la coordinacién de la
tirosina.con, los cimulos desnudos. Los valores del vIP de los complejos, muestran una
tendencia semejante a la de los cimulos. El valor més alto de vIP corresponde a Agg-
Tyr, mientrasqque Agg-Tyr registra el valor mas bajo. Asimismo, los complejos con
un numero paf desatomos de plata muestran tener valores mas altos de vIP que sus
vecinos con niumeres de atomos de atomos de plata impares, lo cual indica que son mas
estables aquellos cuyo'nimeros de atomos de plata es par. En general, todos los valores
del vIP correspondiéntes a cada complejo Ag,-Tyr son menores que sus contrapartes
los cimulos Ag,, lo cualindica que la coordinacion con la tirosina resta estabilidad al
complejo con carga neutrasy lo hace més susceptible a ser ionizado positivamente.
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Figura 3.8: VIP (circulos) y VEA (tridngulos) para los cimulds Agf, v ctimulos Ag,,-Tyr.

El predominio de los cimulos Ag, como estructuras méas estables ‘que los complejos
Ag,-Tyr también se puede deducir al comparar sus graficas de la-¥EA. En estas se
observa que todos los valores de la vEA de los cimulos son mayotes“que los de sus
complejos correspondientes, y para el caso de n = 8 — 10 la diferencia_entre la vVEA
de los complejos con la de los cimulos es muy pequena en comparacion eomslas de los
otros casos. Esto indica que la coordinacién con la molécula de tirosina,‘preduce un
cambio minimo en el valor de la vEA de los cimulos. Por lo tanto, los complejos meutros
Agg-Tyr, Ago-Tyr y Agio-Tyr tienen la misma afinidad a ser ionizados negativamente
que los correspondientes ciimulos desnudos.
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3.3. Resultados: Complejos coordinados: Ag,-Tyr, (n =3 — 12)

Tabla 3.3: Comparacién de los valores de vIP y vEA (en eV) para ctimulos y complejos.

n vIP vEA
Ag, Ag,-Tyr Ag, Ag,-Tyr

3 6.24 4.85 1.42 0.45
4 6.45 5.55 1.51 0.41
5 6.18 5.37 1.87 1.42
6 7.06 6.24 1.19 0.70
7 6.01 4.95 1.85 1.11
8 6.86 5.76 0.98 0.75
9 5.20 4.81 1.54 1.33
10 5.84 5.38 1.51 1.23
11 5.76 5.25 2.24 1.91
12 6.02 5.38 1.96 1.40

3.3.2. Analisis de lasdnteracciones no-covalentes

Una caracteristica comufi en los complejos Ag,-Tyr es la coordinacién entre el ciimu-
lo metélico y la tirosina a-ttavés del\anillo aromatico del grupo fenol. Inclusive, en
algunos casos, la molécula tirdsina presenta una torsiéon para maximizar la interaccién
con el ciumulo. Si bien la intera¢cion con_eltanillo aromatico se observa en todos los
complejos, los cimulos metalicos'en’cada complejo pueden interactuar con otros grupos
funcionales del aminoécido.

Para apreciar esto con mejor detalle, se analizan los mapeos de interaccién no-
covalente (NCI) en la Figura 3.9. Para interpretarlos] se hace uso del cédigo de colores
siguiente: el azul corresponde a zonas de interaccién fuerte y atractiva, verde a débil
atractiva, y rojo a repulsiva fuerte. Para todos los complejos, la interaccion més fuerte
se da entre los a&tomos que forman el cimulo, mientras que la, interacciéon entre cimulo
y tirosina es comparativamente mas débil.

En todos los complejos se observa una superficie de color verde entre el cimulo
metalico y el anillo aromatico de la tirosina. Asimismo esta superfi€ie incluye sitios de
interaccién fuerte (color azul). La cantidad de sitios azules varia de aetierdo al complejo,
y son indicadores de una interaccion fuerte especifica entre el cimule”y, un atomo de
carbono especifico del anillo. A continuacion se describen todas las zonas.de, interaccion
entre el cimulo metélico y la molécula tirosina en cada complejo.
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3.3. Resultados: Complejos coordinados: Ag,-Tyr, (n =3 — 12)

Figura 3.9: Complejos Ag,-Tyr y sus regiones de interaccién no-covalente en dos perspectivas.
Las superficies en color verde corresponden a interacciones no-covalentes débiles mientras que las
azules representan interacciones fuertes y atractivas.

Para el Ags-Tyr se observa una superficie verde situada entre el cimtlo y el anillo
aromatico que representa la interaccién con cuatro dtomos de carbone_del benceno.
Asimismo existe interaccién con el &tomo de oxigeno que forma parte del grapo oxhidrilo
(OH) en el fenol. Otra interaccién notable sucede con el dtomo de oxigeno'del grupo
carbonilo (C=0) del 4cido carboxilico (—COOH).
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Respecto a la interaccion entre el cimulo y el anillo aromatico en Agy-Tyr, se apre-
¢ian/al menos tres zonas azules, siendo la de mayor intensidad la existente con un atomo
de ¢arbono en posicion meta. Una interaccion mas débil sucede para con el atomo de
oxigeno en el grupo carbonilo.

Para-elscomplejo Ags-Tyr, la interaccion entre el anillo aromético y el cumulo es
principalmente débil, segin lo indica la superficie en color verde, la cual tiene algunas
zonas en colef azul muy débil. Por otro lado, existe interacciéon notable y muy fuerte
entre el cimulo_y el atomo de oxigeno del grupo carbonilo, de manera que se puede
considerar que estases la zona de mayor coordinacién.

Para el complejo.Agg-Tyr existe una interaccién débil notable por la existencia de
una superficie en color verde que abarca a casi toda la molécula de tirosina. En esta
superficie verde se distiiguen dos sitios azules con intensidad variable. La mas débil
corresponde a una interac€ion entre el cimulo y el atomo de hidrégeno enlazado al
carbono beta (Cg) en el anmin6dcido. La interaccién mas intensa corresponde a la del
cumulo con atomos de carbono én posiciones orto y meta.

Las zonas de interaccién en ‘el complejo Ag;-Tyr son en su mayoria débiles. Se
observan sitios con coloragion.azul «de“baja intensidad entre el cimulo y cada atomo
de carbono en el anillo areinatieo, excepto con un carbono en posiciéon meta. Otra
interaccién en el grupo fenol es-la que ocuzré gon el &tomo de oxigeno del grupo oxhidrilo.
De manera semejante a Ags-Tyr, [Agg-Tyr ¥ Ags=Tyr, la otra interaccion correspondiente
a una zona en color azul correspondea la oeutzida con el atomo de oxigeno del grupo
carbonilo.

La coordinacién con el carbono del*grupo carboénilo, mencionada para el complejo
anterior, también se presenta para Agg-Tyr. Ademdas’de este sitio, sobre la superficie
de interaccién débil entre cimulo y el grupo fenol, se”observan dos zonas de mediana
intensidad, de manera que hay coordinacion con dos carbonos; uno en posicién orto y
el otro en posicion meta no adyacentes.

Ago-Tyr muestra varios sitios de interaccién caracterizadas‘por zonas de color azul
de intensidad variable. Con el 4cido carboxilico del aminodacido, hay céordinacién con los
dos atomos de oxigeno que forman parte de este grupo, siendo mas intensa la interaccion
con el oxigeno del carbonilo. También se observa interaccién entreun atomo de Ag y
un atomo de hidrégeno del grupo amina (NH,). Otra interaccién débil' es observada
entre un atomo de Ag y el oxigeno del grupo oxhidrilo. Por su parte,.]la’interaccién
entre cimulo y tirosina mas intensa, con magnitud comparable a la propi¢iada entre
los atomos de Ag, se da con el anillo aromatico, especificamente con dos.carbonos
adyacentes en posiciones orto y para respectivamente.
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En Agyo-Tyr se repiten algunos sitios de interaccién encontrados en el complejo
anterior. Por ejemplo, con los atomos de oxigeno del acido carboxilico, en donde la
intefageién es de mayor intensidad para con el oxigeno del carbonilo. Asimismo se
repité-la_interaccion entre el cimulo y un atomo de hidrégeno en el grupo amina. La
interaceion_atractiva mas fuerte sucede cuando el cimulo se coordina con los dtomos
de carbono en, posiciones orto y meta del anillo aromético.

En el casode Ag,1-Tyr, de nueva cuenta, la interaccion atractiva de mayor intensidad
se da entre atomos de Ag y carbonos en posiciones orto y meta adyacentes del anillo
aromatico; mienfras que con los demés atomos de carbono se sostienen interacciones
atractivas mas débilesw”Coexisten también las interacciones atractivas débiles con los
atomos de oxigeno del grupo carboxilo, y una més con el 4&tomo de hidrégeno del grupo
oxhidrilo que forma parte del fenol.

En el Agy,-Tyr la intergecion atractiva mas intensa sucede con un carbono en posi-
cion orto. Ademas, dos interagéiones mas débiles suceden con atomos de carbono: uno en
posicion para y otro en orto, opuesto al mencionado anteriormente. El ctimulo metalico
también muestra interacciéon atragtiva con el grupo oxhidrilo del fenol, en especial con
el atomo de oxigeno, y asitnismo con_el.atomo de carbono en el grupo carbonilo.

3.3.3. Espectros de Absorciéon UV-Vis
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Figura 3.10: Comparacién entre los espectros de absorcién UV-Vis de los complejostAgy=Tyr
para (lineas rojas) y los cimulos Ag,, (lineas azules) para n = 3,4.
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En esta seccion se presentan y describen los espectros de absorcion UV-Vis de los
complejos Ag,-Tyr y se anaden los espectros calculados para los cimulos Ag,,, presen-
tades en la Seccién 3.2.2 de este capitulo a fin de comparar el efecto de la coordinaciéon
de la*molécula de tirosina con el cimulo metélico en la localizacién de las senales de
mayor inténsidad, o energias para las que ocurren las transiciones. En la mayoria de los
casos las'senal de mayor intensidad del complejo mostré un corrimiento hacia el rojo
respecto a la'del cimulo. Los desplazamientos, que se pueden consultar en la Tabla 3.4
varian de acuefdola’ cada complejo. Asimismo, para algunas estructuras la coordinacién
propicié que el espectro se extendiera a través de la aparicion de otras senales dentro
del rango de observacion.

Los espectros de absoreién UV-Vis de los primeros complejos, Ags-Tyr y Agy-Tyr
se muestran la Figura 3#10. Para el complejo Ags-Tyr, el pico principal se encuentra
centrado en 3.81 eV, lo que xepresenta un corrimiento hacia el azul de 0.65 eV respecto a
la absorcion de mayor intensidad de Ags. La segunda senal més intensa para el complejo
se ubica en 5.00 eV.

El espectro de absorcion del #gz~Tyr en el intervalo de 2.0 a 6.0 eV, muestra mas
picos comparado con el del respectivo camulo desnudo. El principal pico del espectro de
absorcion del Agy estéd centrado en 3.03/eV, y en 3.00 eV para el de Agy-Tyr, indicando
que la coordinacién con la melécula de tirosina induce un pequeno corrimiento hacia el

rojo (0.03 eV).
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Figura 3.11: Comparacién entre los espectros de absorcién UV-Vis de los complejos\Ag,-Tyr
para (lineas rojas) y los cimulos Ag,, (lineas azules) para n = 5, 6.

47



3.3. Resultados: Complejos coordinados: Ag,-Tyr, (n =3 — 12)

En el espectro de Ags, en la Figura 3.11 se distinguen cuatro senales importantes,
localizadas en 3.24, 3.71, 3.62 y 4.94 eV, siendo la de 3.24 eV la de mayor intensidad de
absorcion. En Ags-Tyr la absorcién més intensa se localiza en 3.03 eV, lo cual representa
un corritniento hacia el rojo de 0.21 eV respecto al espectro de Ags. Ademas, el espectro
de Ags-Tyr.muestra una senal de baja intensidad en 3.2 eV que podria representar una
atenuacion causada por la coordinacion entre el cimulo de plata y la tirosina.

Para el cumulo Agg, la absorcién mas intensa se da en 3.38 eV, y otras senales, por
orden de intensidad, se encuentran en 5.47 y 5.00 eV; mientras que el pico més debil
se localiza en 5.62)eV. En el espectro de Agg-Tyr las cinco senales méas importantes
se encuentran dentro dél intervalo que se extiende de 2.94 a 3.72 eV, donde el pico
principal, ubicado en 3.1} eV, representa un corrimiento hacia el rojo de 0.37 eV,
respecto a la principal sefial del cimulo Agg.
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Figura 3.12: Comparacién entre los espectros de absorcién UV-Visgdé)los complejos Ag,-Tyr
para (lineas rojas) y los cimulos Ag,, (lineas azules) para n = 7,8.

Por su parte, la senal de mayor intensidad en el espectro del AgyTyr (ver Figura
3.12) mostré un corrimiento hacia el rojo de 0.29 eV, ya que esta sendl se'ubica en 3.30
eV, en vez de 3.59 eV a como sucede con el cimulo.

El espectro del complejo Agg-Tyr muestra una mayor cantidad de picos,siendo el de
mayor intensidad el ubicado en 3.91 eV, que indica un corrimiento hacia el rojo.de 0.09
eV respecto a la maxima absorcion del cimulo. Otras senales notables para el cemiplejo
se encuentran en 3.71 y 3.34 eV.
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Figura 3.13: Comparacién entre Jos, espectros de absorcién UV-Vis de los complejos Ag,-Tyr
para (lineas rojas) y los cimulos Agy (lineas azules) para n = 9, 10.

La Figura 3.13 muestra-16s espectros para los siguientes dos complejos. Iniciando
por Agg-Tyr, el espectro de @ste compléjo. muestra su maximo de intensidad en 3.91
eV, seguido de senales en 3.01,-3.60 vy 3.95 eV. Debido a que el cimulo correspondiente
mostraba su maximo de intensidadfde absontion en 4.07, es notorio que la coordinacion
del cimulo con la tirosina provoca un corrimiento hacia el rojo en 0.16 eV. En el espectro
del complejo el total de senales se extienden hasta~4.26 eV, a diferencia de Agg, en la
que algunas senales de intensidad muy ‘baja lleganhasta 5.0 eV.

Los espectros de absorcion de Agio-Tyr y Agio mostraron algunas similitudes, entre
ellas la localizacién de la senal de mayor intensidad ed 8.28 eV para ambos sistemas.
Esencialmente el espectro de Agyq esta formado por dos picos«de mayor intensidad y las
restantes son senales de muy baja intensidad. En contraste ‘eon el espectro del complejo
respectivo, el cual muestra una serie de senales de baja y mediana intensidad entre
2.89 y 4.24 eV, con senales de muy baja intensidad fuera del intervalo mencionado. La
presencia de estas senales de mediana, baja y muy baja intensidad puede ser resultado
de la interaccién entre el cimulo y la molécula de tirosina.

Los espectros UV-Vis de los tltimos dos complejos de la serie se*iaitestran en la
Figura 3.14. El espectro de Agy;-Tyr muestra seniales en el intervalo de 2i00ra 4.13 eV.
Las principales senales de éste se observan, por orden de mayor a menor-intensidad,
en 3.12 y 3.19 eV. De manera similar a los complejos anteriores, la senal de”mayor
intensidad muestra un corrimiento hacia el rojo respecto al cimulo desnudo. Para el
Agy1-Tyr este corrimiento es de 0.05 eV.

49



3.3. Resultados: Complejos coordinados: Ag,-Tyr, (n =3 — 12) 50
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Figura 3.14: Comparacién entre Jos, espectros de absorcién UV-Vis de los complejos Ag,-Tyr
para (lineas rojas) y los cimulos Agy (lineas azules) para n = 11, 12.

Para el complejo Ago-T¥r; la absor€ion de mayor intensidad esté centrada en 3.28
eV y la siguiente senal de mayor intensidad se ubica en 3.26 eV. El resto de las senales en
el espectro son de mediana o bajalintensidad] eontrario a lo que se observa en el espectro
del dodecamero, en el que coexisten_al menos fres senales de intensidad considerable.

Tabla 3.4: Energfas de transicién (eV), para’la absorciénsUV-Vis de mayor intensidad, de los ciimulos
Ag, y complejos Ag,-Tyr. Se incluye el corritniento en la senal de cada complejo respecto al ctimulo.

n Ag, Ag,-Tyr

3 3.16 3.80 (0.64)
4 3.03 3.00 (0.03)
5 3.24 3.03(0.21)
6 3.38 3.11 (0.27)
7 3.59 3.30 (0.29)
8 3.99 3.91 (0.08)
9 4.07 3.91 (0.16)
10 3.28 3.28 (0.00)
11 3.17 3.12 (0.05)
12 3.37 3.28 (0.09)




Conclusiones

En este trabajo-sintetizamos ciimulos fluorescentes de plata soportados en una ma-
triz de proteinas (albimina de huevo) mediante un método propio de reduccién quimica.

La caracterizacién éptica de los cimulos obtenidos muestra que el méaximo en el
espectro de absorcién delUV-Vis se localiza en 276.0 nm, cercano a los valores reportados

por Mathew et al.(279 nm)para la absorcién en cimulos de plata en albimina de suero
bovino (Ag;5;@BSA) [28].

Por otro lado, la emisiéon dedos ctimulos obtenidos por nuestro método mostré una
senal con maximo de intensidad“en 692.3 nm, dada una longitud de onda de excitacion
de 412 nm. Nuevamente, e§te valor es acorde a lo reportado por Mathew et al.(685
nm) [28] y Shao et al.(702mmr)[34] Para ctimulos de plata sintetizados en albimina de
suero bovino y membrana desGagcarén’dé huevo de gallina (ESM), respectivamente.

El analisis por HRTEM encontro la presencia de nanoparticulas con tamanos apro-
ximados a los 10 nm. Si bien lamision de fluorescencia es senal de la presencia de
cumulos con tamanos de 2 o 3 nmy gs\posible que la naturaleza orgénica del sopor-
te de proteinas impida observarlos confacilidadsa través de las microscopias. Esto es
consistente con lo reportado por Mathew et al., gufenes encontraron la coexistencia
de nanoparticulas (=5 nm) con posibles cimulos dé€ menor tamano [28] en el mismo
soporte de proteinas (albimina de suero bovino).

El método de sintesis ha demostrado ser efectivo, de bajorcosto y rapido, pues per-
mite obtener ciimulos fluorescentes en poco tiempo y con propiedades épticas similares
a las reportados por otros grupos y en otros soportes.

En el aspecto computacional exploramos la superficie de emnérgia potencial para
cimulos neutros Ag, y sus correspondientes complejos Ag,-Tyr (n £8* 12), utilizando
funcionales de la densidad con correcciones de largo alcance BSPW91 yrbases gaussianas
de alta calidad.

Los céalculos de energia indican que la coordinacion con tirosina estahiliza a los
cumulos en estado neutro, promoviendo la relativa estabilidad de los complejos Ag,,-
Tyr (n = 3 — 12) con nimero par de dtomos de plata. El analisis de Interaccion No
Covalente muestra que los sitios de interaccién fuerte entre los atomos de plata y la
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titosina varian para cada complejo. Para todos los complejos coordinados, se observa
que el sitio de interaccién mas frecuente entre el cimulo desnudo y la molécula de
tirosina es el atomo de oxigeno C=0O del grupo carboxilo. En general, para todos los
complejos ocurre una interaccién débil entre el cimulo de plata y el anillo aromatico
del gruporfenol.

Los espectros UV-Vis obtenidos con cédlculos TDDFT para cada isémero de baja
energia Ag, edinciden en buena manera con la forma general y principales transiciones
electrénicas observadas en los espectros de absorcién medidos experimentalmente para
cumulos de plata.en’matrices de argon. Esto confirma que aunque la inclusién de otros
isomeros con energias de'punto simple mayores es esencial, las principales caracteristicas
de los espectros de absorciéon pueden ser descritas solo con tomar en cuenta al isémero
de menor baja energia de¢ cada sistema. La coincidencia en buena medida de entre los
valores experimentales y #edricos de las energias de absorcién optica, los potenciales
verticales de ionizacién y las_afinidades electrénicas de los cumulos desnudos Ag, es
resultado de la busqueda exhaustiva llevada a cabo. Los presentes resultados sugieren
que el conjunto de cimulos Ag,. (1, = 3 — 12) son apropiados para el cdlculo de los
espectros de absorciéon UV#Vis y para la coordinacién con otros sistemas moleculares.
Los cambios en los espectfeszde absorcion que van del ultravioleta (UV-C, 4.5 eV) al
ultravioleta cercano (3.10 - 4.13 V) de'lg§ complejos Ag,-Tyr emerge de la coordinacién
de los cumulos Ag, con la molécula de tirosina.
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