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Abreviaciones
4-AP 4-aminofenol
4-NP 4-nitrofenol
A Alanina
Ala Alanina
Arg Arginina
Asp Acido aspértico
AuNCs Nanoclusteres de oro
AuNPs Nanoparticulas de oro
C Cisteina
CB Banda de conduccién
CPS Cuentas por segundo
Cys Cisteina
D Acido aspartico
DPBF 1,3-difenilisobenzofurano
FRET Transferencia de energia de resonancia de fluorescencia
Glu Acido glutdmico
Gly Glicina
GSH Glutationa
HAADF Detector Anular de Campo Oscuro de Angulos Altos
HOMO Orbital Molecular Ocupado de Mayor Energia
LSPR Resonancia de Plasmén Superficial Localizado
LUMO Orbital Molecular no ocupado de menor energia
NCs Nanoclusteres
NIR Infrarrojo cercano
NPs Nanoparticulas
P Prolina
Pep-9 Nonapéptido
Pro Prolina
R Arginina
ROS Especies reactivas de oxigeno
RT Temperatura ambiente
SR Ligando tiol
STEM Microscopia electrénica de transmisidén con barrido
T Treonina
Thr Treonina
tht Tetrahidrotiofeno
TIPS Triisopropilsilano
UV-Vis Ultravioleta visible
VB Banda de valencia
XPS Espectroscopia Fotoelectrénica de Rayos-X

Abreviaciones
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1. Resumen

1. Resumen

1.1. Resumen

Los nanoclusteres de oro (AuNCs) son materiales muy atractivos debido a sus propiedades
Unicas y estan caracterizados por presentar un tamafio menor a 2 nm. En este trabajo, se ha
desarrollado un método organometalico sencillo para la sintesis de nanoclisteres de oro con
ligandos tiolato como agentes estabilizantes, a partir del precursor [Au(CeFs)(tht)] (tht =
tetrahidrotiofeno) utilizando triisopropilsilano como agente reductor. Los ligandos empleados
han sido la cisteina, glutationa y un oligopéptido de 9 aminodcidos, dando lugar a los
nanomateriales AUNCs-cys (2), AuNCs-GSH (3) y AuNCs-pep9 (4).

Se ha llevado a cabo su caracterizacion mediante técnicas espectroscépicas de absorcién UV-Vis
y Espectroscopia Fotoelectrdnica de Rayos-X (XPS), asi como técnicas de microscopia electrdénica
(HAADF-STEM), confirmando la presencia de AuNCs homogéneamente distribuidos

Ademas, se ha evaluado la capacidad catalitica de los cuatro materiales sintetizados mediante
la reducciéon del contaminante 4-nitrofenol a 4-aminofenol obteniéndose buenos resultados en
todos los casos. Este estudio ha mostrado una dependencia con el agente estabilizante
empleado, dando mejores resultados para el mas voluminoso de ellos, que corresponde al
nonapéptido.

Por ultimo, los nanoclusteres sintetizados han presentado buenas propiedades fototérmicas en
presencia de un laser de 808 nm, logrando una conversion de la luz en energia térmica de
manera eficiente. Ademads, el nanomaterial AuNCs-pep9 (4) ha mostrado propiedades
fotodindmicas prometedoras, al ser capaz de dar lugar a especies reactivas de oxigeno bajo la
irradiaciéon de un laser NIR.

1.2. Abstract

Gold nanoclusters (AuNCs) are very attractive materials due to their unique properties and are
characterized by having a size smaller than 2 nm. In this work, a simple organometallic method
has been developed for thiolate-protected gold nanoclusters synthesis, using the precursor
[Au(CeFs)(tht)] (tht = tetrahydrothiophene) and triisopropylsilane as reducing agent. Cysteine,
glutathione and a 9 amino acid oligopeptide have been used as protecting ligands, leading to
the nanomaterials AuNCs-cys (2), AuNCs-GSH (3) and AuNCs-pep9 (4).

Its characterization has been carried out using UV-Vis absorption spectroscopic techniques and
X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS), as well as electron microscopy techniques (HAADF-
STEM), which have confirmed the presence of homogeneously distributed AuNCs.

In addition, good results have been obtained for the four materials synthesized when evaluating
the catalytic performance by reducing the pollutant 4-nitrophenol to 4-aminophenol. This study
has shown a stabilizing agent dependence, attaining better results for the bulkiest of them,
which corresponds to the nonapeptide.

Finally, the synthesized nanoclusters have shown good photothermal properties in the presence
of an 808 nm laser, achieving efficient conversion of light into thermal energy. In addition,
AuNCs-pep9 (4) has shown promising photodynamic properties, being able to generate reactive
oxygen species under NIR laser irradiation.



2. Introduccion

2. Introduccién

Los nanomateriales son aquellos que presentan al menos una de sus dimensiones en la escala
nanométrica (entre 1y 100 nm). Debido a sus propiedades dpticas, luminiscentes y magnéticas,
se utilizan en diversos campos como la electrdnica, medicina, catélisis y agricultura, entre otros.!

La reduccion del tamarfio de los materiales aumenta la proporcién de atomos en la superficie y,
por lo tanto, los nanomateriales exhiben una mayor relacion area superficial/volumen, lo que
da como resultado cambios andmalos en sus propiedades. Debido a su pequefio tamafio, estas
propiedades no pueden ser explicadas con la mecdnica clasica, sino que obedecen a las leyes de
la mecdnica cuantica. Ademads, la presencia de gran numero atomos en la superficie
coordinativamente insaturados provoca una mayor actividad quimica que en los materiales de
mayor escala.?

Segln su dimensionalidad, se pueden clasificar en nanomateriales de dimensién cero (0D),
donde las tres dimensiones se encuentran en la escala nanométrica; unidimensionales (1D), con
dos dimensiones de menos de 100 nm; y bidimensionales (2D), con solo una dimension de
tamafio hanométrico.? Ejemplos de estos nanomateriales son nanoparticulas, nanoclisteres y
nanocristales (0D); nanofibras, nanohilos, nanovarillas y nanotubos (1D); y nanoldminas y
nanocapas (2D).

Se han desarrollado diversas técnicas de sintesis para conseguir diferentes tipos de
nanomateriales con tamafio, forma, estructura y dimensiéon controlados. Estas técnicas se
pueden dividir en dos categorias (Figura 1): top-down (de arriba hacia abajo) y bottom-up (de
abajo hacia arriba). La primera de ellas consiste en la reduccién de un material macroscépico a
la escala nanométrica. Se utilizan métodos como la ultrasonicacién, la ablaciéon con laser y la
descomposicidn térmica para dividir los materiales masivos en otros mas pequenos. En cuanto
al enfoque de abajo hacia arriba, los nanomateriales se sintetizan a partir de la acumulacién de
atomos hasta formar grupos y estructuras a nanoescala. Métodos como la reduccién
fotoquimica, la precipitacion quimica, la microemulsién, la reduccidén microbiana y métodos
hidrotermales son ejemplos de esta segunda categoria.? Permite producir particulas de tamafio
mas pequefio y tiene mayor precisién y control sobre el proceso, ademds de menor pérdida de
energia en comparacién con el método top-down.*

Botton-up Top-down
:>OOO 5% @ | e
oL o o O 8
o B
OO B =

Atomos .
Nanomaterial

. Escala nanométrica ,
f 1

1nm 100 nm 1 pm

Figura 1. Esquema de las aproximaciones bottom-up y top-down para la sintesis de
nanomateriales.
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Los avances en las nuevas técnicas de sintesis hacen posible la preparacion de nanoparticulas
de gran variedad de formas como esféricas, cubos, prismas, hexagonos, octaedros, discos,
alambres, varillas, tubos, etc. Las propiedades de las nanoparticulas no solo dependen del
tamanio, sino que también estan relacionadas con su forma. Por ejemplo, la actividad catalitica,
propiedades eléctricas, dpticas, el punto de fusidn y las caracteristicas de resonancia de plasmdén
superficial localizado dependen de la morfologia de las particulas.?

Las nanoparticulas plasmdnicas se distinguen del resto, como quantum dots, nanoparticulas
magnéticas y poliméricas, porque presentan Resonancia de Plasmén Superficial Localizado
(LSPR).’> Este fendmeno dptico tiene lugar cuando la nanoparticula metélica es mdas pequefia que
la longitud de onda de la luz incidente.® Cuando una nanoparticula metélica se expone a la luz,
el campo electromagnético de la luz induce una oscilacidn coherente colectiva de los electrones
libres del metal. Esta oscilacidn provoca una separacion de carga con respecto a la red idnica,
dando lugar a una oscilacion dipolar a lo largo de la direccidn del campo eléctrico de la luz (Figura
2). Laamplitud de la oscilacién alcanza el maximo a una frecuencia especifica e induce una fuerte
absorcién de la luz y, por lo tanto, puede ser detectado con un espectrofotémetro de absorcién
UV-Vis.®

Campo eléctrico

A

» hv

Nube
electronica

Campo magnético

Figura 2. llustracidon esquematica de la Resonancia de Plasmén Superficial Localizado (LSPR).

La intensidad de la banda LSPR y la longitud de onda dependen de factores como la forma de las
nanoparticulas, asi como del metal, composicidn, estructura y tamafio.” En general, las AuNPs
de 5 a 50 nm de tamafo exhiben un pico de absorcion pronunciado en el rango de 520 a 530
nm.® La Figura 3 proporciona una descripcidon general de los efectos sobre la banda LSPR de
nanoparticulas de oro que ejercen diferentes parametros como el tamafo de particula y la
morfologia. Se observa que para AuNPs esféricas, la posicién de la banda se desplaza hacia el
rojo al aumentar su didmetro. La desviaciéon de la geometria esférica también provoca un
desplazamiento hacia longitudes de onda mayores, con mayor efecto para una menor variacion
de tamafio en comparacién con las AuNPs esféricas.’



2. Introduccion

T T T T
Diametro (nm) Relacion aspecto

101—s 1.94
= ig —235
— ———2.48
~ 15y 99 1——308
[0v]
3
o 064 g
g =
= Te—
c -
o ~——
5 0.4- .
(72
o)
<
0.2
0.0 . - . T . - r . . . .
400 500 600 400 500 600 700

A(nm) A(nm)
Figura 3. Espectro de absorcién UV-Vis experimental para a) AuNPs esféricas con diametros
variables y b) Nanorods de Au.”

Los nanoclusteres metalicos (NCs) son un tipo de nanomaterial cuyo nicleo comprende de unos
pocos a cientos de atomos metalicos y la capa exterior consta de ligandos que protegen el nlcleo
de la agregacion. El tamafio de los nanoclusteres de oro (AuNCs) suele ser inferior a 2 nm, un
tamafio comprendido entre las nanoparticulas AuNPs y las moléculas discretas (Figura 4).8

No plasmoénicas Plasménicas
I 1 || . 1
| | | |
[ I I —
0,1 nm 1nm 2nm 100 nm
L Y J \ T J \ Y ]
Moléculas Nanoclusteres Nanoparticulas

Figura 4. Escala de tamafos de nanomateriales 0D.

Los AuNCs exhiben efectos de confinamiento cuantico debido a su pequeiio tamafio y niveles
de energia discretos, con estados electrénicos similares a las moléculas y un band-gap HOMO-
LUMO distinto de cero.!’ Ademads, presentan algunas propiedades de tipo molecular, como
multiples picos de absorcidn visibles, luminiscencia sintonizable y dindmica de estado excitado
de tipo molecular. A diferencia de las moléculas, los AuNCs poseen dareas superficiales
especificas altas y gran cantidad de sitios de reaccién insaturados, lo que conduce a altas
actividades cataliticas y selectividad Unica en reacciones cataliticas como oxidacion,
hidrogenacién y acoplamiento C-C.2 Por el contrario, las AuNPs presentan niveles de energia
continuos o semicontinuos (Figura 5).°

— i1umo
HOMO

Atomo Au AuNC AuNP

Figura 5. Esquema de los estados electrénicos en funcién del tipo de particula.
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Los espectros de absorcién UV-Vis de los nanocluisteres y nanoparticulas son también distintos.
Los AuNCs no presentan la banda correspondiente a la resonancia plasmodnica superficial, sino
que pueden presentar multiples picos en sus espectros de absorcidn ** debido a transiciones de
un solo electrdn entre los niveles de energia discretos®. En la Figura 6, se observa el pico de
absorcién correspondiente a LSPR para la nanoparticula Au.ss, mientras que esta banda esta
ausente para Auzs, Auss Yy Auig, lo que confirma que los tres ultimos corresponden a
nanoclusteres. Ademas, entre ellos también se observan diferencias que dependen de su
tamafio, lo que sugiere que las caracteristicas moleculares aumentan a medida que disminuye
el tamafio del ntcleo?,

0.6+
1 Au
25
0.5'. \ ﬁu s
— K 3 -0 u140
< 0.4 - = A,
E 1 / . —e— Mie Theory
S 0.3
@®©
o 4
3 0.24
L0
< 4
0.1+
h ®%0000000 ooooe o‘:? St
0.0 v . . I r I r
300 450 600 750 900
A(nm)

Figura 6. Espectros de absorcién UV-vis-NIR de AuNP y AuNCs.°

Para evitar la agregacion de las nanoparticulas, es importante el uso de agentes estabilizantes.
La modificacidon de la superficie con estos ligandos protectores es importante para lograr
suficientes fuerzas de repulsién entre las particulas que impidan su agregacion y ayuden a su
estabilizacidn. Con esta finalidad, se utilizan varios compuestos organicos como tensoactivos,
compuestos organicos bifuncionales, polimeros naturales o materiales biolégicos, oligdmeros o
polimeros que portan diferentes grupos funcionales. Estos grupos funcionales del ligando
también alteran las propiedades de las nanoparticulas.!?

En el caso de AuNCs, se pueden utilizar numerosos ligandos orgdnicos para su proteccién, como
tiolatos, fosfinas, selenolatos, telurolatos, carbenos y alquinos. Entre estos ligandos protectores,
los tiolatos son los mds atractivos debido al fuerte enlace entre el oro y el azufre.®

La alta estabilidad de las nanoparticulas de oro protegidas con ligandos de tipo tiolato es debida
al fuerte enlace covalente entre el azufre y el oro, responsable de la dificil disociacidn del ligando
de la superficie de la nanoparticula. Ademads, las cadenas carbonadas de estos ligandos ofrecen
una proteccidn estérica y evitan la agregacion.
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Como ya se ha comentado, los AuNCs, debido a su pequefio tamafio exhiben una gran drea
superficial, con abundantes sitios activos insaturados, lo que provoca que presenten una
excelente actividad catalitica. Ademas, debido a la presencia de niveles de energia discretos y
propiedades electrénicas controlables, han sido muy estudiados en los campos de termocatdlisis
y electrocatalisis. En la actualidad, los AuNCs se han utilizado en la conversion fotocatalitica de
compuestos organicos, la degradacidn fotocatalitica de colorantes, la reduccion fotocatalitica de
CO, vy la fototerapia.® De todos ellos, la fototerapia estd adquiriendo gran importancia debido a
que se trata de una tecnologia de tratamiento contra virus, bacterias'* y células tumorales
prometedora con pocos efectos secundarios y alta eficacia.® Se aprovecha la interaccién entre
la luz y los materiales para convertir la luz en calor (terapia fototérmica) o iniciar la generacion
de especies reactivas de oxigeno ROS (terapia fotodinamica).?®

Por todo ello, debido a sus propiedades unicas, los nanoclistres de metales nobles,
especialmente los de oro, han atraido mucho la atencién en las dltimas décadas. El presente
trabajo se centrard en el estudio de estos compuestos (AuNCs), desde su sintesis y
caracterizacion hasta la evaluacion de sus propiedades.

3. Objetivos

Uno de los objetivos de este trabajo es sintetizar nanoclusteres de oro estabilizados con ligandos
de tipo tiolato (AuNCs-SR). Para ello, se han seleccionado tres ligandos con un grupo tiol en su
estructura, que ademads forman parte de la familia de los péptidos. Se trata del aminoacido
cisteina (cys), el tripéptido glutationa (GSH) y un nonapéptido. Todos ellos tienen en comun un
mismo aminodacido en su estructura, la cisteina, que presenta un grupo tiol (-SH). Con esta idea,
se pretende ademds de comparar el efecto de los diferentes ligandos sobre las propiedades de
los AuNCs, obtener una metodologia de sintesis aplicable a ligandos de mayor tamafno que
puedan tener interés bioldgico.

Una vez lograda la sintesis de estos nanomateriales, se ha llevado a cabo su caracterizacién
morfoldgica y de composicidon. Las técnicas espectroscépicas de absorcion UV-Vis y
Espectroscopia Fotoelectrénica de Rayos-X (XPS), asi como técnicas de microscopia electrénica
(HAADF-STEM), han permitido visualizar y confirmar la presencia de los nanoclusteres deseados,
asi como dar informacién sobre el tamafio de los mismos y del estado de oxidacion de sus
elementos componentes.

Ademas, debido a que los AuNCs presentan una excelente actividad catalitica gracias a su gran
area superficial, otro de los objetivos de este estudio es la evaluacion de la capacidad catalitica
de los nanoclusteres sintetizados. Para ello, se ha empleado la reaccion de reduccién de 4-
nitrofenol a 4-aminofenol, que permite comparar la actividad de distintos catalizadores y puede
monitorizarse facilmente mediante espectroscopia de absorcion UV-Vis.

Por ultimo, se ha propuesto evaluar la capacidad fototérmica y fotodinamica de los
nanomateriales sintetizados debido a que la fototerapia es una tecnologia muy interesante con
aplicaciones importantes en el tratamiento oncoldgico y antibacteriano.



4. Sintesis y caracterizacion de AuNCs

4. Sintesis y caracterizacion de AuNCs

Inicialmente, el método de sintesis de AUNCs mas utilizado se basd en un procedimiento en dos
pasos: en el primero de ellos una sal de Au(lll), generalmente HAuCl,, se disolvia en agua y se
transferia a un disolvente orgdanico utilizando un reactivo de transferencia de fase. En el segundo
paso, se afiadia el agente reductor NaBH. y los ligandos protectores, reduciendo los iones de Au
y dando lugar a pequefias nanoparticulas en la fase orgdnica. Tales condiciones de reaccion a
menudo conducian a cierta polidispersidad en los nanomateriales. Posteriormente, las
modificaciones en la proporcién de tiolato con respecto a oro y un mayor exceso del reductor
han conseguido dar lugar a AuNCs de tamafios de hasta 1,5 nm.? Las condiciones de reaccién
optimizadas para sintetizar nanoclusteres de oro incluyen usar un exceso de tiol para convertir
Au(lll) en polimeros de Au(l)-SR y usar un gran exceso de agente reductor (tipicamente 10
equivalentes de NaBH, por mol de oro) para reducir Au(l) a Au(0).*®* Ademds, en los ultimos afios
se han desarrollado metodologias atémicamente precisas.’

La aproximacion utilizada para la sintesis de AuNCs en este trabajo consiste en un método de
tipo bottom-up centrado en la reduccidn del precursor organometalico [Au(CsFs)(tht)] (tht =
tetrahidrotiofeno) (Esquema 1). A diferencia de los precursores de oro mas utilizados en las
sintesis reportadas en la bibliografia, se trata de un compuesto organometalico de Au(l), en lugar
de una sal de Au(lll). Esto provocaria que no fuese necesario tanto exceso del ligando tiol en
comparacién con el oro, ya que no se produce el paso de reduccion de Au(lll) a Au(l). Ademas,
una de las ventajas de trabajar con precursores organometalicos es su mayor estabilidad.

F F
FAQAu—SG
F F

Esquema 1. Precursor organometalico [Au(CsFs)(tht)].

El agente reductor utilizado es el triisopropilsilano (TIPS), un agente suave capaz de reducir el
Au(l) a Au(0) para la formacion de nanoclusteres.

4.1. Sintesis y caracterizacion de AuNCs-(1)

4.1.1. Sintesis
El primer nanomaterial estudiado AuNCs-(1), se ha sintetizado a partir de la reduccién del
precursor de oro organometdlico en ausencia de ligandos estabilizantes. El procedimiento
seguido consistié en la adicidn de triisopropilsilano (TIPS) sobre una disolucién del precursor
organometalico [Au(CsFs)(tht)] en una mezcla de THF y H,O bajo agitacién magnética. En pocos
segundos se obtuvo una mezcla turbia de color naranja/marrén claro (Esquema 2)
correspondiente a nanocluisteres metadlicos de oro AuNCs-(1).

F F @
Y @
. AU_SO + 16 S H,O/THF . AuNC ®
\( ]/ RT o
o
F F @ = CsFs o tht
AuNCs-(1)

Esquema 2. Reaccion de sintesis de AUNCs-(1)

10



4. Sintesis y caracterizacion de AuNCs

La mezcla de AuNCs-(1), preparada siguiendo el procedimiento de sintesis presentado en el
esquema 2, experimenta un cambio de color y de turbidez con el transcurso del tiempo: En el
primer dia de preparacion (1a), la disolucion presenta un color naranja oscuro/marrén y turbia;
al dia siguiente (1b), el color de la disolucién es mas rojo y sigue siendo turbia; a los 3 dias (1c),
se pierde la turbidez de la mezcla; y conforme avanza el tiempo el color rojo va siendo cada vez
mas oscuro.

La ausencia de agentes estabilizantes en la disolucidn de (1) podria indicar que alguno de los
ligandos del precursor de oro (), C¢Fs 0 tht, o ambos, serian los responsables de evitar que las
nanoparticulas se agreguen de forma masiva. Se ha reportado algln caso previamente donde
las nanoparticulas son estabilizadas con ligandos arilo'’ y tioéteres?®,

4.1.2. Caracterizacién
Se ha medido el espectro de absorcién UV-Vis en disolucion para la muestra de AuNCs-(1) en
diferentes dias (Figura 7), observando un cambio en el maximo de absorcién. La muestra recién
preparada es de color marrén y presenta una absorcion fuerte en 300 nm con un decaimiento
exponencial, al igual que el observado en bibliografia para nanoclisteres de oro.*® Ademas, no
esta presente la banda de plasmén, de acuerdo con la presencia de AuNPs de menos de 2 nm
de didmetro.?°

Al dia siguiente, para la disolucién de color rojo claro (1b) se observa una banda de absorcién
con un maximo en 502 nm, que corresponde al plasmdn superficial caracteristico de las AuNPs
mas grandes.?! Con el tiempo, el color rojo de la disolucidn se vuelve mds oscuro y el maximo de
absorcién se va desplazando a mayores longitudes de onda. Este espectro de absorcidén recuerda
a la figura 3 comentada en la introduccién, que relaciona un desplazamiento de la banda de
plasmén hacia el rojo con un mayor tamafio de las nanoparticulas. Este comportamiento
observado podria indicar el aumento de tamafio de los nanoclusteres por agregacion.®

2,0
1,5 - 513,5nm
’('U.\ 512 nm '/
3
.0
o
1,0 -
§ AuNCs-
5 (1a) 0 dias
@ (1b) 1 dia
< —— (1d) 4 dias
0,5 - —— (1e) 7 dias
0,0 . T ¥ T . T ¥ T i
300 400 500 600 700 800

A (nm)
Figura 7. Espectro UV-vis de AuNCs-(1) con el tiempo.
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4. Sintesis y caracterizacion de AuNCs

La suposicidon de que los AuNCs se van agregando y haciéndose mads grandes, hasta obtener
AuNPs se confirma mediante medidas de microscopia HAADF-STEM. Se ha utilizado la
Microscopia Electrénica de Transmision de Barrido (STEM) con un Detector Anular de Campo
Oscuro de Angulos Altos (HAADF), que captura electrones ineldsticos dispersados a altos
angulos. De esta forma, se obtiene una imagen cuyo contraste depende del nimero atémico y
por lo tanto se observan los nanoclusteres de oro de color blanco en un fondo negro.

Se observa que para la muestra recién preparada AuNCs-(1a) (Figura 8a) hay presentes AuNCs
de pequeino tamafio, siendo la poblacién de tamafios mas abundante de 1,5 a 2 nm, aunque
también hay presentes algunas AuNPs de hasta 5 nm. Se obtiene un diametro medio de 1,4 +
0,6 nm (Figura 9a).

La muestra AuNCs-(1c), preparada a los 3 dias (Figura 8b) ya no presenta apenas AuNCs, sino
gue Unicamente se observan AuNPs de pequefio tamafio, la mayoria de entre 2 y 5 nm. La
distribucidn de tamafios para esta muestra es de 3,6 = 1,7 nm (Figura 9b).

Figura 8. Imagenes HAADF-STEM de a) AuNCs-(1a) O dias y b) AuNCs-(1c) 3 dias.

a) 9 b)40
8 \ 1,4+0,6 nm 354

3,61,7 nm
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/
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L 1

Poblacién

0 T T T T 0 ;
0 1 2 3 4 5 1 8 9
Tamaiio (nm) Tamario (nm)
Figura 9. Histograma de distribucion de tamanos de a) AuNCs-(1a) O dias y b) AuNCs-(1c) 3
dias.
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4. Sintesis y caracterizacion de AuNCs

El nUmero de atomos de oro correspondiente a los nanoclusteres se puede calcular asumiendo
una forma de nanoparticula de oro cuasi esférica utilizando la ecuaciéon 1, donde Va, es el
volumen del 4tomo de Au (Va, = 17 A3%), r y D son el radio y el didgmetro de la nanoparticula de
oro en A, respectivamente.??

\ 4nr®  nD3 (1)

M3V 102

Con esta ecuacion, para la muestra de AuNCs-(1a) recién preparada se obtiene una media de 85
atomos de oro mientras que para la muestra (1c) de 3 dias un valor de 1437 atomos de oro
(Tabla 1).

Tabla 1. Nimero de atomos de oro de los AuNCs-(1) en funcién de su tamafio.

AuNCs- Tamafo (nm) Media N2 Au Intervalo N2 Au
(1a) 0 dias 1,4+0,6 85 16 - 246
(1c) 3 dias 36+1,7 1437 211 - 4585

Debido a la ausencia de agentes protectores, los nanoclusteres sintetizados tendrian una
energia superficial alta y una vida util corta. Estos grupos se volverian inestables y podrian
agregarse facilmente en particulas mas grandes, aumentando la polidispersidad.’ Esto explica la
banda observada en el espectro UV-Vis de AuNCs-(1) con el tiempo. A medida que transcurre el
tiempo, los nanoclisteres de oro se van agregando, dando lugar a AuNPs de mayor tamafio que
presentan la banda de plasmén superficial caracteristica. Cuanto mayores son esas
nanoparticulas este maximo de absorcién se va desplazando mas hacia energias menores.

Esto puede ser debido a que el ligando que estabiliza los AuNCs (CsFs y/o tht) es lo
suficientemente estabilizante para evitar su agregacion rapida e incontrolada, pero lo
suficientemente |abil para que este sistema no presente tamafios homogéneos y evolucione en
poco tiempo a nanoparticulas mds grandes. Este hecho es interesante debido a que en este
trabajo se utiliza como primer paso para la sintesis de los AuNCs estabilizados con diferentes
tioles. Los ligandos seleccionados serdn capaces de desplazar facilmente a los ligandos Iabiles
(Cst 0 tht).

13



4. Sintesis y caracterizacion de AuNCs

4.2. Sintesis y caracterizacidon de AuNCs estabilizados con tioles

Una vez sintetizados los nanocltsteres desnudos AuNCs-(1), planteamos su estabilizacion
mediante diferentes ligandos con el fin de ampliar y mejorar la metodologia sintética y obtener
nanoclusteres mas homogéneos en tamafo. Dada la afinidad del azufre por el oro, tal como se
ha mencionado en la introducciéon, se han propuesto tres compuestos azufrados como
estabilizantes de los nanoclisteres. Ademas, debido a que buscamos una posible aplicacion
futura en el ambito de la medicina, es importante que los ligandos utilizados sean
biocompatibles. Por ello, se han seleccionado tres ligandos de tipo peptidico, que difieren en el
numero de aminoacidos constituyentes.

El primero de ellos, el aminoacido L-cisteina (cys), es un aminodcido natural que presenta un
grupo tiol en su estructura. Los otros dos compuestos propuestos son un tripéptido, la L-
glutationa reducida (GSH), y un nonapéptido (pep9), proporcionado por el grupo de
investigacion Glycopepd4life de la Universidad de la Rioja. Estos dos ultimos presentan también
el aminodcido cisteina como uno de sus aminodacidos constituyentes, importante para la
proteccidon del nanocluster debido al fuerte enlace del azufre con el oro.

Las glutationa (GSH) es un ligando comunmente utilizado para la sintesis de AuNCs. Se trata de
un tripéptido natural compuesto por los aminoacidos acido glutamico, cisteina y glicina
(Esquema 3).

(0} (0] (0}
)J\/\/”\ H\)j\
HO b N OH

= H
NH, o)
Glu Cys Gly

Esquema 3. Estructura del tripéptido GSH.

El nonapéptido utilizado presenta 9 aminodcidos (esquema 4) y su secuencia es: H;N-
CAPDTRPAP-CONH,. Debido a su larga cadena se esperaria una mayor proteccion estérica para
los AuNCs.

OH

0 o)
H
N H
HS N <N N
H : H
NH o) 3 o)
2 \]]/OH

O
Cys Ala Asp Thr Ala

Esquema 4. Estructura del péptido H:N-CAPDTRPAP-CONH;

u.-.-gzo

4.2.1. Sintesis
El procedimiento de sintesis comienza de la misma manera que AuNCs-(1), con la reduccién del
compuesto organometalico [Au(CsFs)(tht)] con TIPS. Posteriormente, tras la adicion del reductor
y obtencidon de la disoluciéon de color marrén claro a los pocos segundos, se afiadié una
disolucién del ligando en agua, cambiando el color de la disolucién a marrén oscuro. La relacién
del ligando afiadido con respecto al oro fue de 1:2 (Au:S) para AuNCs-cys (2) y AuNCs-GSH (3) y
equimolar para AuNCs-pep9 (4) debido al mayor tamario del péptido.

Asi, atendiendo al procedimiento de sintesis representado en el esquema 5, se obtienen AuNCs
protegidos con ligandos tiolato. En el caso de GSH (3) el color obtenido es mas oscuro que con
el ligando cisteina (2) y ambos presentan un precipitado marrén. La ausencia de turbidez en la
muestra AuNCs-pep9 (4) y, por tanto, la mayor solubilidad en agua contrasta con lo observado
para los otros dos ligandos.
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4. Sintesis y caracterizacion de AuNCs

(o]
5 HS/\‘)‘\OH H,O/THF
N, RT

SH
(0] (e] (0]
H H,O/THF
2 o A A O
N 0

NH,

H,O/THF
H2N-CAPDTRPAP-CONH:

0000000 0@® =repd

AuNCs-pep9 (4)

Esquema 5. Reaccion de sintesis de AUNCs-cys (2), AuNCs-GSH (3) y AuNCs-pep9 (4).

El cambio en el orden de adicién del reductor y ligando o su adicién de manera simultanea
modifica el resultado final de la sintesis dando lugar a una disolucion transparente con un
precipitado de color blanco, lo que indicaria la ausencia de los nanoclusteres.

4.2.2. Caracterizacion

El espectro de absorcién UV-Vis para los tres tipos de AuNCs-SR (Figura 10) consiste en un
decaimiento con ausencia de bandas, al igual que en el caso del AuNCs-(1a) recién preparado.
El color de las disoluciones obtenidas es también marrén, tipico de nanoparticulas de oro
ultrapequefias®®. Comparando estos espectros con la figura 6 de la introduccidn, podriamos
llegar a la conclusion de que los AUNCs-cys (2) tendrian un tamafio menor a los otros dos debido
a que su comportamiento es similar a Auss, mientras que para AuNCs-GSH (3) y AuNCs-pep9 (4)
serian de mayor tamafio ya que se asemejan a Auiao.

1,00 T

0,75 \

(u.a.)

1a

0,50

Absorbanc

0,25

0,00

e
AUNCs- cys(2) GSH(3) pep9(4)

——— AuNCs-cys (2)
—— AuNCs-GSH (3)
—— AuNCs-pep9 (4)

200

1
400

1 I
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Figura 10. Espectro de absorcidon UV-Vis de AuNCs-SR (SR = cys (2), GSH (3) y pep9 (4)).
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4. Sintesis y caracterizacion de AuNCs

Esta técnica también ha permitido controlar la estabilidad de los AuNCs-SR sintetizados debido
a que un aumento de intensidad en la regidn de 500-600 nm esta relacionado con la banda de
plasmdn asociada con las AUNPs mads grandes.

En la figura 11 se muestran las imagenes de HAADF-STEM obtenidas para las tres muestras.

Figura 11. Imagenes STEM a) y b) AuNCs-cys (2); c) y d) AuNCs-GSH (3) y e) y f) AuNCs-pep?9 (4).
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4. Sintesis y caracterizacion de AuNCs

En los tres casos se han obtenido nanoclisteres de menos de 2 nm homogéneamente
distribuidos (Figura 11). La homogeneidad de las muestras se representa mediante histogramas
de distribucion de tamafios en la figura 12. En el caso de AuNCs-cys (2) se observa poca
dispersidon en los tamafios y para AuUNCs-GSH (3) se obtiene un resultado similar, pequefios
clusteres de oro de un tamafio mas o menos homogéneo, aunque en este caso se observan
tamafios de hasta 3 nm. Por ultimo, para AuNCs-pep9 (4) ademas de los nanoclusteres,
aparecen pequefias cantidades de nanoparticulas de pequefo tamafio de hasta 4 nm.

Se han obtenido didametros medios para AuNCs-cys (2) de 1,1 + 0,5 nm; para AuNCs-GSH (3) de
1,9+ 0,6 nmy para AuNCs-pep9 (4) de 1,8 £ 0,6 nm.

180 120
a) .., | b)
160 1,1+0,5 nm 1,910,6 nm
100 4
140
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S 80+ Q
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60 40
40 - S
20
20
0 l T T T T l T T T 0 T - T T T T
04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 05 1,0 15 2,0 25 3,0
Tamafio (nm) Tamafio (nm)
140
c)
120 - 1,8+0,6 nm
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o
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Figura 12. Histograma de distribucién de tamafios de a) AuNCs-cys (2), b) AuNCs-GSH (3) y c)
AuNCs-pep9 (4).

Estos tamafios corresponden a un nimero de atomos de oro de 41 para AuNCs-cys (2), 211 para
AuNCs-GSH (3) y 180 para AuNCs-pep9 (4) (Tabla 2), calculado a partir de la ecuacidn 1. Esto esta
de acuerdo con la conclusion obtenida a partir de los espectros de absorcién, pudiendo afirmar
gue los AuNCs-cys (2) tienen un tamafio menor a AUNCs-GSH (3) y AuNCs-pep9 (4).

Tabla 2. Numero de 4tomos de oro de los AuNCs-SR en funcién de su tamafio.

AuNCs- Tamafio (nm) Media N2 Au Intervalo N2 Au
Cys (2) 1,1+0,5 41 7-126
GSH (3) 1,9+0,6 211 68 - 481
pep9 (4) 1,8+0,6 180 53-426
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4. Sintesis y caracterizacion de AuNCs

Por ultimo, los AuNCs-SR (SR = cys (2), GSH (3) y pep9 (4)) sintetizados se han caracterizado
mediante Espectroscopia Fotoelectrénica de Rayos-X (XPS). Esta técnica se fundamenta en la
deteccidn de los fotoelectrones emitidos por la superficie de la muestra al ser expuesta a un haz
de rayos X. Permite conocer la concentracién atdmica de la superficie y los estados de oxidacion
de estos elementos.

A partir de los espectros generales (Figura 13) se han identificado y cuantificado los elementos
presentes en la superficie, mediante % atomico (Tabla 3). Ademas de la presencia de Auy de C,
S, Oy N debido a los ligandos, también se han identificado &tomos de flior en las muestras. Esto
podria indicar la presencia del precursor [Au(CsFs)(tht)] sin reaccionar, la presencia de C¢Fs en la
superficie originando una estabilidad adicional o por el contrario, la presencia de especies C¢FsH
y CsFs-CgFs en el medio que indicarian la necesidad de algun paso posterior para su eliminaciéon
y purificacidn final de los nanoclisteres.

Tabla 3. Cuantificacion elemental de la superficie de las muestras de AuNCs-SR.
AuNCs- C1ls O 1s N 1s Au 4f S2p F1s Na 1s Si 2s
Cys (2) 55,18 15,16 6,19 3,68 6,11 13,04 0,37
GSH (3) 60,86 16,24 7,90 2,49 1,99 7,29 0,13 3,08
pep9 (4) 63,96 14,62 13,14 0,54 0,78 5,21 0,26 1,48
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Figura 13. Espectro XPS completo para las muestras AuNCs-SR (SR = cys (2), GSH (3) y pep9 (4)).

También se puede obtener una cuantificacién elemental relativa a partir de las regiones de alta
resolucidn (Tabla 4). Se observa un aumento en la proporcién de C, O, y N y una disminucion de
Au y S al aumentar el tamafo del ligando, tal y como se esperaba debido a que los ligandos
seleccionados aumentan el nimero de aminoacidos manteniéndose constante el nimero de
cisteinas.
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Si se compara la cantidad de S con Au, se observa una relacion Au:S de 1:1,85 para AuNCs-cys(2),
1:0,97 para AuNCs-GSH (3) y 1:1,56 para AuNCs-pep9 (4). La menor cantidad de azufre
observada para AuNCs-GSH (3) podria ser debida a que en la glutationa el aminoacido cisteina
se encuentra en la posicion central, al contrario de lo que ocurre con el nonapéptido, lo que
originaria un impedimento estérico a ambos lados del grupo tiol y disminuiria la cantidad de
ligandos en la superficie.

Tabla 4. Cuantificacion elemental relativa de la superficie de las muestras de AuNCs-SR a partir
de las regiones de alta resolucion.

AuNCs- C1ls 0 1s N 1s Au 4f S2p
Cys (2) 63,02 19,75 7,91 3,27 6,06
GSH (3) 66,04 20,95 8,38 2,35 2,28
pep9 (4) 68,90 15,94 13,93 0,48 0,75

Antes de comentar el espectro correspondiente al oro, es importante conocer el
comportamiento observado en otros sistemas de este tipo para su interpretacion.

La figura 14 muestra un espectro de XPS de Au 4f de nanoparticulas de varios tamafios,
indicando que cuando el tamafio de las nanoparticulas disminuye, los picos de Au 4f cambian
sensiblemente a una energia de enlace mas alta. Estas observaciones indican que a medida que
el tamafio de la particula se vuelve mas pequefio hasta la obtencién de nanoclusteres, su
comportamiento electrénico pasa a comportarse de manera mas similar a una molécula.” La
sefial correspondiente suele variar 0,85 + 0,10 eV hacia una energia mas alta.

Como ejemplo, en la bibliografia se ha observado que los resultados de XPS para nanoclusteres
de 25 dtomos de Au dieron lugar a un cambio positivo de 0,8 a 0,9 eV* con respecto a las sefiales
de oro macroscépico 87,4y 84,0 eV.?

Intensidad (u.a.)

86 85 84 83
Energia de enlace (eV)
Figura 14. Posicion del pico de Au 4f en el espectro de XPS para nanoparticulas de oro.?

A continuacidn, se muestran los espectros de alta resolucién registrados para la regién de Au 4f
(Figuras 15 y 16), junto con una tentativa de ajuste. En los tres casos el espectro experimental
se ajusta a 4 picos al realizar la deconvolucién de la sefial.
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4. Sintesis y caracterizacion de AuNCs

El espectro de AuNCs-cys(2) (figura 15) presenta dos dobletes de diferente intensidad pero con
la misma separacion energética (AE = 3,7eV): el primero de ellos a 85,1 eVy 88,8 eV y el segundo
a 87,1 eV y 90,8 eV. El primer doblete se atribuye a Au(0) y el segundo a oro en un estado de
oxidacién superior, Au(l).2° El porcentaje de drea de cada pico permite su cuantificacion relativa,
mostrando un 89 % de Au(0) y un 11 % de Au(l). La composicion mayoritaria de Au(0) nos
indicaria una reduccién efectiva del centro metdlico con TIPS para la sintesis de los
nanoclusteres. La presencia de una pequefia cantidad de Au(l) puede ser debida a la formacion
de tiolatos de oro (I) Au(l)-SR que se encuentran en la superficie. Ademads, también podria
deberse a pequeiias cantidades del precursor organometalico sin reaccionar y a que, al tratarse
de especies tan pequefias, la superficie se puede oxidar con facilidad.

70 Name Pos. FWHM %Area
] Audtf A+ 85.1302 1.2617 51.10
wudfA- 88.8002  1.2617  38.00

7 AudfB+  B87.1244 1.6246 6.25
60] Au 4f B- 90.7944 1.6246 4.65

20]

10

Energia de enlace (eV)
Figura 15. Espectro XPS de alta resolucién para Au 4f para la muestra AuNCs-cys (2).

Para las otras dos muestras estudiadas AuNCs-GSH (3) y AuNCs-pep9 (4) (Figura 16) se obtienen
los mismos resultados: un doblete correspondiente a Au(0) mayoritario y otro doblete

correspondiente a Au(l) con un porcentaje de drea de menos del 10 %. Por ello, las conclusiones
anteriores se pueden extender a los tres sistemas.
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Figura 16. Espectro XPS de alta resolucién Au 4f para a) AUNCs-GSH (3) y b) AuNCs-pep?9 (4).
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4. Sintesis y caracterizacion de AuNCs

El cambio de la sefial con respecto a la referencia de 84,0 eV se muestra en la tabla 5. En los tres
casos se obtiene una desviacion positiva de la sefial, siendo mayor para AuNCs-cys (2) y menor
para AuNCs-pep9 (4), lo que indicaria una diferencia entre los tamafios de los nanomateriales al
presentar distinta desviacion.

Tabla 5. Desviacién de la sefial de XPS obtenida para Au 4f.

Cambio con respecto a
AUNCs- WA la referencia 84,0 eV.
Cys (2) 85,1302 1,1302
GSH (3) 84,6770 0,6770
pep9 (4) 84,4747 0,4747

Por lo tanto, se puede confirmar que se han conseguido sintetizar nanoclisteres de oro de
menos de 2 nm homogéneamente distribuidos mediante el procedimiento de sintesis
desarrollado en este trabajo. Se trata de una metodologia sintética aplicable en sistemas que
presenten un grupo tiol en su estructura.
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5. Propiedades de los AuNCs

Una vez realizada la caracterizacion de los nanoclusteres sintetizados en este trabajo,
obteniendo resultados acordes con los de la bibliografia para este tipo de sistemas, se ha
propuesto el estudio de varias de sus interesantes propiedades.

En primer lugar, se ha evaluado la capacidad catalitica de los nanomateriales empleando la
reaccién de reduccidn de 4-nitrofenol a 4-aminofenol. A continuacion, se ha procedido al analisis
de los efectos fototérmico y propiedades fotodindmicas de estos nanoclUsteres utilizando un
laser NIR de 808 nm.

5.1. Catalisis de la reaccién de reduccién de 4-nitrofenol a 4-aminofenol

El 4-nitrofenol (4-NP) es uno de los contaminantes mas comunes debido a su alta solubilidad y
estabilidad en agua. La reaccién de reduccion de este compuesto da lugar a 4-aminofenol (4-
AP), un intermedio util en la preparacién de farmacos. Por ello, esta transformacién ha sido
ampliamente estudiada en los ultimos afios.?”

La reaccion de reduccién de 4-NP a 4-AP es una reaccion cominmente empleada para comparar
la actividad de distintos catalizadores debido a que no se produce en ausencia de catalizador;
tiene lugar a temperatura ambiente, presidon atmosférica y en soluciones acuosas; y puede
monitorizarse cuantitativamente mediante espectroscopia de absorciéon UV-Vis.?® Entre los
catalizadores mds comunes para esta reaccidon se encuentran nanoparticulas de oro, plata,
paladio, platino y niquel®, aunque también puede ser catalizada por nanoclisteres de oro*® y
por otros materiales no metalicos como grafeno dopado con nitrégeno®?.

Debido a la eficiencia catalitica observada en la bibliografia para AuNPs y AuNCs sobre la
reaccion de reduccion de 4-NP a 4-AP, se ha propuesto examinar las propiedades cataliticas que
experimentan los compuestos descritos en esta memoria. Para ello, se ha seguido el
procedimiento catalitico representado en el esquema 6.

NO, NH,
AuNCs
(1,1 % mol)
4 + 3 NaBH,—— 4 +3 NaBO, + 2H,0
OH OH

Esquema 6. Reaccion de reduccion de 4-NP a 4-AP.

El mecanismo propuesto (figura 17) consiste en un primer paso donde las moléculas de 4-NP se
convierten en iones 4-nitrofenolato en presencia de NaBH4. Después, el NaBH4 se descompone
por hidrélisis y el hidrégeno activo se transfiere al catalizador y se adsorbe en la superficie.?® A
continuacién, los iones 4-nitrofenolato se adsorben en la superficie del catalizador y se reducen
primero a 4-nitrosofenol y después a 4-hidroxilaminofenol como intermedios del ciclo catalitico.
Finalmente, se completa la reduccion dando lugar al 4-aminofenol.? La eliminacidn del producto
de la superficie del nanocluster proporciona un espacio libre en la superficie del catalizador para
el inicio de un nuevo ciclo catalitico.
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Figura 17. Mecanismo de la reduccién de 4-NP a 4-AP.3

El progreso de la reaccidn puede ser estudiado mediante espectroscopia UV-Vis debido a que
tanto el reactivo (4-NP) como el producto (4-AP) presentan absorcién en esta zona del espectro
(Figura 18). En concreto, se observa una disminucién en la banda a 400 nm correspondiente al
4-nitrofenolato y un aumento de absorcidn en 300 nm (4-aminofenolato).

1.2

-
o
1

o
(e}
1

Absorbancia (u.a.)

o
N
]

0,0 . . . . . , . : :
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Figura 18. Espectros de absorcién de 4-NP (azul) y 4-AP (rojo).
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La reaccién de reduccién se ha realizado en medio acuoso y con exceso de NaBH, con respecto
al 4-NP. En estas condiciones, se considera que la reaccién sigue una cinética de pseudoprimer
orden.?® De acuerdo con este modelo se puede calcular la constante cinética mediante la
ecuacion 2.

At
In— = -k-t (2)

0
Se ha estudiado esta reaccién para los 4 tipos de AuNCs descritos en este trabajo, preparandolos
el mismo dia de la realizacién de la catalisis mediante el procedimiento mencionado
anteriormente. Las disoluciones se mantuvieron en agitaciéon durante media hora tras la adicion
del ligando (o de TIPS en el caso de AuNCs-(1)) y se utilizaron directamente de la disolucidn

preparada, realizando la dilucién correspondiente.

Se llevé a cabo la catalisis de reduccion utilizando un 1,2 % de AuNCs-(1a) y completandose la
reaccion en un tiempo de unos 9 minutos (Figura 19a). Aplicando la férmula de la cinética
mostrada en la ecuacion 2 (Figura 19b), se observa un periodo de tiempo inicial de 1,5 minutos
en los que no hay variacidn en la absorbancia del reactivo 4-NP. Esto puede indicar que existe
un periodo de induccidon donde se produce la adsorcidon de los reactivos a la superficie del
catalizador, pero sin que comience la reduccion. Por ello, los primeros 6 puntos no se han tenido
en cuenta para el calculo de la constante cinética. El resto de los puntos siguen una cinética de
primer orden y se ajustan a una Unica recta, obteniéndose un valor para la constante cinética de
0,49681 min™.

a) 1 b) 00] ~eeni.

2,0 - \
.0,5 -
-1,0 4 i DN

In(A¢/Ao) = - 0,49681-t + 0,67002
r=-0,997

© 1,5
3 154 : \
@ [=] :
I3 < 204 : N
5 g% |
£ 1,01 =
S ~ 2,5
172}
Qo
< 30+
0,5
_3_5 -
-4,0 1 1,5 min |
00 T T T v T T T T T
200 300 400 500 600 0 2 4 6 8
A (nm) Tiempo (min)

Figura 19. Seguimiento de la reaccion de reduccion de 4-NP a 4-AP con catalizador AuNCs-(1a).
a) Espectro con el tiempo y b) In(Ai/Ao) frente al tiempo.

El mismo procedimiento se llevé a cabo para los otros tres AuNCs-SR (SR = cys (2), GSH (3) y
pep9 (4)), utilizando un 1,1 % de catalizador y obteniendo en todos los casos una reaccién de
catalisis rapida, con tiempos totales entre 7 y 9 minutos (Figuras 20y 21).
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Figura 20. Seguimiento de la reduccidn de 4-NP a 4-AP con a) AuNCs-cys (2) y b) AuNCs-GSH (3)
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Figura 21. Seguimiento de la reduccion de 4-NP a 4-AP usando con AuNCs-pep9 (4).

La representacion de In(A/Ao) (Figura 22) permite visualizar el tiempo de induccién, que varia
dependiendo del ligando utilizado: es mayor para el péptido de 9 aminodcidos (pep9), con un
valor de 4 min. Este tiempo de induccidén es mas pequefio para cys y GSH, y aunque entre ellas
son muy similares, es un poco mayor en el caso de la cisteina.

En los tres casos se observa los datos que no se ajustan a una Unica recta, sino que presentan
dos comportamientos que se ajustan cada uno a una recta diferente. Este segundo
comportamiento con tendencia lineal tiene una pendiente mayor que el primero, lo que podria
indicar que se ha producido una modificacidn en la superficie del catalizador que permita una
mejor interaccidn y favorezca la catalisis.
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In(A/A,) en 400 nm
N

225min: | 25min 4 min
-4 T T 3 T X
0 2 4 6 8
Tiempo (min)
Figura 22. In(A:/Ao) frente al tiempo para el calculo de la constante cinética de la reaccién de
reduccion de 4-NP a 4-AP con los catalizadores AuNCs-SR (SR = cys (2), GSH (3) y pep9 (4)).

Las ecuaciones de estas rectas se presentan en la tabla 6, junto con su coeficiente de regresion
lineal.

Tabla 6. Ecuaciones de las rectas de regresion para la catdlisis de 4-NP a 4-AP y coeficiente de
regresion lineal para las dos rectas observadas con los catalizadores AuNCs-SR.

Catalizador In(A/Ao) = r
-0,39041t + 0,86363 0,995
AUNES -GS (2 -0,58081-t + 1,92996 20,997
-0,43108 + 0,83704 0,994

AuNCs-GSH (3)

- 0,86652-t + 3,19556 20,994
-0,88196+t + 3,11546 20,9992

AuNCs-pep9 (4 ' ' :
U e () ~1,52667-t + 6,82586 20,9990

Como el porcentaje de oro en relacion a 4-NP es el igual en todos los casos y se han utilizado las
mismas condiciones de reaccidn, es posible comparar la efectividad de los catalizadores. En la
tabla 7 se muestra un resumen de los datos obtenidos para estas reacciones.

Tabla 7. Comparacién de los valores obtenidos para los distintos catalizadores en la reacciéon
de reduccién de 4-NP a 4-AP.

Tiempo Tiempo Tiempo
AuNCs- induccién catélisis Pe ki (min™) kz (min™) % Au
. . total (min)
(min) (min)

-(1a) 1,5 6,9 8,4 0,49681 1,2
-cys(2) 2,5 6,8 9,3 0,39041 0,58081 1,1
-GSH(3) 2,25 5,5 7,7 0,43108 0,86652 1,1
-pep9(4) 4 2,8 6,8 0,88196 1,52667 1,1
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Se observa que el tiempo de induccion es menor en el caso de AuNCs-(1a), probablemente
debido a que la superficie del catalizador estd menos protegida por la ausencia de ligando tiol
estabilizante (Figura 23). El mayor tiempo de induccién se ha observado en AuNCs-pep9 (4), lo
que puede ser debido a que el péptido de 9 aminodacidos que actia como ligando estabilizante
es mas voluminoso e impide el primer paso de adsorcién. Para AuNCs-cys (2) y AuNCs-GSH (3),
se obtienen tiempos intermedios entre los dos anteriores, pero con un mayor valor para GSH, al
contrario de lo que se podria esperar con la tendencia observada y el volumen del ligando.

En cuanto al tiempo de catalisis, se observa una tendencia constante para los cuatro
catalizadores. Es mayor para el caso de los catalizadores menos protegidos (6,9 min para AuUNCs-
(1a) y 6,8 min para AuNCs-cys (2)), disminuyendo progresivamente (5,5 para AuNCs-GSH (3)
hasta obtener el menor tiempo para AuNCs-pep9 (4) (2,8 min). Estos tiempos se han calculado
como la diferencia entre el tiempo total y el tiempo de induccion. Para que puedan ser datos
comparables el tiempo total se ha considerado como aquel en el que se cumple que In(A/Ao) =
- 3,5 que corresponderia a un 3 % del reactivo 4-NP restante.

Cabe destacar que las constantes cinéticas para el segundo comportamiento lineal son en todos
los casos mayores que para la primera recta. Ademas, a medida que aumenta el volumen del
ligando estas dos constantes tienen mayores valores, lo que indicaria una mayor capacidad
catalitica de AuNCs-pep9 (4) a pesar de que presenta un mayor tiempo de induccion.

Aunque la eficacia de la catélisis estd relacionada con el tamafio de las nanoparticulas®, en este
caso no se puede hablar de diferencias debidas a los tamanos de los nanoclusteres porque, como
se ha observado en las imdgenes de microscopia, son muy similares. Las diferencias observadas
en los tiempos cataliticos podrian ser debidas al volumen de los distintos ligandos estabilizantes
(Figura 23). Por lo tanto, debido a la presencia de un grupo mas voluminoso, el primer paso de
adsorcién del 4-NP a la superficie del AuNC seria mds lento debido al impedimento estérico,
pero por esta misma razén, podria permitir una mejor adsorcién del 4-NP una vez alcanzada la
superficie provocando una reduccién mas rapida.

@ = CoFs o tht ® =cys 9@ -=GSH 0000000 09® -pepd

Figura 23. Representacion esquematica de AuNCs-(1), AuNCs-cys(2) , AuNCs-GSH(3) y AuNCs-
pep9(4).
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5.2. Efecto fototérmico

Los nanomateriales de oro son agentes fototérmicos muy prometedores debido a su gran
capacidad para convertir la radiaciéon del infrarrojo cercano (NIR) en energia térmica.?® La
ventaja de las radiaciones NIR es la produccién de calor localizado (efecto fototérmico), su
minima invasividad y mayor efectividad.?*

Las nanoparticulas de oro, debido a la resonancia de plasmén localizado, muestran una fuerte
absorcién de luz en la regidn visible e infrarroja cercana convirtiéndola mediante procesos de
desactivacidn no radiativa en energia térmica*. Este proceso es mucho mas eficiente cuando la
radiacion corresponde al infrarrojo cercano, por lo que las nanobarras de oro, que presentan
una fuerte absorcién de plasmén localizado longitudinal en la regién del infrarrojo cercano?,
dan lugar a alta eficiencia de conversion fototérmica y han sido empleadas en la mayor parte de
las aplicaciones de nanoparticulas de oro en terapia fototérmica.

En el caso de los AuNCs, los efectos fototérmicos observados pueden ser explicados mediante
la transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET) cuando entran en contacto
con moléculas funcionales. A través de los AuNCs se produce la absorcidon de los fotones y
conversion de la radiacién en fonones, provocando una pérdida de energia por calor (Figura
24).37

\NIR

AUNGC |:> AuNC

Figura 24. Esquema de la produccion de calor por el efecto fototérmico.

Se ha demostrado que los AuNCs presentan una excelente biocompatibilidad, farmacocinética,
y biodegradabilidad, por lo que se pueden usar ampliamente en campos biomédicos como
biodeteccidn, fotoluminiscencia y terapia contra el cancer.®

Con todo esto, se ha propuesto el estudio de las propiedades fototérmicas de los nanoclusteres
sintetizados en la presente memoria debido a que es una propiedad muy prometedora para
posibles aplicaciones futuras. Para ello, se midié la variacion de la temperatura de las muestras
de AuNCs al ser irradiadas con un laser NIR de 808 nm con una densidad de potencia de 2,5
W/cm?.

En la figura 25a se muestra la representacion del calentamiento fototérmico para los cuatro
tipos de AuNCs (1a), (2), (3) y (4) y el disolvente. Se observa que, en el caso del disolvente
(mezcla de H,0 con THF), la irradiacidn con el laser provoca un aumento en la temperatura de
menos de 3 °C. En cambio, para los cuatro nanomateriales estudiados, se produce un cambio en
la temperatura apreciable, llegando a un aumento de hasta mas de 25 °C. La comparacion del
comportamiento de estas muestras con el disolvente sugiere que los nanoclusteres presentan
propiedades fototérmicas, es decir, tienen la capacidad de convertir la luz en energia térmica al
ser irradiados con un laser NIR.

Un estudio de este efecto fototérmico para las muestras de los nanoclusteres durante un mayor
periodo de tiempo de irradiacién, seguido de un periodo de enfriamiento se muestra en la figura
25b. Se observa que AuNCs-cys (2) muestra un calentamiento mas rapido que el resto, llegando
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desde temperatura ambiente hasta 52,2 °C en 6 minutos. AUNCs-pep9 (4) también presenta una
gran capacidad fototérmica, alcanzando los 51,8 °C en menos de 10 minutos. AUNCs-GSH (2) y
AuNCs (1a) presentan un comportamiento similar entre ellos, con una velocidad de
calentamiento ligeramente superior para los nanoclisteres protegidos con el ligando glutationa.
Estas observaciones indicarian que el ligando estabilizante tendria un efecto sobre las
propiedades fototérmicas de los nanomateriales estudiados.

a) b)ss
~e— AUNCs (1 522
504 o ANGes o2 » ol A 218 —+— AUNCs (1a)
ekl ¥ "R} . * AuNCs-cys (2)
: 23:8:’5;’3 8)) o = ’ b +— AuNCs-GSH (3)
o .

45- —+ Disolvente H,0/THF S ./.,,,./' —=— AUNCs-pep9 (4)
— ” > 4 ool ~
9 D oo s 1Y
= of i e i e
g 40+ . i . :./(: s g
& e A I \
a-’ 4 . J/r - lCT) .'.
Q 35 » o ad o .
5 ' < 5 = ~ N

.
ﬁ ¥ o & \,\\.
o A, e . ) "\.q.
30 e e e R . \\\
-
25
T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 200 400 600 800 1000
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 25. Representacion de las temperaturas para las muestras: disolvente, AuNCs (1a),
AuNCs-cys (2), AUNCs-GHS (3) y AuNCs-pep9 (4) a) del calentamiento con un laser de 808 nm a
2,5 W/cm?b) Calentamiento y enfriamiento

La Figura 26 muestra las imagenes dependientes del tiempo de las muestras al irradiar con el
Iaser. Visualmente se observa el calentamiento rapido para AuNCs-GSH (2) y que el gran cambio
en latemperatura de AuNCs-pep9 (4) requiere una mayor cantidad de tiempo, aunque comienza
desde una menor temperatura. También es posible apreciar la menor temperatura final para las
muestras correspondientes a AUNCs (1s) y AuNCs-GSH (2)

Tiempo (s) Fin laser
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Figura 26. Imagenes dependientes del tiempo de los nanoclusteres AuNCs-(1a), -cys(2), GSH(3)
y pep9(4) durante la irradiacién laser de 808 nm a 2,5 W/cm?y seguida de un periodo de
enfriamiento.
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Por ultimo, se ha querido estudiar |la estabilidad fototérmica para comprobar tanto una posible
reutilizacion como la estabilidad del sistema, dos caracteristicas muy importantes para posibles
aplicaciones practicas. Se ha seleccionado AuNCs-pep9 (4) para este estudio, debido a que
muestra buenas propiedades fototérmicas y presenta el ligando de mayor tamafio.

Se realizaron tres ciclos de conversion térmica que consistieron en el calentamiento con el laser
de 808 nm con 2,5 W/cm? hasta la obtencién de una temperatura constante y un posterior

enfriamiento.

La figura 27 sugiere una gran estabilidad fototérmica para la muestra estudiada. En los tres ciclos
se obtiene una temperatura superior a 51 °C, aumentando ligeramente este valor en el siguiente
ciclo realizado. Ademas, los tiempos necesarios para la obtencién de la temperatura mas alta a
partir de temperatura ambiente son también muy similares, lo que indica un mantenimiento de
la capacidad de conversién de la radiacion en calor en los distintos ciclos.
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Figura 27. Propiedades fototérmicas de AuNCs-pep9 (4), tres ciclos de conversion térmica
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5.3. Generacién de *0;

La terapia fotodindmica consiste en la destruccidn de las células cancerosas mediante el uso de
un fotosensibilizador que absorbe selectivamente una longitud de onda de la luz para producir
especies de oxigeno reactivas (ROS), como los radicales libres o el oxigeno singlete (0y),
generando toxicidad hacia las células. En cambio, la terapia fototérmica absorbe energia de la
luz y la transforma en calor, lo que puede causar dafio celular irreversible. Por lo tanto, la
combinacion de la terapia fotodindmica y fototérmica resulta una buena estrategia para el
tratamiento de enfermedades debido a la mayor eficacia terapéutica.®

Con esta idea, una vez se ha demostrado que los nanoclisteres sintetizados en esta memoria
presentan propiedades fototérmicas, nos hemos propuesto comprobar si son capaces de
generar especies reactivas de oxigeno, en este caso 0.

Para confirmar la generacién de 10, se ha utilizado el 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) como
atrapador de '0,. Cuando este compuesto es oxidado por !0, su absorbancia a 410 nm
disminuye, lo que permite que sea utilizado como indicador especifico de la presencia de 10,.3°
El DPBF reacciona cuantitativamente con 0, rompiendo su sistema 7 y formando un perdxido
inestable que descompone dando lugar a un producto incoloro que no absorbe luz (Esquema 7).
Por lo tanto, la reduccién de la intensidad de absorbancia de DPBF refleja la cantidad de 'O,
generada.®

Ph Ph Ph
(@] -H,0 (0]
o] + 102 —_— (@) | —_—
0 0
Ph Ph Ph

Esquema 7. Reaccidn de oxidacion de DPBF con 10,.%°

Algunos nanoclisteres de oro pueden mostrar una actividad similar a la catalasa,
descomponiendo el peréxido de hidréogeno en O, para mejorar la terapia fotodinamica. Los
microambientes de tumores e infecciones generalmente muestran una alta concentracién de
H,0, y un bajo nivel de O,, por lo que este hecho puede solucionar el agotamiento del oxigeno
durante un tratamiento fotodinamico.®

En este trabajo se ha comprobado la generacién de oxigeno singlete para los nanoclusteres de
oro protegidos con ligandos AuNCs-SR (SR = cys (2), GSH (3) y pep9 (4)), utilizando DPBF como
indicador en presencia de H,0; e irradiando con un laser de 808 nm a 2,5 W/cm?. La figura 28
muestra un resumen de las reacciones que tienen lugar en este procedimiento.

NIR

Ph

O
o}

Ph Ph
30, + H,0 Amax = 410 nm Incoloro

Figura 28. Esquema de la generacidn de 0 en presencia de H,0; y radiacion NIR.
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Primero, se realizéd un experimento de control (Figura 29a) en ausencia de nanoclusteres,
midiendo la absorbancia de una disolucion de DPBF (60 uM) a A = 410 nm en acetonitrilo
previamente oxigenado y H,0; (125 mM) bajo irradiacion con laser de 808 nm a 2,5 W/cm?. Se
obtuvo una disminucion de la absorbancia de un 50 % en un tiempo de 40 minutos. Este
resultado se puede interpretar teniendo en cuenta que el DPBF también reacciona con H,0,,
pudiendo utilizarse también como un indicador para este compuesto.** Ademdas, DPBF es
inestable y sensible a factores externos como la luz ultravioleta y el calor.®

En la figura 29b se muestra la disminucidn de la absorbancia de DPBF en las mismas condiciones
que el experimento control, pero en presencia de AuNCs-pep9 (4) (230 uM). En este caso la
absorbancia a 410 nm disminuyé hasta un valor de 0 en 25 minutos, lo que indica una diferencia
significativa con respecto al experimento en ausencia de nanoclusteres.
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Figura 29. Espectros de absorcién del DPBF a) sin catalizador y b) con AuNCs-pep9 (4).

A continuacién, se muestra el decaimiento en la absorbancia a 410 nm del compuesto DPBF en
presencia de los tres nanomateriales protegidos con ligandos tiolato y del control (figura 30),
observando un comportamiento diferente en los tres nanoclusteres estudiados.

La disminucién en la absorbancia en la muestra AuNCs-pep9 (4) sigue una mayor pendiente que
en el resto de los casos, llegando hasta la desaparicidon total de la banda en menos de 30
minutos. En cambio, AUNCs-cys (2) muestra una pendiente inicial mas pequefia, aunque mayor
que en el caso del disolvente. Esto podria indicar que presentaria la capacidad de generar 10,,
pero en menor proporcion que AuNCs-pep9 (4). Sin embargo, esta pendiente cambia
drasticamente cuando se alcanzan los 12 minutos, dando lugar a un comportamiento en el que
la absorbancia de DPBF disminuye incluso en menor proporcién que el experimento control. Por
ultimo, para AuNCs-GSH (3), se obtiene una pendiente de la recta de disminucion de la
absorbancia menor de la del experimento sin nanoclusteres.
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Figura 30. Decaimiento de la absorbancia del reactivo DPBF en 410 nm con el tiempo para el
experimento control y con AuNCs-SR (SR = cys (2), GSH (3) y pep9 (4)).

Estos resultados obtenidos se pueden explicar atendiendo a la estabilidad de los nanoclusteres.
En el caso de AuNCs-cys (2) y AuNCs-GSH (3), tras este experimento se observa una
descomposicion del catalizador, dando lugar a agregados y particulas insolubles (Figura 31a, b).
En cambio, AuNCs-pep9 (4) sigue presentando la misma apariencia inicial, una disolucion
transparente de color marrén (Figura 31c). Esto podria explicar que, en el caso de AuNCs-cys
(2), el cambio en el comportamiento observado en la generacién de 0, se debe al momento en
el que comienza a descomponerse el catalizador. Con este mismo planteamiento, para AuNCs-
GSH (3) esta desestabilizacién del catalizador se produciria en los instantes iniciales de la
reaccién, debido a que el comportamiento observado es igual que la segunda etapa
correspondiente al AUNCs-cys (2). Esto indicaria menor estabilidad de la muestra (3), que podria
estar en consonancia con lo observado en el efecto fototérmico al no alcanzar una temperatura
tan alta como las otras dos muestras con ligandos. Por el contrario, AuUNCs-pep9 (4) presentaria
una mayor estabilidad que sus andlogas con cys (2) y GSH (3), logrando un efecto fotodindmico
efectivo bajo la irradiacién de luz NIR.

Figura 31. Apariencia de las disoluciones finales del experimento de generacién de 10,: a)
AuNCs-cys (2), b) AUNCs-GSH (3) y ¢) AuNCs-pep9 (4).
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Debido a que el compuesto DPBF es sensible al calor, para asegurarnos que la degradacién del
compuesto es debida a la generacidon de 0, y no a un mayor calor producido al utilizar los
nanoclusteres, se comprobd la temperatura inicial y final.

Como se muestra en la tabla 8, la temperatura final obtenida en el experimento sin AuNCs es
ligeramente menor que en el resto. Sin embargo, para AuNCs-GSH (3) la temperatura final es
mas alta que en el experimento control y da lugar a una disminucién menor en la absorbancia,
por lo que el efecto de las diferentes temperaturas no seria el responsable de las diferencias de
comportamiento obtenidas.

Tabla 8. Temperaturas correspondientes a la reaccidn de generacion de 0, a tiempo 0 miny
tras 40 minutos de irradiacion.

Sin laser

) Con laser tras 40 min de reaccion Escala

AuNCs
-GSH(3)

Blanco

-pep9(4) 50,0 °C

——

—

20,0°C

21,0°C 47,9°C 48,2 °C 49,7 °C

Por ultimo, debido a que AuNCs-pep9 (4) ha presentado buenas propiedades fotodinamicas y
estabilidad fototérmica, se ha querido comprobar la capacidad de reutilizacién del catalizador
en la reaccién de generacién de 0. El procedimiento seguido se realizé de igual manera que el
comentado para el estudio anterior, pero realizando tres ciclos de manera continua. Al comienzo
de cada uno de ellos se adicioné tanto el compuesto DPBF como H,0, manteniendo constante
la cantidad de AuNCs-pep9 (4) afiadida desde el inicio de la reaccién catalitica, reutilizandose en
cada uno de los ciclos medidos.

Los resultados obtenidos (Figura 32) muestran una conversidn completa del compuesto DPBF
en los tres ciclos realizados, indicando la capacidad del nanomaterial de ser reutilizado. En los
dos primeros ciclos, el tiempo de decaimiento de la absorbancia del compuesto es muy similar,
mientras que en el tercero es necesario un tiempo mayor para la completa conversién del
compuesto, lo que indicaria una pérdida de la eficacia de AuNCs-pep9 (4) con el tiempo.
Analizando los espectros de absorcién completos, se ha observado ademas de la disminucién en
la banda de 410 nm correspondiente a DPBF, un aumento de la absorbancia en la zona de 512
nm (Figura 33) a partir del segundo ciclo de generacién de '0,. Esto indicaria que los
nanoclusteres han comenzado a agregarse dando lugar a nanoparticulas plasmdmicas pequenas
y provocando, por tanto, la reduccién en la eficiencia del catalizador.

La banda observada también se desplaza con el tiempo, obteniendo un mdaximo en 519 nm al
finalizar el tercer ciclo, lo que estd de acuerdo con la suposicion de la agregacién de los
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nanoclusteres. Este hecho también se observa visualmente con el color de las disoluciones

(Figura 33), pasando del color marrén caracteristico de los nanoclusteres a un color mas rosaceo
que recuerda a AuNCs-(1d).
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Figura 32. Tres ciclos de decaimiento de la absorbancia del reactivo DPBF en

410 nm con el tiempo utilizando AuNCs-pep9 (4).
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Figura 33. Espectro completo del segundo ciclo de reacciéon de DPBF en
presencia de AuNCs-pep9 (4) con el tiempo.
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6. Conclusiones

Se ha conseguido desarrollar un método sencillo y eficaz para la sintesis de nanoclusteres de oro
con ligandos tiolato como agentes estabilizantes a partir de la reduccién del precursor
organometalico [Au(CsFs)(tht)] con el reductor suave triisopropilsilano. Debido a que se han
obtenido buenos resultados con los tres ligandos utilizados, esta metodologia es prometedora
y podria ser ampliada utilizando otros agentes estabilizantes que tengan en comun el grupo
funcional tiol en su estructura.

Con el estudio de las propiedades cataliticas de los nanomateriales de la presente memoria, se
ha observado una dependencia de la eficacia catalitica con el ligando estabilizante. El tiempo de
induccion necesario depende del volumen del ligando, siendo generalmente mayor para agentes
protectores mas voluminosos. En cambio, la velocidad de catalisis sigue la tendencia contraria,
cuanto mayor es el impedimento ofrecido por el ligando, la reaccidon es mas rapida.

Los nanoclusteres sintetizados en este trabajo, presentan buenas propiedades fototérmicas,
siendo capaces de transformar la energia de la luz en energia térmica de manera eficiente. Estas
propiedades también son dependientes del grupo protector.

La obtencion de buenos resultados en la evaluacion de la estabilidad fototérmica de AuNCs-
pep9 (4) ofrece una idea de la buena estabilidad que ofrece el ligando mas voluminoso, ademas
de la posible reutilizacién del sistema estudiado.

En la evaluacidn de la generacion de '0,, se ha demostrado que AuNCs-pep9 (4) y AuNCs-cys (2)
tienen la capacidad de generar especies de oxigeno reactivas, un hecho de gran importancia
para su uso en terapia fotodindmica. En este estudio también se ha observado que los dos
nanoclusteres con ligandos menos voluminosos AuNCs-cys (2) y AuNCs-GSH (3) presentan una
menor estabilidad y se descomponen en las condiciones de reaccidn estudiadas. En cambio, un
ligando mas impedido provoca una mayor estabilizacion y solubilidad, dando lugar a mejores
resultados e incluso la posibilidad de su reutilizacion en varios ciclos.

Todavia queda un gran estudio de otros posibles ligandos que mejoren las propiedades
mencionadas anteriormente. A la vista de los resultados obtenidos, serian interesantes ligandos
de mayor tamafio, que favorezcan la solubilidad en agua y a su vez estabilicen mejor los
nanoclusteres obtenidos. Esta metodologia puede suponer un comienzo prometedor para el
estudio de nanoclusteres estabilizados con ligandos tiolato con interés bioldgico y posibles

aplicaciones futuras.
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7.1. Técnicas instrumentales y espectroscdpicas utilizadas

7.1.1. Espectros de absorcién UV-Vis en disolucién
Los espectros de absorciéon UV-Vis de las muestras AUNCs-(1) fueron registrados en disolucion
en un espectrofotémetro Shimadzu UV-3600 y de AuNCs-SR (SR = cys (1), GSH (2) y pep9 (4)) en
el espectrofotdmetro Agilent 8453 Diode-array.

Los espectros de absorcidn relacionados con las reacciones de reduccion de 4-nitrofenol a 4-
aminofenol se registraron en un espectrofotometro Agilent 8453 Diode-array.

Los espectros correspondientes al estudio de generacién de 'O, se midieron en un
espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda 265.

7.1.2. Microscopia electrdnica de transmisién
las muestras de STEM se prepararon adicionando varias gotas sobre rejillas de Cu recubiertas
por una pelicula de carbono.

Las imagenes HAADF-STEM se obtuvieron en un Tecnai F30 (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, EE. UU.) o en un instrumento Titan con sonda Cs corregido (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.) a una tensidn de trabajo de 300 kV, junto con un detector HAADF
(Fischione, Export, PA, EE. UU.).

7.1.3. XPS
Los experimentos de XPS se llevaron a cabo en un espectrémetro Kratos AXIS Supra usando una
fuente monocromatica Al Koo 120W que opera a 15 kV u 8 mA. Los espectros generales se
adquirieron a una energia de paso del analizador de 160 eV, mientras que los de alta resolucion
con una energia de paso constante de 20 eV con cambios de 0,1 eV. La presidén basal en la cdmara
de anélisis fue menor de 10 Torr. Los espectros fueron obtenidos a temperatura ambiente y la
escala de energia de enlace (BE) se referencié internamente al pico de C 1s (C-C = 284,9 eV).

7.2. Sintesis de nanoclusteres de oro

7.2.1. AuNGCs-(1)
En un vial provisto de un agitador magnético se adicionan 2600 pL de THF y 100 uL Au(CsFs)(tht)
50 mM disuelto en THF. En agitacion se afiaden 3000 plL de H,O mili-Q y después 15 ulL de TIPS
(triisoropilsilano), obteniendo en pocos segundos una disolucién de color naranja/marrén y
turbia (Figura 34a), que se mantiene en agitacion durante 30 min.

7.2.2. AuNCs-cys (2) y AuNCs-GSH (3)
El procedimiento es igual que en el caso de AuNCs-(1), pero afadiendo un ligando (L-cys o L-
GSH reducida): tras la adicion de TIPS y obtencién de una disolucién de color marrén claro, se
afiaden bajo agitacion 200 uL del ligando 50 mM en agua, cambiando el color de la disolucién a
marrdn oscuro, que se deja en agitacidon 30 minutos. En el caso de GSH el color obtenido es mas
oscuro que en cys (Figura 34b y 34c). Los dos presentan un precipitado marrdn.

7.2.3. AuNCs-pep9 (4)
Se utiliza el mismo procedimiento que para AuNCs-cys (2) y AuNCs-GSH (3) pero afiadiendo la
misma cantidad de ligando que de oro, en lugar de una relacion 1:2. Tras la adicidn de TIPS se
afiaden 100 plL del péptido 50 mM en agua, obteniendo una disolucidn de color marrén sin
precipitado (Figura 34d).
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Figura 34. Disoluciones obtenidas: a) AUNCs-(1a), b) AuNCs-cys (2), c) AuNCs-GSH (3), d)
AuNCs-pep9 (4).

7.3. Preparacion de las muestras de XPS

Se sintetizaron los AuNCs siguiendo el procedimiento descrito en el apartado anterior y se
dejaron en agitacion durante 30 minutos. Posteriormente, se evapord parcialmente el
disolvente mediante una bomba de vacio. Por ultimo, se congeld utilizando nitrégeno liquido y
se dejé liofilizando durante un dia y medio, obteniendo un sdélido de color marrdén.

7.4. Catalisis de reduccion de 4-NP a 4-AP

La reaccion de reduccién de 4-NP a 4-AP se llevd a cabo en una cubeta de cuarzo y se monitorizé
el seguimiento de la reaccién mediante un espectrofotémetro Agilent 8453 Diode-array cada 15
segundos hasta la completa desaparicién del reactivo inicial.

En la cubeta se afiaden 2,5 mL de H,O milliQ y 100 pL de 4-nitrofenol 2,5 mM. A continuacion,
se adicionan 150 pL de una disolucién de NaBH; 1M recién preparada, dando lugar a una
disolucién de color amarillo intenso. Después se afiade el volumen deseado del catalizador.

Los nanoclusteres sintetizados se diluyeron directamente de la disolucién de reaccién con un
factor de dilucién 1:10. Los volimenes empleados de estas diluciones fueron de 30 plL para
AuNCs-(1a), -cys(2) y -GSH(3) y 29,5 pL AuNCs-pep9(4).

7.5. Medidas del efecto fototérmico

En un vial de 2 mL se aflade 1 mL de la disolucién correspondiente y se irradia desde arriba
mediante un ldser de 808 nm con una fibra dptica seleccionando la densidad de potencia
deseada, en este caso 2,5 W/cm? (Figura 35).

Mediante una camara termografica FLIR E6 se controla la temperatura cada 10 segundos tanto
del calentamiento con el laser como del enfriamiento posterior.

38



7. Experimental

7.6. Generacién de *0;

En la cubeta se afiaden 1844 uL de acetonitrilo previamente oxigenado y 300 pL de una
disolucién recién preparada de DPBF 600 pLM disuelto en CHsCN. Posteriormente y de manera
rapida se adicionan 38,6 plL de H,0, (30%) y 817 pL del catalizador 0,85 mM, se coloca el laser
de 808 nm a 2,5W/cm? irradiando desde arriba sobre la cubeta y se comienza inmediatamente
la medida de la absorbancia cada 15 segundos. El montaje empleado se muestra en la figura 36.

Para el experimento control se adicionaron 817 pL de la mezcla de disolventes H,O/THF en lugar
del catalizador.

Figura 36. Montaje para el estudio de la generacién de 0,.

39



8. Bibliografia

8. Bibliografia

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Demirbas, A., Karaytug, T., Arabaci, N., Yilmaz, E. S., & Ocsoy, |. Synthesis of metallic and
metal oxide nanomaterials. Green Synthesis of Nanomaterials for Bioenergy
Applications, 2020, p. 99-123.

Singh, D. k., Singh, S. & Singh, P. (2023). Nanomaterials. Advances and Aplications.
Springer. https://doi.org/10.1007/978-981-19-7963-7

Lu, H., Tang, S. Y., Yun, G,, Li, H., Zhang, Y., Qiao, R., & Li, W. Modular and integrated
systems for nanoparticle and microparticle synthesis - a review. Biosensors, 2020,
10(11), 1665.

Ghosh Chaudhuri, R., & Paria, S. Core/shell nanoparticles: classes, properties, synthesis
mechanisms, characterization, and applications. Chemical reviews, 2012, 112(4), 2373-
2433,

Huang, X., & El-Sayed, M. A. Gold nanoparticles: Optical properties and implementations
in cancer diagnosis and photothermal therapy. Journal of advanced research, 2010, 1(1),
13-28.

Peiris, S., McMurtrie, J., & Zhu, H. Y. Metal nanoparticle photocatalysts: emerging
processes for green organic synthesis. Catalysis Science & Technology, 2016, 6(2), 320-
338.

Liz-Marzan, L. M. Tailoring surface plasmons through the morphology and assembly of
metal nanoparticles. Langmuir, 2006, 22(1), 32-41.

Cheng, D., Liu, R, & Hu, K. Gold nanoclusters: Photophysical properties and
photocatalytic applications. Frontiers in Chemistry, 2022, 10.

Nasaruddin, R. R., Chen, T,, Yan, N., & Xie, J. Roles of thiolate ligands in the synthesis,
properties and catalytic application of gold nanoclusters. Coordination Chemistry
Reviews, 2018, 368, 60-79.

Yau, S. H., Varnavski, O., Gilbertson, J. D., Chandler, B., Ramakrishna, G., & Goodson llI,
T. Ultrafast optical study of small gold monolayer protected clusters: a closer look at
emission. The Journal of Physical Chemistry C, 2010, 114(38), 15979-15985.

Aikens, C. M. Electronic structure of ligand-passivated gold and silver nanoclusters. The
journal of physical chemistry letters, 2011, 2(2), 99-104.

Jadhav, S. A., Brunella, V., & Scalarone, D. Polymerizable ligands as stabilizers for
nanoparticles. Particle & Particle Systems Characterization, 2015, 32(4), 417-428.

Zeng, C., & lJin, R. Gold nanoclusters: size-controlled synthesis and crystal
structures. Gold Clusters, Colloids and Nanoparticles |, 2014, 87-115.

Younis, M. R., He, G., Qu, J., Lin, J., Huang, P., & Xia, X. H. Inorganic nanomaterials with
intrinsic singlet oxygen generation for photodynamic therapy. Advanced Science, 2021,
8(21), 2102587.

Xie, Y., Zheng, W., & lJiang, X. Near-infrared light-activated phototherapy by gold
nanoclusters for dispersing biofilms. ACS applied materials & interfaces, 2020, 12(8),
9041-9049.

Jin, R., Zeng, C., Zhou, M., & Chen, Y. Atomically precise colloidal metal nanoclusters and
nanoparticles: fundamentals and opportunities. Chemical reviews, 2016, 116(18),
10346-10413.

Ahmad, A. A., Panicker, S., Chehimi, M. M., Monge, M., Lopez-de-Luzuriaga, J. M.,
Mohamed, A. A., Bruce, A. E., & Bruce, M. R. Synthesis of water-soluble gold—aryl
nanoparticles with distinct catalytic performance in the reduction of the environmental
pollutant 4-nitrophenol. Catalysis Science & Technology, 2019, 9(21), 6059-6071.

40



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

8. Bibliografia

Li, X. M., De Jong, M. R., Inoue, K., Shinkai, S., Huskens, J., & Reinhoudt, D. N. Formation
of gold colloids using thioether derivatives as stabilizing ligands. Journal of materials
chemistry, 2001, 11(7), 1919-1923.

Dan, Q., Yuan, Z., Zheng, S., Ma, H., Luo, W., Zhang, L., Su, N., Hu, D., Sheng, Z., & Li, Y.
Gold Nanoclusters-Based NIR-Il Photosensitizers with Catalase-like Activity for Boosted
Photodynamic Therapy. Pharmaceutics, 2022, 14(8), 1645.

Crespo, J., Guari, Y., Ibarra, A., Larionova, J., Lasanta, T., Laurencin, D., Lopez-de-
Luzuriaga, J. M., Monge, M., Olmos, M. E. & Richeter, S. Ultrasmall NHC-coated gold
nanoparticles obtained through solvent free thermolysis of organometallic Au (i)
complexes. Dalton Transactions, 2014, 43(42), 15713-15718.

Alvarez, M. M., Khoury, J. T., Schaaff, T. G., Shafigullin, M. N., Vezmar, |., & Whetten, R.
L. Optical absorption spectra of nanocrystal gold molecules. The Journal of Physical
Chemistry B, 1997, 101(19), 3706-3712.

Mori, T., & Hegmann, T. Determining the composition of gold nanoparticles: a
compilation of shapes, sizes, and calculations using geometric considerations. Journal of
Nanoparticle Research, 2016, 18, 1-36.

Zhang, P. X-ray spectroscopy of gold—thiolate nanoclusters. The Journal of Physical
Chemistry C, 2014, 118(44), 25291-25299.

Simms, G. A., Padmos, J. D., & Zhang, P. Structural and electronic properties of
protein/thiolate-protected gold nanocluster with “staple” motif: A XAS, L-DOS, and XPS
study. The Journal of chemical physics, 2009, 131(21).

Ishida, Y., Akita, I., Sumi, T., Matsubara, M., & Yonezawa, T. Thiolate—protected gold
nanoparticles via physical approach: Unusual structural and photophysical
characteristics. Scientific reports, 2016, 6(1), 29928.

Caux, M., Menard, H., AlSalik, Y. M., Irvine, J. T. S., & Idriss, H. Photo-catalytic hydrogen
production over Au/gC 3 N 4: Effect of gold particle dispersion and morphology. Physical
Chemistry Chemical Physics, 2019, 21(29), 15974-15987.

Kohantorabi, M., & Gholami, M. R. AgPt nanoparticles supported on magnetic graphene
oxide nanosheets for catalytic reduction of 4-nitrophenol: Studies of kinetics and
mechanism. Applied Organometallic Chemistry, 2017, 31(11), e3806.

Strachan, J., Barnett, C., Masters, A. F., & Maschmeyer, T. 4-Nitrophenol reduction:
probing the putative mechanism of the model reaction. ACS Catalysis, 2020, 10(10),
5516-5521.

Zhao, P., Feng, X., Huang, D., Yang, G., & Astruc, D. Basic concepts and recent advances
in nitrophenol reduction by gold-and other transition metal nanoparticles. Coordination
Chemistry Reviews, 2015, 287, 114-136.

Yao, X., Jin, M., Du, J., & Wan, D. Uniform Gold Nanoclusters Supported on Mesoporous
Polymer Beads Decorated with Polyaminophosphine Patches for the Catalytic Reduction
of 4-Nitrophenol. ACS Applied Nano Materials, 2023, 6(8), 6653-6661.

Kong, X. K., Sun, Z. Y., Chen, M., & Chen, Q. W. Metal-free catalytic reduction of 4-
nitrophenol to 4-aminophenol by N-doped graphene. Energy & Environmental
Science, 2013, 6(11), 3260-3266.

De Oliveira, F. M., Nascimento, L. R. B. D. A, Calado, C. M. S., Meneghetti, M. R., & Da
Silva, M. G. A. Aqueous-phase catalytic chemical reduction of p-nitrophenol employing
soluble gold nanoparticles with different shapes. Catalysts, 2016, 6(12), 215.

Sheng, Y., Lin, M., Li, X., Hao, H., Lin, X,, Sun, H., & Zhang, H. Enhancement of the 808
nm Photothermal Effect of Gold Nanorods by Thiol-Induced Self-Assembly. Particle &
Particle Systems Characterization, 2014, 31(7), 788-793.

41



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

8. Bibliografia

Neelgund, G. M., & Oki, A. Photothermal effect: an important aspect for the
enhancement of photocatalytic activity under illumination by NIR radiation. Materials
chemistry frontiers, 2018, 2(1), 64-75.

Chen, X., Chen, Y., Yan, M., & Qiu, M. Nanosecond photothermal effects in plasmonic
nanostructures. ACS nano, 2012, 6(3), 2550-2557.

Li, Y., Song, Y., Zhang, X., Liu, T., Xu, T., Wang, H., Jiang, D., & Jin, R. Atomically precise
Au42 nanorods with longitudinal excitons for an intense photothermal effect. Journal of
the American Chemical Society, 2022, 144(27), 12381-12389.

Chen, D., & Li, J. Ultrasmall Au nanoclusters for bioanalytical and biomedical
applications: the undisclosed and neglected roles of ligands in determining the
nanoclusters' catalytic activities. Nanoscale Horizons, 2020, 5(10), 1355-1367.

Yang, D., Yang, G., Gai, S., He, F., An, G., Dai, Y., Lv, R.,, & Yang, P. Au 25 cluster
functionalized  metal-organic  nanostructures for  magnetically targeted
photodynamic/photothermal therapy triggered by single wavelength 808 nm near-
infrared light. Nanoscale, 2015, 7(46), 19568-19578.

Meng, A. N., Chaihu, L. X., Chen, H. H., & Gu, Z. Y. Ultrahigh adsorption and singlet-
oxygen mediated degradation for efficient synergetic removal of bisphenol A by a stable
zirconium-porphyrin metal-organic framework. Scientific Reports, 2017, 7(1), 6297.
Zhang, X. F.,, & Li, X. The photostability and fluorescence properties of
diphenylisobenzofuran. Journal of Luminescence, 2011, 131(11), 2263-2266.

Zamojé, K., Zdrowowicz, M., Rudnicki-Velasquez, P. B., Krzyminski, K., Zaborowski, B.,
Niedziatkowski, P., Jacewicz, D., & Chmurzynski, L. The development of 1, 3-
diphenylisobenzofuran as a highly selective probe for the detection and quantitative
determination of hydrogen peroxide. Free radical research, 2017, 51(1), 38-46.

42



