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Resumen

El estudio de los procesos que ocurren luego de la absorcién de luz en
sistemas de interés bioldgico es de suma importancia a la hora de generar
nuevos materiales biocompatibles para su potencial uso en medicina y
nanotecnologia. El objetivo principal de esta tesis doctoral fue estudiar los
mecanismos involucrados en la absorcién y emisién de luz de pequefios
clasteres de Ag hibridados en cadenas cortas de ADN, mediante una
aproximacién bottom-up.

La primera parte analiza la interaccion especifica de la base del ADN
citosina con la Ag y los procesos que ocurren luego de la absorcién de luz
ultravioleta, en comparacién a otros metales como Na y K, mediante la
técnica de fotofragmentacion UV en fase gaseosa y célculos tedricos ab initio
de estado excitado.

En una segunda parte, en direccién hacia una mejor representacién del
sistema de estudio, se analizaron las propiedades Opticas y dindmica
electrénica de modelos de clasteres de Ag hibridados en cadenas de ADN
de distinta complejidad mediante dindmica molecular cldsica y dindmica
electrénica.

Por dltimo se muestran los resultados obtenidos sobre los mecanismos
involucrados en la absorcién y emisién de luz en pequefios clasteres de Ag,
sintetizados mediante técnicas electroquimicas, libre de ligandos y en agua
ultrapura, como potenciales precursores para la generaciéon de materiales

hibridos biocompatibles.
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Capitulo 1

Introduccion y Antecedentes




2 Capitulo 1. Introduccién y Antecedentes

1.1. Estructura y Conformacién de los Acidos
Nucleicos

Los primeros estudios sobre el dcido desoxirebonucleico, comtinmente
llamado ADN, fueron realizados por Avery, MacLeod y McCarty en 1944,
quienes descubrieron que éste era el agente responsable de la herencia
genéticall]. Afios mds tarde, estudios de difracciéon de rayos X realizados
por Watson, Crick y Franklin mostraron que esta molécula poseia una
estructura en forma de doble hélice[2, 3]. Este descubrimiento fue la base
para la entonces novedosa biologia molecular, desde donde fue posible
entender mecanismos de replicacion, transcripcién y transporte en términos
moleculares. En los afios siguientes, los estudios estructurales de los dcidos
nucleicos mediante el uso de métodos como difraccion de rayos X,
resonancia magnética nuclear (RMN) y microscopia electrénica, han
provisto de importante informacién en relacién a su conformacién y funcion
celular. Para mayor informacién, el lector interesado puede recurrir a la
siguiente bibliografia [447].

Los &cidos nucleicos son biopolimeros construidos a partir de unidades
monoméricas denominadas nucleétidos. La estructura primaria estad
definida como la secuencia de mondémeros que la contituye. Estos
mondémeros se componen de tres unidades quimicas distintivas: una base,
un azucar y un grupo fosfato.

Las bases son anillos aromaticos con nitrégenos heterociclicos, derivados
de la purina y de la pirimidina, provistos de grupos funcionales que puede
actuar como donores o aceptores en enlaces puente hidrégeno. El andlisis
quimico del material genético celular muestra la existencia de 4 nucle6tidos
en el ADN, los cuales se diferencian segtin la base nitrogenada que

contienen. Dos de ellas, Adenina (A) y Guanina (G) contienen anillos



1.1. Estructura y Conformacién de los Acidos

3
Nucleicos
Purinas
Enlace glicosidico NH, o)
.O < N XN N sSN—
— 7 1 7 5 1
\P i Base </ilg s 39 </:;9 |2 39\
S\ / | N | A NH;
& O
Adenina Guanina
Pirimidinas
-------- Nucledsido ------ NH, ?
. HsC H
- Nucleoétido monofosfato --------------- ! SN “°N
& TEX
N (e} '\‘l (0}
|
Citosina Timina

FIGURA 1.1: Esquema representativo de la estructura de un nucleétido. En azul se
muestran las bases del ADN, en amarillo el grupo aztcar y en rojo el grupo fosfato.

puricos (purinas), mientras que las dos restantes, Citosina (C) y Timina (T)
contienen anillos pirimidinicos. Fstas se unen mediante un enlace
glicosidico C—N a wuna pentosa ciclica, siendo en el ADN la
B-D-desoxiribosa, formando los denominados nucledsidos. Estos a su vez
estdn unidos entre si a través de grupos fosfato, enlazados por el carbono 3’
de un nucleésido y el carbono 5’ del otro. La Figura[l.1)muestra un esquema
de la estructura y la partes constituyentes de un acido nucleico.

La unién entre los distintos nucleétidos a través de los grupos fosfato
determinan la estructura primaria de la molécula ADN. A modo ilustrativo,
la Figura [1.2) muestra una porcién de una simple hebra de ADN compuesta
por cuatro nucleétidos, de secuencia 5'-ATGC-3".

Los nucle6tidos son moléculas estructuralmente complejas cuando se
considera su conformacién tridimensional. En particular, el azticar puede
adoptar distintas conformaciones que modifican la estructura secundaria y
terciaria de la molécula de ADN. En la Figura se muestran dos de los
conférmeros biolégicamente mds relevantes que puede adoptar el aztcar.

uando ésta pasa de una conformacién -endo a -endo, el enlace
C d t d f C3’-end C2’-end 1 enl
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FIGURA 1.2: Estructura bidimensional de una simple hebra de ADN de secuencia
5-ATGC-3'.

fosfatidico en C3’ cambia de posicién ecuatorial a posicién axial, lo cual
modifica el esqueleto de la molécula de ADN. Otra variacién conformacional
relevante es la rotacién de la base respecto al enlace glicosidico, como se
muestra en la Figura[I.3p. Cuando la rotacién de dicho enlace genera que la
base se encuentre apartada de la aztcar, se habla de una conformacién anti,
mientras que, si la rotaciéon del enlace aproxima a la base hacia el aztcar, la
conformacioén se denomina syn.

La estructura secundaria en el ADN estd determinada por el
apareamiento entre nucle6tidos de dos hebras de ADN distintas. Este ocurre
mediante enlaces puente hidrégeno entre los nitrégenos y oxigenos de las
bases nitrogenadas. Estos grupos funcionales, ademads, estan relacionados
con el reconocimiento a nivel molecular que ocurre en la replicacién,
transcripcién y traducciéon de la informaciéon genética. En su forma

candnica, las bases nitrogenadas adquieren tautomeria ceto (K) y/o amino
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FIGURA 1.3: Estructuras conformacionales relevantes de los nucleétidos. a) Confor-
meros rotacionales relevantes del azticar. b) Rotacién syn y anti del enlace glicosidico.
La imagen fue extraida de Ref[§].

(A). La forma de interaccién entre bases méas conocida es la propuesta por
Watson, Crick y Franklin[3], denominada apareamiento de Watson-Crick
(WC) o canénico, en la cual el reconocimiento se genera por medio de
puentes hidrégeno que forman bases con tautomeria K y A. La Figura
muestra el apareamiento del tipo WC entre los pares de base
A(amino)-T(ceto) y G(ceto)-C(amino). Se puede observar que en el par AT la
interaccion se da por la formacién de dos puentes hidrégeno, mientras que
en el par GC la interaccién ocurre a través de tres puentes hidrégeno. A su

vez, el grupo resto (-R) representa la posicion del enlace glicosidico, el cual

H
N—H--------o Me N ?""""-H—l\{
(\Z\:g\‘uumH—m /E / —Hlnmuuy\Q
AL SV
H
AT GC

FIGURA 1.4: Apareamiento canénico del tipo WC de los pares de base A-T y G-C.
En las estructuras ademds se destaca en rojo la posicién del enlace glicosidico.
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1

FIGURA 1.5: Estructuras de ADN tipo A, B y Z con vista lateral y superior, donde se
aprecian las diferencias estructurales entre cada una de ellas.

en los pares WC se encuentra en forma paralela (cisoid). Este reconocimiento
entre pares de bases se conoce como apareamiento candnico, y en conjunto
con la secuencia de nucleétidos por uniones fosfato, da lugar a la formacién
de la doble hélice de ADN[9]. Sin embargo, la existencia de otros
tautomeros puede generar apareamientos no candnicos en donde la
interacciéon puente hidrégeno no es la propuesta por WC. Afios mads tarde
del descubrimiento de Watson, Crick y Franklin[3], Lodwin propuso que un
nuevo arreglo de los protones involucrados en la interaccién puente
hidrégeno entre las bases podria conducir a la generaciéon de tautémeros no
canénicos y generar a un error en el cédigo genético si estos apareamientos
no son corregidos antes de la replicacién del ADN[10].

El plegamiento tridimensional que adopta la molécula define la
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Nucleicos

estructura terciaria del ADN. Dicho plegamiento estd condicionado por la
interacciéon entre pares de bases y la conformacién de los nucleétidos
constituyentes, y posee fines bioldégicos muy diversos. Las estructuras
terciarias mds comunes encontradas en la naturaleza son aquellas derivadas
de la doble hélice originalmente descrita por WC, denominadas como A, By
Z, que se diferencian principalmente segtin las conformaciones que adoptan
el aztcar y la base. La Figura (1.5 muestra estructuras de ADN tipo A, By Z
con vista lateral y superior, donde se pueden observar claras diferencias

estructurales.

1.1.1. Apareamiento y Plegamiento No Canénico

Los apareamientos no canénicos entre pares de bases pueden formarse
por diversas causas, como ser, la presencia de bases con tautomerismos
diferentes a los canénicos[10], la interaccién con ligandos o cationes
presentes en el medio[11,|12] o por la insercién especifica de bases exdgenas
al ADN[13].

La idea de modificar las interacciones entre las bases con el fin de
generar nuevos apareamientos no canénicos es de gran interés desde hace
varios afios, debido principalmente a las potenciales aplicaciones en las
ciencias bioldégicas y ciencia de materiales que surgen de manipular la
estructura del ADN[14-17]. Este concepto se basa en la modificacién de la
interaccién candnica en el apareamiento WC por nuevas interacciones no
convencionales que conduzcan a otras formas de apareamiento entre bases.
Con esto, se busca que la nueva molécula adopte nuevas funciones
biolégicas a las que tendria en un apareamiento canénico, o bien sea de
potencial aplicacién en otros campos relevantes.

Ademas de las estructuras convencionales de doble hélice también se

han encontrados otras estructuras que involucran plegamientos terciarios,
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FIGURA 1.6: Plegamiento no canénico en moléculas de ADN. (a) Doble hélice de
ADN tipo B con apareamiento tipo WC. (b) Triplex de ADN en donde dos hebras
se unen por apareamiento WC con una tercera hebra mediante apareamiento no
canodnico. (¢) G-cuddruplex de ADN formado por la interaccién de cuatro G. (d)
Estructura i-motif formado por la interacciéon de cuatro hebras.

con apareamientos no canénicos[8]. Su estudio es de gran interés cientifico
ya que estructuras se han relacionado con distintos tipos de enfermedades o
procesos biol6gicos de gran relevancia[l821]. La Figura muestra
algunos de los distintos plegamientos canénicos y no canénicos que puede
adoptar la molécula de ADN. Por ejemplo, en secciones del material
genético con abundancia de G, o en presencia de alta concentracién de Na*
o K, se han encontrado estructuras con un plegamiento no canénico
conocido como G-cuadruplex (Figura [1.6c), el cual se genera a partir de la
interaccién por puentes hidrégenos entre cuatro G provenientes de una, dos
o cuatro hebras de ADNJ[22]. Otro plegamiento no canénico ocurre cuando

tres hebras de ADN forma una triple hélice. Esta estructura se denomina
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triplex (Figura [I.6p) de ADN y se forma por la interacciéon de dos hebras
formando una doble hélice de tipo B, con una tercera hebra unida mediante
intreacciones no canonicas.

Por dltimo, un plegamiento no canénico que puede adoptar el ADN es
el denominado i-motif (Figura[I.6d), que al igual que el G-cuadruplex es una
estructura tetramérica que se puede formar entre una, dos o cuatro hebras de
ADN. La formacién de esta estructura estd favorecida en condiciones de pH
ligeramente 4cidas y en particular en presencia de regiones con abundante
C[21]. Este plegamiento es de gran importancia ya que se conoce que esta
relacionado con el desarrollo de enfermedades de retardo mental, como el
cromosoma X frdgil[20].

En los ultimos afios, el estudio y modificacion de la estructura
secundaria y terciaria del ADN mediante la manipulacion de las
interacciones entre bases ha ganado popularidad en el rea cientifica debido
a su vinculacién a funciones biolégicas y su potencial aplicaciéon en areas de
la nanotecnologia[8]. En particular, el estudio de la interaccién del ADN con
metales ha cobrado gran importancia debido a la posibilidad de ampliar el
cédigo genético y/o generar apareamientos y plegamientos no canénicos en

la molécula de ADN.

1.2. Interaccion del ADN con Metales

En la actualidad, el enfoque de esta estrategia esta dirigido a introducir
nuevas nucleobases artificiales y/o diferentes iones metéalicos al ADN con el
fin de desarrollar aplicaciones para estos nuevos 4acidos nucleicos
modificados. Estas aplicaciones incluyen, por ejemplo, la mejora en la
capacidad de transferencia de carga de las cadenas de ADN, la generacién
de nanoclasteres metalicos en matrices de ADN, el desarrollo de sensores de

iones metdlicos o nucleobases especificas, entre muchas otras[13} [23-25]. La
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FIGURA 1.7: Esquema representando el reemplazo del par de bases AT con apa-
reamiento WC en una doble hebra de ADN por nucleobases artificiales con la
posibilidad de quelar a un ién metalico M.

Figura muestra un esquema del reemplazo del par de bases AT con
apareamiento WC por nucleobases artificiales con la posibilidad de quelar a

un i6n metdlico. En particular, la generacion de nanoclisteres metalicos en

matrices de ADN es de especial interés en esta tesis doctoral.

1.2.1. Nanocluasteres Metéalicos

El interés por pequefios agregados (o clisteres) metdlicos de pocos
adtomos ha crecido en los ultimos afios por constituir el nexo entre las
propiedades fotofisicas de 4tomos aislados y nanoparticulas (NPs)[26]. Para
sistemas masivos (o bulk) y en particular, particulas por encima de ~ 1 ym
de tamafio, las respuestas fisicoquimicas pueden ser principalmente
analizadas en término macroscépicos. En el régimen nanoscépico, para NPs
metdlicas de ~ 10 nm, los dtomos superficiales toman gran relevancia ya
que representan el ~ 30 % del ntimero total de dtomos en la particula[27],
por lo que sus propiedades superficiales se vuelven importantes. Este

régimen se caracteriza por la desviaciéon de las propiedades del sistema bulk
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FIGURA 1.8: Confinamiento en un sistema metéalico en donde la disminucién del
tamafio (nimero de 4tomos N) lleva a la discretizacién de los niveles de energia
desde un material bulk hasta un clister, resultando en la apariciéon del gap HOMO-
LUMO.

(punto de fusién, propiedades 6pticas, potenciales de ionizacién, etc) y la
aparicion de nuevas propiedades, como por ejemplo las oscilaciones
colectivas de los electrones de conduccion (plasmones superficiales), la
magnetizacién por efecto ttnel, etc[27]. Por debajo de este tamafio, a escalas
subnanométricas (<1-2 nm), el confinamiento de los electrones
(confinamiento cudntico) lleva a la aparicién de nuevas propiedades 6pticas y
quimicas en el material[28, 29]. Cuando las dimensiones de las particulas
son semejantes a la longitud de onda de Fermi del sistema (nanoclisteres
(NCs) o cliisteres atémicos), siendo en el caso de la Ag de ~ 1 nm, el continuo
de energia se rompe en niveles de energia discretos y se hace visible la
apariciéon de un gap de energia entre los estados correspondientes a los
orbitales HOMO-LUMO. Bajo estas condiciones, las propiedades
tisicoquimicas del sistema se vuelven criticamente dependientes del ntimero
preciso de 4tomos y son mds semejantes a las propiedades de una molécula,
que a la del sistema metdlico bulk[26, 30:32]. La Figura muestra un
esquema de la densidad de estados (DOS) de un sistema metalico a medida
que se reduce el nimero de 4tomos (N).

Estos grandes gap de energia, similares a los encontrados en puntos
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cuanticos semiconductores, le confieren al sistema gran estabilidad
termodindmica y altos rendimiento cudntico de fluorescencia, incluso en
ausencia de ligandos protectores[33, 34]. Sin embargo, sus propiedades
Opticas son altamente sensibles al ambiente quimico, tamarfio del claster,
carga total, etc[28].

La sintesis quimica de NCs asistida por una matriz organica ha sido una
de las estrategias mas utilizada en este campo para la generacién de estos
sistemas, debido a que el confinamiento espacial generado por la matriz
permite la obtencién de NCs metdlicos con gran control en su tamafio[35].

En este sentido, la interaccién especifica de bases del ADN, naturales o
artificiales, con algunos cationes metalicos hacen de la molécula de ADN
una matriz ideal para la generacion de nanoclisteres metalicos con
potencial aplicaciéon como biosensores[36], dispositivos LEDs de bajo

consumo(37]], marcadores biol6gicos[38, 39], entre otros.

1.2.2. Propiedades Opticas de Agregados ADN-Ag,

Varios afios atrds, Dickson y colaboradores lograron sintetizar pequefios
NCs de Ag (de ahora en mds AgNCs) encapsulados en distintas matrices
organicas, como dendrimeros[40], péptidos[41] y cadenas cortas de ADN
(entre 10-50 bases)[42], con altos rendimientos cudnticos de fluorescencia. La
sintesis de estos AgNCs consta del agregado de una sal de Ag
(generalmente AgNO;) a una solucién de la matriz soporte a utilizar, con
posterior agregado de cantidades necesarias de un reductor fuerte
(generalmente NaBH,). La utilizacién de ADN como matriz para la sintesis
de AgNCs (ADN-Ag,) ha sido de particular interés debido a la fuerte
dependencia de las respuesta Optica del sistema con la secuencia de bases
que constituyen las cadenas utilizadas. Se conoce, por ejemplo, que

dominios con abundancia de C y/o G favorecen la formacién de agregados
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FIGURA 1.9: (a) Esquema reducido de la sintesis de agregados AgNCs generados en
matrices de ADN (ADN-Ag,). (b) Respuesta de emisién normalizada de distintos
clasteres ADN-Ag,. De izquierda a derecha, las longitudes de onda del méximo
de emisién y las secuencias de bases de las matrices de ADN utilizadas fueron:
523 nm (C,), 562 nm (AATTC,), 590 nm (CGAAC,,), 615 nm (CGCGCy,), 635 nm
(ATATCg) y 670 nm (GGGGCyg). La imagen en la parte superior muestra los colores
correspondientes a la emisién de los distintos clisteres ADN-Ag;, cuando son
excitados a longitudes de onda cercanas al maximo de abosrciéon. Figura adaptada
de la Ref[49].

ADN-Ag, fluorescentes, debido principalmente a la fuerte interaccion de la
Ag con estas nucleobases[43]. Esto permite sintonizar el espectro de
absorcién/emision de los AgNCs desde el infrarrojo cercano hasta el UV, lo
cual constituye una propiedad muy importante en direccién a su aplicacion
en nanociencia[44-48]. Por esto, el entendimiento de los mecanismos que
determinan las propiedades fotofisicas de estos sistemas es necesario para la
sintesis racional de AgNCs con posibles aplicaciones en nanociencia.

A modo de ejemplo, la Figura extraida de la Ref[49], muestra la
respuesta de emisién normalizada de clisteres ADN-Ag,, sintetizados en
matrices de ADN con diferentes secuencias de bases. En esta figura se
puede observar la dependencia de la respuesta 6ptica con la secuencia de
bases como consecuencia de la interaccién especifica ADN—AgNCs.

Muchos interrogantes surgen respecto a la estructura y propiedades
fotofisicas que exhiben estos sistemas, como por ejemplo: ;cémo es la

disposicién del claster metélico Ag, dentro del agregado?, ;qué partes de la
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matriz de ADN interaccionan con el clister metdlico?, ;aquellas partes que
no interaccionan tienen influencia en la fotofisica del sistema?, ;cudl es el
estado de carga del claster metdlico?, ;por qué algunos clisteres son
fluorescentes y otros no?, entre otras tantas. En este sentido, en los dltimos
afios, Gwinn y colaboradores han hecho importantes aportes con el fin de
relacionar la fotoffsica de los clasteres ADN-Ag, con su estructura y
estequiometria, a partir de distintas técnicas tanto experimentales como
computacionales[45, 47, 50-53].

Uno de los primeros aspectos que requiere atencion es el hecho de que
los cluasteres ADN-Ag, presentan una banda de absorciéon comun en la
region UV del espectro (260—270 nm), correspondiente a la excitacién de las
bases del ADN[47], y una banda sintonizable en la regién visible, la cual
puede ser debida a la excitacion del claster metélico Ag, . La sintonizacién
de esta banda podria estar gobernada por el largo del cluster metalico, la
secuencia de bases de la cadena de ADN y/o la carga del clister metdlico y
su estructura[50, 54, 55]. Por otro lado, en aquellos clasteres ADN-Ag;,
fluorescentes, la excitacion de la banda ubicada en la regién UV y la banda
en la region visible generan la misma respuesta de fluorescencia. El origen
de este comportamiento podria estar relacionado con un proceso de
transferencia de carga desde la base del ADN hacia el clister metalico,
cuando la excitacién ocurre a la longitud de onda de la banda en la regién
Uv.

La Figura adaptada de la Ref[45], muestra los espectros de
excitacion de distintos clasteres ADN-Ag, con diferente secuencia de bases,
normalizado con la intensidad de la banda UV. Se puede observar que la
banda en la regién UV, correspondiente a la excitacion del ADN, no
experimenta corrimiento, mientras que la banda en el visible se sintoniza en
funcién a las diferentes secuencias de bases utilizadas. Los nimeros que se

encuentran por encima de cada banda en la regién del visible indican la
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FIGURA 1.10: Espectros de excitacion de distintos clisteres ADN-Ag,, con diferente
secuencia de bases, normalizado con la intensidad de la banda UV. Los ntimeros
encima de cada banda en la region del visible indica la longitud de onda de emisién
de ese cluster. El recuadro muestra los espectros de emisién del clister en amarillo
(Aemisin = 560 nm), excitando a la banda en el UV (270 nm) y a la banda en el visible
(470 nm). Figura adaptada de la Ref[47].

longitud de onda de emisién de cada claster en particular. El recuadro de la
Figura muestra los espectros de emisiéon del clister en color amarillo
(Aemisisn = 560 nm), excitando a la banda en el UV (270 nm) y a la banda en
el visible (470 nm), y se puede observar que ambas respuestas de emision
coinciden.

Por otro lado, Gwinn y colaboradores[45] lograron aislar y analizar
estadisticamente una gran cantidad de clasteres ADN-Ag,, generados a
partir de secuencias de 10 bases de ADN, elegidas aleatoriamente, por
medio de experimentos de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) acoplada a espectrometria de masas (ESI-MS). Los resultados

muestran que una caracteristica necesaria para que el claster ADN-Ag,

fluorezca es que el clister metalico Ag, se encuentre parcialmente oxidado.
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FIGURA 1.11: Distribucién estadistica de las longitudes de onda de emisién de
distintos clisteres ADN-Ag, analizados por Gwinn y colaboradores mostrando
colores mdgicos a ~ 550 nm y ~ 650 nm, correspondientes a los niimeros mdgicos de
4 y 6 4&tomos de Ag neutra (N;) en el clister metdlico. Las estructuras en la parte
superior fueron extraidas de simulaciones de dindmica molecular realizadas por los
autores sobre las estructuras consideradas. La figura es adaptada de la Ref[45].

Si bien es claro que en este esquema existiria una distribucién de carga en el
cluster metalico, por simpleza se considera que coexisten Ag’ y Ag* dentro
del cluster. Sobre esta aproximacién se profundizard en el Capitulo i Los
resultados también indican que la relacién Ag’/Ag* dentro del cldster no es
aleatoria, sino que sigue ciertos niimeros mdgicos de &tomos de Ag neutra, sin
importar el ntimero de cationes Ag® presentes. Estos niimeros migicos
también estdn relacionados con colores mdgicos de emision[45]. Con el fin de
explicar estos resultados, los autores proponen un modelo estructural para
estos clusteres, basdndose en el andlisis de los patrones isotépicos de las
sefiales obtenidas en los espectros de masas, la relacién Ag®/Ag* en el

claster ADN-Ag;,, y otras técnicas experimentales y calculos tedricos. Este
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modelo se basa en la idea de que un nanocable compuesto de 4tomos de Ag
neutros se extiende longitudinalmente en forma de zig-zag, con cationes Ag™
actuando como puentes de enlace entre el clister de Ag neutro y las bases
de la cadena de ADNI50, 52|, como se muestra en la parte superior de la
Figura (Figura adaptada de la [45]). La Figura también muestra la
distribucién estadistica de la longitud de onda de emisién de los clisteres
ADN-Ag, analizados por Gwinn y colaboradores[45], mostrando colores
mdgicos, correspondientes a los niimeros mdgicos de 4 y 6 atomos de Ag
neutra en el cltster metalico.

Si bien se han realizado grandes avances hacia el entendimiento de la
fotofisica de estos sistemas, el tamafio y complejidad de los mismos dificulta
su andlisis mediante célculos precisos ab initio o espectroscopia de alta
resolucion UV/IR. Por este motivo, la estructura fina y su relacién con las

propiedades 6pticas son todavia desconocidas.

1.3. Objetivos

Teniendo en cuenta los antecedentes planteados en la seccién anterior, el
objetivo general de esta tesis doctoral es alcanzar una comprensiéon
tisicoquimica de los factores y mecanismos que controlan y definen la
absorcion de luz y respuesta de fluorescencia de pequefios AgNCs en
matrices de ADN. Con este fin se plantean los siguientes objetivos

especificos:

I) Determinar el origen del mecanismo de transferencia de energia desde
la base nitrogenada al cluster metélico de Ag,, cuando la absorcién
ocurre en la region UV del espectro, a partir del estudio
espectroscopico en fase gaseosa de agregados pequefios entre Ag y
Citosina, de los cuales se puede obtener informacién detallada de la

estructura y dindmica de los procesos involucrados.
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IT) Estudiar mediante cdalculos computacionales la influencia de la
estructura del claster metélico sobre su fluorescencia en sistemas de
tamafios  intermedios que involucran cadenas cortas de
oligonucleétidos, en busca de un acercamiento hacia los sistemas

reales.

III) Evaluar la dependencia del espectro de absorcién de los clasteres con
la relacion Q/NAg (Q: carga total - NAg: Ag total en estado neutro y
catiénico) en sistemas del mismo tipo que los planteados en el objetivo

IL.

IV) Sintetizar y caracterizar la fotofisica de pequefios nanocltsteres de Ag
fluorescentes, libres de matrices y en soluciébn acuosa, como
precursores estables hacia una sintesis racional de nanocldsteres en

matrices orgédnicas.

1.4. Organizacion de la Tesis

La parte introductoria de esta tesis doctoral se compone del presente
Capitulo y el Capitulo 2| Este tltimo describe brevemente los fundamentos
y metodologias utilizadas para desarrollar los objetivos planteados y se
divide en una seccién experimental y otra seccion tedrica. Primero el lector
se encontrard con los fundamentos generales de la espectrometria de masas
y espectroscopia UV de iones frios en fase gaseosa, junto con el
equipamiento utilizado en esta tesis doctoral. Luego se exponen las
metodologias tedricas utilizadas para el entendimiento y caracterizaciéon de
los sistemas estudiados.

En el Capitulo 3|se presentan los resultados obtenidos del estudio en fase
gaseosa de la espectroscopia y dindmica de pequefios complejos Cyt—M™ con

M : Ag, Na y K, mediante la técnica de fotofragmentacion UV y célculos ab
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initio de estado excitado. Estos sistemas se estudiaron para ganar informacion
detallada respecto a la influencia de la identidad del catién metalico en la
transferencia de energia desde la base del ADN al metal.

El Capitulo 4 comprende el estudio computacional de la fotofisica de
sistemas modelos ADN-Ag;, a partir de cédlculos de dindmica clésica y
cuantica. Primero, se estudia un modelo simplificado con el fin de
reproducir las propiedades Opticas de estos clasteres observadas
experimentalmente, y analizar su dependencia con el estado de carga del
claster metdlico. Luego, en direccién hacia una mejor representaciéon del
sistema, se analiz6 un modelo similar al modelo zig-zag propuesto por
Gwinn y colaboradores[45]]. Los resultados teéricos del Capitulo 4] estdn en
acuerdo con los resultados experimentales en bibliografia y los obtenidos
para complejos Citosina—M* en el Capitulo y ademds agregan
informacion relevante respecto a la fotofisica de los cltsteres ADN-Ag;,.

El Capitulo 5 expone los resultados sobre la sintesis electroquimica de
nanoclisteres de Ag fluorescentes, en solucién acuosa y libre de ligandos
protectores, propuesta por Lopez-Quintela y colaboradores[34]. Su
caracterizacion espectroscopica comprende técnicas experimentales como
espectrometria de masas, espectroscopia UV-Vis y fluorescencia resuelta en
el tiempo, como también el apoyo de célculos de estructura electrénica a
nivel DFT y TD-DFT.

Por tltimo, el Capitulo [| resume las conclusiones importantes obtenidas
en esta tesis doctoral y analiza las posibles perspectivas en este campo.

Para comodidad del lector, la versiéon digital de este documento en
formato pdf cuenta con hipervinculos para facilitar la navegacién. A modo
de ejemplo, se puede acceder rapidamente a la Figura a la Seccién
a la ecuaciéon o a la referencia [47] haciendo clic sobre el nimero
correspondiente. Los titulos en el indice general también son hipervinculos

a los capitulos y secciones correspondientes.
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2.1. Introduccion

En este capitulo se repasan las técnicas y metodologias experimentales
y tedricas empleadas para caracterizar los sistemas estudiados en esta tesis
doctoral.

Primero se detallan los fundamentos basicos sobre la espectroscopia de
fotofragmentacion UV, en fase gaseosa, utilizada para caracterizar la
fotodindmica de los complejos CytM™, con M : Na, K, Ag. Luego se repasan
brevemente los métodos computacionales utilizados a lo largo de esta tesis
doctoral para caracterizar y correlacionar los sistemas estudiados con los

datos experimentales.

2.2. Espectroscopia en Fase Gaseosa

La espectroscopia de moleculas frias aisladas en fase gaseosa permite
una mejor y mas profunda comprensioén de la estructura y los mecanismos
fotofisicos responsables de las propiedades Opticas de estos sistemas.
Avances importantes a lo largo de los afios han permitido abarcar sistemas
cada vez mds grandes y complejos[56, 57]. A continuacién se detallan las
metodologias utilizadas en la fotofragmentacién UV de complejos del tipo

CytM", con M : Ag, Na y K, aislados en fase gaseosa.

2.21. Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas es una técnica analitica fundamental,
ampliamente utilizada para la identificacion y caracterizaciéon desde
sistemas pequefios hasta sistemas de gran tamafio como proteinas o
péptidos[58].

Esta técnica se basa en la generacién de un paquete de iones en alto vacio

a partir de una muestra problema, su separacioén espacial en funcion de su
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relacion masa/carga (m/z) y su posterior deteccion, cualitativa o
cuantitativa[59]. Las técnicas utilizadas para generar los iones y su
introduccién al espectréometro dependen fuertemente del sistema de
estudio. Las técnicas de desorcion laser asistida por matriz (MALDI, por su
acrénimo en inglés) o ionizacién por electrospray (ESI, por su acrénimo en
inglés) son quizds las mdés utilizadas en la espectroscopia debido a su
versatilidad para transferir analitos a la fase gaseosa como especies
cargadas. El desarrollo de esta técnica le vali6 el Premio Nobel de Quimica a
John Bennett Fenn en el afio 2002[60]. Una vez generados los iones, su
separacion se puede lograr mediante diferentes técnicas. Si bien una de las
maés utilizadas es la separacién por tiempo de vuelo (TOF, por su acrénimo
en inglés), debido a su gran versatilidad y facilidad de uso, existen otros
analizadores que basan su funcionamiento en la aplicaciéon de campos
eléctricos de radio frecuencia. Los multipolos lineales, las trampas iénicas
lineales (LIT) y las trampas i6nicas cuadrupolares tridimensionales
(3D-QIT) son algunas técnicas de las que se hablard mas adelante. Si bien la
eleccién de la técnica adecuada también dependerd del sistema de estudio,
es habitual utilizar una combinaciéon de analizadores acoplados para
mejorar la separacion y deteccion de los iones. Por ultimo, el detector
utilizado por excelencia en la espectrometria de masas es el detector de
placa microcanal (MCP).

En esta tesis doctoral, para la ionizacién e introduccién de los iones a la
cdmara se utilizé siempre una fuente ESI. En cuanto a su separacion, se
utilizaron combinacién de analizadores TOF, multipolos lineales y trampas
i6nica cuadrupolares. La detecciéon de los iones se realiz6 mediante un

detector MCP.
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FIGURA 2.1: Esquema del proceso de vaporizaciéon e ionizacién en una fuente ESI.

2.2.1.1. Vaporizacién e Ionizacién por Electrospray

La técnica de electrospray (ESI, por su acrénimo en inglés) es una técnica
de vaporizacién e ionizaciéon suave, ampliamente utilizada en la
espectrometria de masa y espectroscopia en fase gaseosal6l]. Su éxito se
debe principalmente a la capacidad de transferir a la fase gaseosa e ionizar
desde pequefios compuestos inorgdnicos hasta complejos o biomoléculas
poco volatiles y de gran tamafio[62]. A diferencia de otras técnicas, la ESI
puede generar iones con multiples cargas lo cual permite ampliar el rango
de masas detectable, llegando asi a especies de entre kDa y MDal[63]. Un
esquema del proceso, en modo de ionizacién positivo, se muestra en la
Figura[2.1]y se detalla brevemente a continuacién

Una solucién conteniendo el analito de interés se introduce al sistema
mediante un capilar a un flujo constante. A partir de la aplicaciéon de un
campo eléctrico fuerte, los iones generados son atraidos hacia un
contraelectrodo ubicado en la punta del capilar. Al atravesar esta punta, la
cual posee la forma de un cono de Taylor[64], se generan gotas cargadas
positivamente en forma de spray. Conforme el solvente en la gota se
evapora, la carga superficial aumenta hasta alcanzar un limite, dado por el

tamafio de la gota y su tensiéon superficial, denominado [limite de
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Rayleigh[65]]. Por encima de este limite la fuerza repulsiva generada por las
cargas superficiales supera la tension superficial y se produce una explosién
de Coulomb en donde la gota se divide en gotas de menor tamafio para
disminuir la carga superficial. Este proceso contintia hasta la completa

evaporacion del solvente, obteniendo finalmente el andlito cargado.

2.2.1.2. Analizador por Tiempo de Vuelo

El primer espectrometro TOF fue disefiado por W. E. Stephens en
1946[66] y luego mejorado por Wiley y McLaren en 1955[67]. La Figura
muestra el principio bédsico de funcionamiento de un espectrémetro de masa
TOF de Wiley-McLaren. Este mide el tiempo que le toma a los iones de
diferentes relaciéon m/z moverse desde la regiéon donde fueron generados
hasta el detector, a través de una zona de vuelo libre de campos eléctricos.
La regiéon donde los iones son generados (o introducidos) se denomina zona
de extraccion y esta situada entre dos placas paralelas (P; y P, en Figura[2.2),
a una distancia d; entre si, y con voltajes V; y V,, respectivamente.
Idealmente, estos iones son generados en un espacio infinitesimal, por lo
que la diferencia de potencial AV;_; entre las placas, generalmente de unos
kV, expulsaria a los iones de masa m y carga z = Ze (con Z entero) hacia el

detector con una energia cinética:
L 5
Ec = Emv =zAV_, (2.1)

En la préctica los iones no son generados en un punto infinitesimal sino que
estdn concentrados en un volumen finito. Si se considera a iones con la
misma relacién m/z, aquellos generados més cerca de P, seran acelerados
por mds tiempo que los generados mds cerca de P,, lo cual produce un
ensanchamiento en la sefial correspondiente a cada m/z y con ésto una

disminucién en la resolucién del equipo.
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FIGURA 2.2: Esquema de un analizador por tiempo de vuelo (TOF).

En este sentido, Wiley y McLaren propusieron una mejora al sistema
introduciendo la zona de aceleracion entre las placas P, y P;, con voltajes V, y
0 (conexiéon a tierra), respectivamente. En esta zona los iones son
constantemente acelerados por la diferencia de potencial AV;_3. Ajustando
las condiciones de voltajes (V; y V,) y distancias entre placas (d; y d3) se
puede lograr una configuraciéon en la cual los iones con la misma relacién
m/z lleguen al detector a un tiempo casi independiente de la posicién a la
cual fueron extraidos.

Una vez atravesada la zona de aceleracion, los iones recorren una zona de
vuelo libre de campos eléctricos y magnéticos (zona de vuelo libre). El tiempo
que los iones tardan en recorrer la zona de vuelo est4 definido por la distancia

a recorrer (L) y la velocidad adquirida en la zona de extraccién (v), segun:

¢ _ L _ L m
ouelo = 4 = AV, L\ Z

En la practica, la relacién m/z es utilizada para la calibracion de las con-

(2.2)

diciones con iones de masa y carga conocidos.

2.2.1.3. Multipolo Lineal

Los iones introducidos a la cdmara pueden ser almacenados y analizados

en dispositivos mediante la aplicacién de campos de radiofrecuencias (RF).
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Si bien el fundamento detallado de como operan estos instrumentos escapa
al objetivo de esta tesis doctoral, se dard una breve explicacién de su
funcionamiento. Los multipolos lineales constan de pares de cilindros
(electrodos) extendidos en la direccién de movimiento del haz de iones (eje
z en este caso) en un arreglo simétrico en el plano x — y. La Figura
muestra un esquema de un cuadrupolo (cuatro electrodos) lineal. A cada
par de electrodos enfrentados se le aplica un campo eléctrico P(t)
compuesto de componentes de fase continua (DC, de ahora en mas Upc) y

fase alterna de RF (AC, de ahora en mds Vgr), de frecuencia w, segtn:
q)(t) = :E(UDC — VRF COS(ZUt)) (2.3)

donde t = tiempo.
Esto crea un potencial 2D, dentro de la regién rodeada por los electrodos
en el plano x — y, donde la dependencia espacial puede ser expandida como

la suma de los multipolos, segtin:

O(x,y) = Ni Anon(x,y) 2.4)
=0

donde Ay corresponde a la amplitud del multipolo ¢n(x,y)

En el caso de un cuadrupolo lineal, el potencial en 2D generado posee 3
términos. Un término constante ¢p(x,y) = 1, uno lineal ¢;(x,y) que
corresponde al potencial generado por dos planos con cargas opuestas, y
uno cuadratico ¢»(x,y) que corresponde al potencial generado por el

cuadrupolo y es igual a xzr_zyZ, donde r( es la distancia del cilindro al eje
0

central z.
En este esquema, el ién de carga z que ingresa a la zona rodeada por
los electrodos del multipolo experimenta una fuerza F = —zVn(x,y,z,t).

Debido a que la componente de RF del potencial aplicado varia en el tiempo,
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I6n con una
trayectoria
estable

I6n con una
trayectoria
Cilindros inestable

Haz de cuadrupolares

iones

FIGURA 2.3: Esquema de un analizador cuadrupolar donde iones con trayectoria
estable (rojo) llegan al detector e iones de trayectoria inestables (azul) no lo hacen.

también lo hace la atraccién o repulsién de los iones a los cilindros dentro del
cuadrupolo, generando asi un movimiento oscilatorio del ién en el plano x —
y. En este sentido, es posible que un ién introducido al multipolo atraviese la
region comprendida por los electros sin colisionar con ninguno de ellos. Las
ecuaciones de movimiento para un ién de masa m y carga z que se introduce

en el cuadrupolo se pueden entonces escribir como:

o . —2x
—AQE = r(z) (UDC VRFCOS(ZUf))
y
) +2
—Az% = —2y(UDC — VRFCOS(ZUt)) (2.5)
y )

Estas ecuaciones se las puede reescribir como ecuaciones diferenciales de

la forma:

ﬁ% + (ax — 2qxc0s(28))x =0

Yy

5%y
52 + (ax — 2gyc05(28))y = 0 (2.6)
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_ __ 8Zelpc . — _ 4ZeVrp . x _ wt
donde ay = —a, = w2 0x = Ty = Wzg— vl

Los movimientos en x e y estan desacoplados y cada ecuacién de
movimiento tiene la forma matematica de una ecuacion de Mathieu[68]]. En
un gréafico del pardmetro a (relacionado con el campo DC) en funcién al
pardmetro g (relacionado con el campo AC), las ecuaciones de Mathieu
tienen soluciones estables para todos los valores de a y g dentro de una
region en el plano a — g definida como el diagrama de estabilidad.

Los iones introducidos de esta manera oscilaran dentro una distancia
radial 2ry en la regién delimitada por los electrodos siempre y cuando los
voltajes aplicados a los electrodos sean tal que los pardmetros a y g estén
dentro del diagrama de estabilidad. En particular, debido a que los
pardmetros a y q dependen de la relacion m/z del ién en movimiento
(Ecuacion [2.6), iones con distinta relaciéon m/z tendran entonces distintas
trayectorias dentro del multipolo. Barriendo los potenciales aplicados a los
electrodos, siempre manteniendo Upc/Vrr constante, permite generar
trayectorias estables para iones con cierta relacién m/z, pero trayectorias
inestables para otros. La Figura[2.3|muestra dos iones de m/z diferentes que
se introducen al cuadrupolo, uno con una trayectoria estable que atraviesa
el multipolo y llega el detector, y otro con una trayectoria inestable que
colisiona con los electrodos y no llega al detector.

Es importante destacar que si bien son necesarias otras aproximaciones
cuando se trabaja con hexapolos u octapolos, los fundamentos basicos son los
mismos. A medida que la cantidad de electrodos es mayor, el diagrama de
estabilidad dentro de la regién del multipolo se hace méas pequefio, pudiendo

separar mejor iones con relacién m/z cercanas.

2.2.14. Trampa Iénica Cuadrupolar Tridimensional

Una trampa iénica cuadrupolar tridimensional (3D-QIT) se compone de

dos electrodos hiperbélicos denominados end-caps y un electrodo en forma
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de anillo, como se muestra en la Figura2.4a. Al aplicar un potencial eléctrico
compuesto de componentes de campo DC y AC, de igual forma que en un
cuadrupolo lineal (Ecuacién 2.4), el campo aplicado puede ser expresado en

funcién del conjunto de coordenadas r y z como:

O(r,z) = UpC +2VRFC20 S (2 _ o2 4 272) 2.7)
5+ 25

El campo eléctrico aplicado varia linealmente en funcién a r y z, ejerciendo
sobre los iones una fuerza hacia el centro de la trampa. Como en el caso de
los multipolos lineales las ecuaciones de movimiento pueden ser expresadas

como ecuaciones de Mathieu[68]], segtn:

5%u
52 + (ay — 2qyc0s(2&))u =0 (2.8)
. 16ZeU ZeV,
dOl’ldeLlZT'OZ,'lZZ: —2a, = m,qz = —qu:mléz th

De la misma forma que en los multipolos lineales, las soluciones de las
Ecuaciones son estables si los valores de (a;, gr) 0 (a2, 42) se encuentran
dentro del diagrama de estabilidad correspondiente.

El movimiento del ién dentro de la trampa posee dos componentes, un
micro movimiento debido al campo RF aplicado, de frecuencia w, y otro
macro movimiento, debido al campo DC, de frecuencias menores (). A
valores pequefios de amplitud del campo RF, el micro movimiento se vuelve
despreciable, y hace que el macro movimiento a lo largo de las coordenadas r
y z sean simples oscilaciones armoénicas. En estas condiciones los iones
describen trayectorias de Lissajous debido a la combinaciéon de oscilaciones
axiales a lo largo de la coordenada z, con frecuencia (),, y una oscilacién
radial a lo largo de la coordenada r, con frecuencia w,. La Figura
muestra la simulacién de la trayectoria de un ién, al integrar las ecuaciones

de movimiento, bajo la influencia de un campo QIT.
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FIGURA 2.4: (a) Esquema de una trampa iénica cuadrupolar tridimensional (3D-
QIT). (b) Simulacién de la trayectoria estable de un ién (m/z = 500) atrapado dentro
del 3D-QIT, con proyeccién del movimiento en los planos x —y, x —z e y — z.
El macro movimiento, formando trayectorias de Lissjaous, y el micro movimiento,
con oscilaciones de alta frecuencia, son claramente distinguibles en la simulacién.
Ambas imégenes fueron extraidas de la Ref. [69].

Una vez almacenados los iones en la QIT, ésta se puede usar tanto como
analizador de masas, como también para almacenamiento de iones. Este 1l-
timo caso es de especial interés para fines espectroscoépicos, como se discuti-
rd mas adelante.

Si bien el procedimiento para separar los iones segtin su m/z es similar al
de los multipolos, el funcionamiento del instrumento permite varias formas
de accién. La primera se basa en almacenar iones de una dada m/z, variando
las condiciones experimentales (Upc, Vrr, wy ), para luego eyectarlos de la
cdmara mediante la aplicacién de un campo pulsado en uno de los end-caps.
Este método es poco utilizado debido a que el espectro de masas se obtiene
realizando el procedimiento para cada m/z. Segundo, el paquete de iones
completo puede ser almacenado en la QIT, para luego, con el campo de los
end-caps apagado, barrer el potencial RF y eyectar los iones secuencialmente,

segun su relaciéon m/z. Por dltimo, similar al anterior, los iones se almacenan

primero en la trampa para luego barrer el potencial RE. Debido a que los
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movimientos axial (a lo largo del eje z, con frecuencia (),) y ecuatoriales (a lo
largo de la coordenada r, con frecuencia w;) puede considerarse mutuamente
independientes, la excitacién resonante del movimiento axial producto del
campo RF aplicado genera la eyeccién secuencial de los iones, segtin su m /z.

Por otro lado, el QIT se puede utilizar como trampa de iones,
acumulando un i6n con determinada m/z o un paquete de iones de distinta
m/z por hasta un periodo de algunos segundos, dependiendo de las
condiciones experimentales, con posterior extraccion hacia el detector o
hacia un analizador de masas acoplado. En la préctica, estas celdas
generalmente estdn acopladas a un criostato para termalizar el sistema.
Previo a la entrada de los iones, la QIT criostatizada a bajas temperaturas se
llena con un pulso de gas buffer (He), que se enfria mediante colisiones con
las paredes de la celda. Cuando los iones ingresan a la QIT, durante los
primeros ms, colisionan con el gas buffer frio hasta su completa
termalizacion. Luego del enfriamiento, los iones dentro de la QIT

interaccionan con un ldser de longitud de onda sintonizable.

2.2.2. Espectroscopia de Fotofragmentacién UV

En esta tesis doctoral, los complejos en fase gaseosa fueron estudiados
mediante espectroscopia de fotofragmentacion UV de iones frios. Esta
técnica, en conjunto con la espectrometria de masas, proporciona una
metodologia muy poderosa para el entendimiento de los mecanismos
fotofisicos que tienen lugar en los sistemas de estudio. A continuacién se

detallan brevemente los fundamentos de esta técnica.

2.2.2.1. Fundamentos

La espectroscopia de fotofragmenetacion UV es wuna técnica

espectroscopica de accion, en el sentido de que la absorcién de la radiacién
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incidente se detecta indirectamente, a través de algin evento
desencadenado por ésta. En este caso, el evento que da indicio de absorcién
es la fragmentacion de la especie estudiada y posterior deteccion de los
fragmentos. La absorcién de luz en una especie ocurre siempre y cuando la
energia del fotéon con la que se irradia sea resonante con una transicion
vibrénica a un estado electrénico excitado, y que ademads sea permitido por
reglas de seleccion.

A su vez, la intensidad de las transiciones vibrénicas estd principalmente
determinada por el principio de Franck-Condon, que relaciona la
probabilidad de que ocurra una transicion (P;_, ¢) con el solapamiento entre

las funciones de onda de los estados inicial (Yiniciar) y final (¢ fina), segun:

Pissg = K@ Fina | A Winiciar) I 2.9)

siendo fI el operador momento dipolar de transicion.

Este principio se basa en la aproximacién de Born-Oppenheimer, la cual
sostiene que el movimiento electrénico en una molécula ocurre mucho més
rdpido que el movimiento nuclear. Esto permite la separacién de la funcién
de onda total en funciones de onda electrénica (¢,;) y nuclear (1;,c). Debido
a que el operador momento dipolar de transicion s6lo depende de la
componente electrénica (g), la componente nuclear puede ser separada de la

integral del momento de transicién de la forma:

]’l’lpel,i> ’lpnuc,i>
‘ullpel,i> (2-10)

<ll7;k0m1,f mll)total,i> = <¢Zuc,f <l/):l,f

= (P, flPnuci) (e s

solapamiento nuclear

siendo el solapamiento nuclear (i, ¢|¥nuc,) el cominmente llamado factor
de Franck-Condon de la transicién.

De la Ecuacién se puede observar que si el factor de Franck-Condon
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Coordenadas nucleares

FIGURA 2.5: Esquema de la excitaciéon vertical desde un estado S, a un estado
excitado S, para una molécula diatémica, con una diferencia en las coordenadas
nucleares de minima energia entre el estado fundamental (S;) y el estado excitado
(S,) de go1. La linea vertical azul marca la transiciéon vibrénica al estado S, con el
mayor factor de Franck-Condon. Un esquema del espectro vibrénico se muestra a la
derecha, en donde la transicion 0—2 resulta en la transicién de mayor intensidad.
para la transicién entre los estados involucrados es cero, la intensidad de la
transicion vibrénica también lo es, independientemente de la magnitud de la
componente electrénica.

No hay que perder de vista que debido a la aproximacién de
Born-Oppenheimer, las transiciones vibrénicas son verticales respecto a las
coordenadas nucleares del estado inicial. En este sentido, en caso de que la
geometria molecular de minima energia del estado alcanzado 6pticamente
sea similar a la geometria de minima energia del estado inicial, se espera que
la transicién 0 8, es decir desde el estado vibracional vy del estado inicial al
estado vibracional 1/6 del estado final, sea la de mayor intensidad, debido al

gran solapamiento de las funciones de onda vibracionales. En cambio, si la

geometria de minima energfa del estado final difiere a la del estado inicial,
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Conversion interna
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Fluorescencia S,

FIGURA 2.6: Esquema del proceso de fotofragmentacion por absorcion de luz UV. La
excitaciéon ocurre cuando la energia de irradiacion es resonante con una transicién a
un estado vibracional del estado excitado (flecha azul). Luego, procesos radiativos,
como la fluorescencia, y/o no radiativos, con posterior fragmentacién selectiva o
estadistica, pueden ocurrir.

la transicién 0 § no seré la de mayor intensidad.

La Figura 2.5 muestra un esquema en el cual la excitaciéon ocurre desde el
estado S, al estado excitado S, para una molécula diatémica. En particular,
la distancia interatémica de minima energia del estado S, se encuentra
desplazada con respecto a aquella en el estado S, por lo que la transicion
vibrénica con el mayor factor de Franck-Condon no es la transicion vy — v,

Una vez alcanzado 6pticamente el estado excitado, la energia absorbida
se puede disipar por mecanismos radiativos o no radiativos. La Figura
muestra un esquema del proceso de excitacién UV y los eventos que se
pueden desencadenar posteriormente. La especie excitada puede decaer al
estado fundamental (S)) mediante la emision de un fotén (fluorescencia) o
por conversién interna (CI), desde el estado alcanzado 6pticamente, o de

algtin otro estado electrénico excitado. En el primer caso, puede ocurrir o no
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la fragmentacién de la molécula, dependiendo de la energia del fotén
emitido, y por tanto, el exceso de energia remanente. En el segundo caso,
toda la energia absorbida en la excitacion queda como energia en exceso en
el estado Sy, y por ende se redistribuye rdpidamente en los modos
vibracionales de la molécula. Esta redistribucién de la energia en los modos
vibracionales genera una fragmentacion estadistica de la molécula, entre
todos los canales de disociacion en el estado fundamental. Por otro lado, la
disociacién también puede ocurrir en el estado excitado, ya sea por alcanzar
la energia limite de disociacién en el estado excitado o por alcanzar por CI
un estado de caracter disociativo (S, en la Figura 2.5). Este ultimo proceso
da lugar a una fragmentacion selectiva en donde los fragmentos observados
dependeran fuertemente de la naturaleza de los estados excitados
involucrados.

Debido a que la fragmentacién ocurre de manera diferente si se da en el
estado fundamental o en el estado excitado, en base a los fragmentos
obtenidos se puede inferir el origen del proceso. En particular, si la
fragmentacion ocurre estadisticamente, por decaimiento al estado
fundamental, los fragmentos observados son comparables con los obtenidos
por disociacién inducida por colisién (CID, por su acrénimo en inglés) o
disociacion por absorciéon multifoténica infrarroja (IRMPD, por su acrénimo
en inglés). En cambio, si la disociaciéon ocurre en el estado excitado los
fragmentos observados pueden ser diferentes a los obtenidos por CID o

IRMPD.

Como se comenté anteriormente, una longitud de onda de excitacion
resonante con una transiciéon vibrénica llevard a la especie a un estado
electrénico excitado, desencadenando posteriormente un proceso de

disociaciéon. El espectro de excitacion se obtiene determinando a cada
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longitud de onda la eficiencia de fragmentacion (Y (hv)), calculada como:

i
Yi(h) = frog (2.11)
Lpadre + 21 IJl‘mg

i
con Ifmg

no
I}r ag la sumatoria de las intensidades de todos los fragmentos observados.
i=1

la intensidad del fragmento i, I,;;4 la intensidad del i6n padre y

En la préctica, esta eficiencia de fragmentacién es también corregida por la
potencia del laser a cada longitud de onda.

Por otro lado, en condiciones de ensanchamiento natural (homogéneo),
el ancho de la transicion vibrénica estd determinado por los
ensanchamientos por tiempo de vida del estado excitado (LTB, por su
acrénimo en inglés) y por el ensanchamiento rotacional (RB, por su
acrénimo en inglés) a la temperatura del sistema. Haciendo uso del

principio de incertidumbre de Heisenberg, se obtiene que:

FWHM(cm™') > LBT + RB

1
FWHM(cm™ 1) > —— + RB 2.12
(em™7) > 27et + (212)

En donde FWHM corresponde al ancho a media altura de la funcién Loren-
tziana utilizada para ajustar la transicion, c la velocidad de la luz en el vacio

y T al tiempo de vida del estado vibrénico excitado.

2.2.2.2. Sistema experimental

Los experimentos de espectroscopia de fragmentaciéon UV del complejo
CytAg" fueron realizados en el laboratorio de Fisica de las Interacciones
I6nicas y Moleculares (PIIM, por su acrénimo en francés) de la Universidad
Aix-Marseille-CNRS, bajo la direccién del Dr. Christophe Jouvet, mientras

ue los complejos CytNa® v CytK" fueron estudiados en el Instituto de
q ple y y Ly
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FIGURA 2.7: Fotografia del sistema experimental instalado en el PIIM (superior), y
diagrama esquematico de las partes constituyentes y del funcionamiento del equipo
(inferior).
Ciencias Moleculares de Orsay (ISMO-CNRS, por su acrénimo en francés) en
la Universidad Paris-Sud, bajo la direccién del Dr. Gilles Grégoire.

Ambos laboratorios forman parte del Laboratorio Internacional asociado
Laboratorio de Estructura y Reactividad de Moléculas, Iones y Radicales en Fase

Gaseosa (LIA-LEMIR), co-financiado por CNRS-CONICET, cuyo director es

el Dr. Gustavo Pino.
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FIGURA 2.8: Esquema temporal de los eventos que tienen lugar en la obtencién de
un espectro de fotofragmentacion UV.

De forma general, el equipo se divide en tres secciones caracteristicas, las
cuales se muestran en la Figura junto a una fotografia del equipo
utilizado. Debido a que el sistema opera de forma pulsada a 10 Hz, los
distintos eventos que ocurren en el experimento deben ser sincronizados
adecuadamente. Con esto se logra el solapamiento temporal y espacial de
los iones atrapados en la QIT con el laser de fragmentacion. Para facilitar la
comprensién del lector sobre cémo opera el equipo, la Figura 2.8 muestra la
secuencia temporal de los eventos que ocurren en un experimento
caracteristico.

La Seccién 1 cuenta con una fuente ESI y una trampa octupolar. La
fuente ESI, la cual opera a -3 kV, genera los agregados i6nicos que luego son
almacenados en un octupolo durante ~ 90 us a fin de aumentar la
concentracién de los mismos. Este octupolo se encuentra dentro de una
cdmara de vacio, bombeada por un sistema de bomba turbomolecular,

manteniendo la presiéon a ~ 103 Torr. Luego de la acumulacion, los iones
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son extraidos de la trampa octupolar mediante la aplicacién de un potencial
en forma de pulso de -50 V y acelerados por un segundo potencial de 190 V.
Esta secuencia de almacenamiento y extraccion opera a 10 Hz y produce un
paquete de iones con un ancho temporal de ~ 500 ns. El paquete de iones es
luego conducido mediante una serie de lentes electrostéticas, que corrigen
su trayectoria, hasta la celda QIT (Seccién 2). Previo a su entrada, se
encuentra instalada una puerta de iones, que mediante el encendido y
apagado de un campo eléctrico permite sélo la entrada de los iones de
relacion m/z de interés. En esta Seccién, un sistema de vacio genera una
caida de la presién de hasta ~ 10~7 Torr.

El enfriamiento de los iones en la celda QIT se produce mediante un
criostato (Coolpak Oerlikon). El gas buffer (He) es inyectado a la QIT por
medio de una valvula pulsada (General Valve) 1 ms antes del ingreso de los
iones, con el fin de garantizar la termalizacién del gas. Una vez ingresados,
los iones son mantenidos dentro de la QIT por algunos ms para alcanzar un
completo enfriamiento por colisiones con el gas buffer. Este proceso
termaliza los iones a temperaturas cercanas a 20 K.

Una vez finalizado el periodo de enfriamiento, los iones son alcanzados
por la radiacién de un laser UV sintonizable, y los fragmentos generados
de esta manera son extraidos hacia un analizador TOF de 1,5 m de largo y

detectados mediante un MCP (Seccion 3).

2.3. Fundamentos y Metodologias Teéricas

El modelado de la mecanica cudntica incluye métodos elaborados que
permiten realizar célculos de geometria y energia de sistemas muy
complejos. También puede proveer espectros electrénicos y vibracionales,
energias de ionizacién, afinidades electrénicas y proténicas, momentos

dipolares, entre muchos otras, sin conocimiento previo del sistema (métodos
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ab initio). Por otro lado, en la mecénica cldsica, en la descripcién del sistema
se ignora la existencia de los electrones, los cuales son responsables de los
enlaces quimicos entre los atomos constituyentes. En este sentido la
molécula es considerada como un sistema mecédnico mantenido por fuerzas
internas, descritas por potenciales denominados campos de fuerza. Su bajo
costo computacional permite simular sistemas de gran tamafio y tiempos de
dindmica prolongados, haciendo visible procesos de escala temporal larga.
En esta seccion se describen brevemente las metodologias tedricas

utilizadas y sus fundamentos.

2.3.1. Meétodos ab initio

Un sistema molecular se puede pensar como un ensamble de N ntcleos
cargados positivamente descritos por un conjunto de coordenadas R y n
electrones cargados negativamente, descritos por un conjunto de
coordenadas r, en donde las interacciones entre las cargas, tanto repulsivas
como atractivas, surgen de efectos cudnticos. La forma de predecir las
propiedades intrinsecas de este ensamble es mediante su descripcién a
partir de la funcién de onda total del sistema ¥ (r, R) y la resolucion de la
ecuacion de Schrodinger HWYo:(r,R) = EwtT1t(r,R). En general, esta
ecuaciéon no puede ser resuelta exactamente por lo que se utilizan distintos
paquetes de mecanica cudntica para obtener buenas aproximaciones.

Como se comenté previamente, la aproximacién de Born-Oppenheimer
permite separar la funcién de onda del sistema como un simple producto

entre la funcién de onda electrénica (Y,;) y nuclear (xy), de la forma:

Pior(r,R) = Yo (r, R)xN(R) (2.13)
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A partir de esto, el Hamiltoniano H (operador energia) se escribe como:

H=Tn+Te+ Vne + VNN + Vee (2.14)

donde los dos primeros términos corresponden a la energia cinética de los
nucleos y electrones, mientras que los otros tres términos corresponden a
interacciones de Coulomb atractivas entre niicleos y electrones, y repulsivas
entre nicleos y electrones consigo mismos. El Hamiltoniano total también

puede ser separado en Hamiltoniano nuclear Hy y electrénico H,;, en donde

N =n ZA non o1
Hy =Te+ VNe+ Vee = Te — _+22_ (2.15)
A=ti=1 A =15 T
Entonces, la funciéon de onda electrénica ¥,;(r, R) satisface la ecuacion:
HelTel(r/ R) = Eel(R)Tel (1‘, R) (2.16)
La energia electrénica E,;(R) equivale entonces:
Y (r, R)H,; ¥, (r,R
Ea(R) = 7 i{( JHa¥a(rR) (2.17)
Y5 (5, R) Y (r, R)OT
Por esto, la energia electrénica total del sistema se escribe como
tot Y ZaZs
Ef'(R) =E4(R)+ ) ). (2.18)

en donde el dltimo término corresponde a la interaccién entre los ntcleos
y es constante cuando la posicién de los ntcleos es fija. Una vez conocida
la funcién de onda electrénica ¥,;(r, R), la ecuacién de Schrodinger nuclear
que satisface la funcion de onda nuclear xn(R) puede ser resuelta.

En particular, los calculos de quimica cudntica proveen la representaciéon

de E!%(R) en funcién a las coordenadas nucleares (R), también llamada
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superficie de energia potencial (SEP). Para esto, la Ecuacién puede ser

reescrita como:

Hy=Y (Tt Vi) + ) & (2.19)

i=1 i=1j>i ij

donde el primer término corresponde a la sumatoria de los n Hamiltonianos
(hf) para cada electrén i moviéndose en el campo generado por lo nticleos, y
el segundo término corresponde a la repulsién entre electrones. La funcién
de onda electrénica ¥, (r, R) que los describe puede ser expresada como un
determinante de Slater |¢p1(1)¢2(2)...¢n(1)| generado a partir de orbitales
¢i(x;), en donde cada orbital describe a un electrén del sistema molecular.
Estos orbitales, denominados orbitales moleculares, son generalmente
construidos a partir de una combinacién lineal de orbitales atémicos (OAs)
Xv. Luego, cuando la energia electrénica es calculada en la base de OAs se
obtiene un conjunto de ecuaciones, llamadas ecuaciones de Hartree-Fock
(HF). La resolucion de estas ecuaciones se realiza mediante un
procedimiento variacional iterativo llamado campo autoconsistente (SCF, de
su acrénimo en inglés), y el resultado es un conjunto de M orbitales
moleculares de un electrén.

La idea esencial del método de orbitales moleculares o HF consiste en
asignar a cada OM, en un sistema de capa cerrada, dos electrones con espines
a'y B, respectivamente. En este esquema, la correlacion electrénica debido al
movimiento de electrones vecinos es ignorada. La diferencia entre la energia
exacta (Eexacta) y 1a energia de HF (Egr) calculada de esta manera es la energia
de correlacion electrénica e..

En este sentido, el célculo de €. y la eleccion de los OAs para la
descripcion de los OMs, son dos aspectos importantes a tener en cuenta si se
quieren mejorar los resultados obtenidos por métodos ab initio.

Una forma de mejorar la funcién de onda HF consiste en describir al

sistema mediante el agregado de determinantes de Slater obtenidos a partir
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del remplazo de orbitales ocupados por orbitales virtuales ¢y . Por ejemplo,
el reemplazo de dos orbitales ocupados por dos orbitales virtuales genera
una nueva funciéon de onda que es una combinacién lineal de los
determinantes construidos, de la forma ¥ = |p1p2¢vidpyii1...¢pn|- El uso del
conjunto completo de configuraciones posibles corresponde a la
configuraciéon de interacciones completa (FCI, por su acrénimo en inglés).
Debido a que el ntimero de posibles configuraciones escala muy
rdpidamente con el nimero de electrones considerados, este método se
vuelve computacionalmente muy costoso. Sin embargo, la inclusién de la
correlacion electrénica en la descripcién del sistema es de suma importancia

para un calculo de gran precision.

2.3.1.1. Método Coupled-Cluster

El método de cluster acoplado o Coupled-Cluster (CC, de su acrénimo en
inglés) es uno de los métodos mds precisos y confiables de entre la técnicas
de quimica cuéntica, debido a la inclusién del efecto de correlacion
electronica. En este método, en vez de correlacionar el movimiento de un
par especifico de electrones, como ocurre por ejemplo en la teoria de
perturbacién de muchos cuerpos (MBPT, por su acrénimo en inglés)[70], CC
correlaciona el movimiento de cualquier par de electrones con un par de
orbitales ocupados i y j seleccionados, introduciendo una funcién de dos

particulas:

fz] Xm, xn Zt (PVa Xm ¢Vb(xn) (2-20)

en donde ¢y, y ¢y, corresponden a orbitales virtuales y t”b es denominado
coeficiente del claster. Al intercambiar cada producto de funciones de onda
de particulas independientes por se obtienen mejoras al determinante
de Slater. A partir de este método, es posible generar todos los

determinantes de Slater conteniendo uno (S), dos (D), etc orbitales
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excitados[71]. El método CCSD(T), en donde el tercer orbital excitado es
tratado perturbativamente, es uno de los métodos de mayor precision[72]
pero tiene un costo computacional muy elevado, por lo que generalmente
todavia se utiliza s6lo para moléculas pequenas[73-75].

En particular, a partir de la teoria de respuesta de CC se pueden derivar
métodos de correlacion de segundo orden para el cdlculo de energias de
excitacion. La idea atrds de la teoria de respuesta es el estudio del sistema
ante la exposicién a campos externos dependientes del tiempo. De la
respuesta de la funcién de onda o la densidad al campo aplicado se pueden
obtener propiedades del sistema dependientes de la frecuencia. En este
marco, CC2[76] es el modelo CC iterativo computacionalmente mds simple
para obtener energias de excitaciéon corregidas por segundo orden. Si bien
no mejora la descripciéon de las propiedades del estado fundamental en
comparacién a otros métodos como la teoria de perturbacién de segundo
orden (MP2), la ventaja radica en que, en combinacién con la teoria de

respuesta de CC, puede ser aplicado al cdlculo de estados excitados[77-79].

2.3.1.2. Teoria del Funcional de la Densidad

Una de las metodologias mds utilizadas en los calculos ab initio es la
teorfa del funcional de la densidad (DFT, por su acrénimo en inglés). En
esta, la energia electrénica E, del estado fundamental del sistema esta
completamente determinada mediante el conocimiento de la densidad
electrénica n(r) del sistema[80]. La principal ventaja de esta metodologia es
el bajo costo computacional, ya que reduce el sistema de n variables, con n
la cantidad de electrones, a uno de 3 variables correspondientes a los ejes
cartesianos.

En este esquema, la energia total del sistema es funcional de la densidad

electrénica, y dado un potencial externo v(r) generado por los nucleos, ésta
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se puede escribir como:

E[n(r)] = / n(x)v(r)dr + Fln(r)] (2.21)

en donde F[n(r)] es un funcional universal de la densidad electrénica a
priori desconocido, mientras que el término [ n(r)v(r)dr es dependiente del
sistema. La densidad electrénica n(r) se puede calcular facilmente como la
sumatoria del cuadrado del médulo de un conjunto de orbitales de un
electron.

Kohn y Sham propusieron en 1965 un funcional universal[81] que
contenia contribuciones individuales de la energia cinética (T[n(r)]),
interaccién de Coulomb clédsica (Ex[n(r)]) y una correccion de interaccion
electrénica no cldsica, conocida como la energia de correlacién e intercambio

(Ecxacto) de la forma:
F[n(r)] = T[n(x)] + En[n(r)] + EG"" (2.22)

Introduciendo en se obtiene la expresion para el calculo de la energia

total del sistema como:

7’1 ’
E[n(r)] = n r)] / r)dr + 2/ T = ()] d(r)d(r") ‘*‘Efcjccmo(r),
E cinética g Eint
P externo E Coulomb
(2.23)

Si bien en general la energia de correlacién e intercambio (E,.) tiene una
contribucién pequefia a la energia total, es muy importante encontrar el
funcional adecuado para el estudio de cada sistema en particular.

Muchos afios después, en 1993, Axel Becke propus propuso el uso de
funcionales hibridos[82] para mejorar el cdlculo de la energia de correlacion e
intercambio. FEstos incorporan parcialmente el intercambio exacto

procedente de un calculo de Hartree-Fock con el resto de la energia de
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correlacion e intercambio proveniente de otra fuente (empirica o ab initio).
Su uso ha ganado gran popularidad en los ultimos afios debido a que
describen mejor los sistemas moleculares en relacién a los funcionales
puros. Uno de los mds utilizados es el famoso funcional B3LYP, desarrollado
en conjunto por Becke, Lee, Yang y Parr[83-85]. Sin embargo, la parte no
Coulémbica de estos funcionales generalmente decae muy rdpido y se
vuelven imprecisos para representar interacciones electrénicas de largo
alcance, haciendo su uso inadecuado para modelar procesos de excitacién
electrénica a orbitales de alta energia. Los funcionales hibridos con
correcciones de largo alcance (LC), como CAM-B3LYP[86], utilizan el
método de atenuaciéon Coulémbica para corregir este problema, por lo que
son ideales para describir procesos de transferencia de carga[87].

Al igual que para el método de CC, en DFT, a partir de la resolucién de
la ecuacién de Schrodinger dependiente del tiempo se pueden obtener
propiedades del sistema que dependen de la frecuencia. Esta extension se
denomina DFT dependiente del tiempo[88] (TD-DFI, por su acrénimo en
inglés). La teoria de respuesta lineal es utilizada para estudiar la respuesta
de la densidad electrénica luego de una perturbacién al sistema. Esta
perturbacién consiste en la aplicaciéon de un campo eléctrico externo de la
forma V(t) = Ecos(wt), del cual se obtiene una funcién de onda como

funcional de la densidad electrénica, segtn:

Y(r,t) = ¥n(t)](t)e (2.24)

En este esquema el sistema se asume inicialmente en el estado
fundamental antes de la aplicaciéon del campo eléctrico, y que la densidad
electrénica varia s6lo lentamente en el tiempo (aproximacion de la densidad
local adiabatica, ALDA). A partir de la solucién dependiente del tiempo de

la Ecuacién se pueden obtener las energias de excitaciéon y fuerzas del
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oscilador de las transiciones.

Si bien el método TD-DFT es uno de los més utilizados para el estudio
de excitados electrénicos excitados, hay que tener en cuenta que posee todas
las aproximaciones que hace DFT. Por esto, para una mayor precisiéon en el
estudio del estado excitado del sistema, generalmente se realiza una primera
aproximacion explorativa con TD-DFT y luego una refinacién del calculo con

CC2.

2.3.2. Dinamica Cuantica - KRONOS

La dindmica electrénica luego de la absorcion de luz es una pieza clave
para entender el comportamiento electrénico de un sistema particular.
Diferentes metodologias computacionales se han desarrollado para este fin,
aunque generalmente suponen costos de cdlculo muy elevados.

En esta tesis doctoral se utiliz6 el programa de dindmica cuéntica
KRONOS, desarrollado en el grupo de trabajo, para obtener la descripciéon a
nivel atomistico del comportamiento electrénico del sistema en funcién del
tiempo, luego de aplicada una perturbacion. Este programa se ha empleado
satisfactoriamente para la descripcién electrénica de sistemas muy
variados[89:95] y provee una herramienta de gran utilidad para la
dilucidacién de mecanismos fotodindmicos.

La estructura electrénica del estado fundamental se obtiene utilizando el
modelo de enlaces fuertes derivado de la teoria del funcional de la
densidad, con correcciéon de cargas autoconsistentes (SCC-DFIB, de su
acrénimo en inglés)[96], a través del cédigo DFTB+[97]. Este método es una
extension de DFT a partir de la teoria de enlaces fuertes (IB). TB se basa
principalmente en el empleo de una base minima de orbitales atémicos
localizados y el reemplazo del Hamiltoniano del sistema por una matriz

Hamiltoniano parametrizada, en donde los elementos dependen sélo de las
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coordenadas nucleares y la simetria de los orbitales. Este Hamiltoniano se
expresa en términos de un conjunto de bases de orbitales atémicos
¢v(r — Ry) donde R, es la posicion del dtomo «, v es el indice que indica el
momento angular y el spin del orbital atémico. La ecuacién de Schrodinger

en este esquema se escribe como:
N
Y cyi(Huy — €Suy) =0 (2.25)
v

donde Hyy = (pu|H|Ppv) y Spv = (Pul¢pw) Vi € x Av € B.
El método de combinacién DFTB[98] se basa en la expansién de segundo
orden de la energia total de Kohn-Sham, con respecto a las fluctuaciones de

la densidad electrénica, segtn:
n(r) = n°(r) + on(r) (2.26)

donde 1n%(r) es una densidad de referencia y én(r) es la fluctuacién de la
densidad. En este esquema, la energia del sistema de N electrones y M
nucleos ubicados en R se expresan como un funcional de la densidad de

carga de la forma:

Eln(n)] = T[n(n)] + Exln(x) + on(0)] + Exe[1(x) + 0n(0)] + [ drnv(x) + Ez7
(2.27)

donde Ezz corresponde a la energia de repulsién por interaccién de a pares.
En este formalismo, las funciones ¢, son funciones de onda
pseudoatémicas construidas como combinacién lineal de los orbitales de
Slater. Considerando soélo interacciones de a pares, los elementos de las

matrices Hamiltoniano (H") y de solapamiento (S), ambas necesarias para la
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evolucion temporal de la dindmica, quedan expresadas como:

atomo libre

€ , siy=v
P = ; p p
@81+ v [0+ 0O gf) sia # B
1, siuy=v
Sy]/ - (2.28)

(@3l sia # B

donde vg‘f f corresponde al potencial efectivo centrado en R,.

La energia total del sistema en el esquema DFTB es:

occe

. 14
Eprrs = y_(¥ilH°[¥s) + > Y YupAGalgg + Erep (2.29)
P

1

donde Ag, es la diferencia entre la poblacién atémica de Mulliken g, y el
ntmero de electrones de valencia del dtomo libre neutro g9, 7,4 la integral
funcién de la distancia que describe la interaccién electrénica entre los
atomos a y By Er.p una energia repulsiva de corto alcance. En el caso en que
® = B, Yaa describe la interaccion electrénica dentro del 4tomo a y puede
aproximarse como la diferencia entre la energia de ionizacién y la afinidad
electrénica, es decir, con su dureza quimica[99].

Las fluctuaciones de la carga se obtienen a partir del andlisis poblacional

de Mulliken como:

Ga = Y (0S)up (2.30)

jen
donde p,, es el elemento yv de la matriz densidad reducida.
Finalmente, aplicando el método variacional a la Ecuacion el

Hamiltoniano modificado queda de la forma:

. 1, 4
Hyw = (¢l B°1¢w) + 55 Y (vaz + vp2) Mg (231)
¢
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Debido a la dependencia del Hamiltoniano con la carga, es necesario aplicar
el procedimiento de autoconsistencia en cada paso para resolver [2.31]

Al igual que en el formalismo TD-DFT, a partir de la resolucién de la
ecuacion de Schrodinger dependiente del tiempo se pueden obtener
propiedades que dependan de la frecuencia. En este caso, el formalismo se
denomina DFTB dependiente del tiempo (TD-DFTB, de su acrénimo en
inglés).

Siendo el operador de la matriz densidad reducida (MDR):

p(t) = ) lwi(t)) fer) (wi(t))] (2.32)

i
derivando en funcién del tiempo se puede obtener la ecuacién de
movimiento para el operador de la MDR, conocida como la ecuacién de
Liouville-von Neumann:

i

5:0(t) = =5 [Hlpl p(1)] (2.33)

=~

A partir de expresar la matriz densidad reducida (MDR) monoelectrénica

en la base de orbitales atémicos no ortogonales de la forma

ORSMUNTHOI (234)
nv
se puede derivar como

i

p=—+(S"Hlp,tlp — pHlp,1]S™) (2.35)

| >

Si se expande el funcional de la energia dependiente del tiempo
alrededor de una densidad de referencia n°, donde las fluctuaciones de la

densidad electrénica ahora dependen del tiempo, se obtiene la expresiéon
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para el Hamiltoniano DFTB dependiente del tiempo

. 1, 4
Hywlo, t] = (o H°u) + 58w Y (Ya + 7pc) Age () (236)
¢

donde las cargas de Mulliken ahora adquieren una dependencia temporal

da = Y (0(£)S)u (2.37)

Hew

En particular, para que la MDR evolucione segiin es necesario que
el sistema no se encuentre en un autoestado del Hamiltoniano. Para esto, si
el sistema se encuentra inicialmente en el estado fundamental es necesario
aplicarle una perturbacién que lo desplace de ese estado. El Hamiltoniano
que describe la influencia de un potencial externo dependiente del tiempo se

puede expresar como:

A(t) = Hy+ V(t) (2.38)

donde Hy es el Hamiltoniano que describe al sistema en el estado
fundamental y V(t) es la perturbacién externa que depende del tiempo.
Bajo ciertas aproximaciones, el término perturbativo del campo

electromagnético utilizado para perturbar el sistema se puede escribir como:
V(t) = —E(t)n (2.39)

donde E(t) es el campo eléctrico dependiente del tiempo y i es el operador
momento dipolar del sistema.

Si la perturbacion que se utiliza es del tipo pulso, es decir que su forma
funcional corresponde a una delta (J) de Dirac, se puede obtener
informacién relevante sobre las excitaciones electrénicas del sistema. Este

tipo de perturbacién excita conjuntamente todas las frecuencias del sistema
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Yy se expresa como:

E(t) = Egd(t)u (2.40)

donde Ej es la intensidad del campo y u = i, /, k es la direccién de polariza-
cién del campo.

Siendo ésta una perturbacién instantdnea a los electrones del sistema en
t > 0 (debido a que el campo eléctrico es infinito en t = 0) la excitaciéon
coherente hace que las cargas del sistema evolucionen con el tiempo segiin
Cuando la intensidad del pulso es pequefia, la respuesta electrénica
se encuentra dentro del régimen de respuesta lineal, y el momento dipolar

responde a:

u(t) = / a(t — T)E(T)6T (2.41)

donde «(t — T) es la polarizabilidad temporal a lo largo del eje sobre el cual
se aplica el campo externo E(7). Realizando una transformada de Fourier al

momento dipolar se obtiene la susceptibilidad eléctrica:

a(w) = H&@) (2.42)

donde la parte imaginaria es proporcional al espectro de absorcién del siste-
ma.
Por otro lado, una perturbacién tipo ldser se puede aproximar como un

campo eléctrico monocromaético que oscila en el tiempo de la forma:

E(t) = Egsin(wt)u (2.43)

donde Ej es la intensidad del campo, w la frecuencia con la que oscila y u la
direccion de polarizacion.

Este tipo de perturbaciéon permite estudiar la naturaleza de las excitacio-
nes de una manera profunda cuando se analiza la evolucién temporal de las

poblaciones o la variacion de la densidad de carga en el tiempo.
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2.3.3. Dinamica Clésica

Las simulaciones de dindmica molecular proveen informacién atomistica
sobre las posiciones y velocidades a un nivel microscépico. A un
determinado tiempo, el sistema estudiado puede adoptar distintas
conformaciones, de las cuales pueden ser extraidas propiedades
macroscopicas, promediando sobre todo el ensamble de valores de
propiedades microscépicas. Por ejemplo, el espectro de una molécula en
solucién es obtenido a partir del promedio sobre todas las posibles
conformaciones pobladas a la temperatura considerada. Bajo la hipotesis de
la ergodicidad, a periodos suficientemente largos el valor medio de una
propiedad es igual al valor medio observado. Esto permite el reemplazo del
promedio de un ensamble por el promedio en el tiempo, ya que si el sistema
evoluciona, dado un tiempo suficiente, se espera que pase por todos los

estados posibles.

2.3.3.1. Campos de Fuerza

Debido a que el papel de los electrones en este esquema es ignorado, la
energia potencial de una molécula en su estado basal, puede considerarse
como una funcién de las coordenadas nucleares, denominada Campo de
Fuerza (FF, de su acrénimo en inglés). Estos FF se componen de términos

enlazantes y no enlazantes, de la forma:

EPOt = Eenlace + Edngulo + Eiorsional T Evaw + Eelec (2.44)
N ~ J %/_/
Enlazantes No enlazantes

Los términos enlazantes incluyen contribuciones debidas a enlaces
covalentes (E,pjace), &ngulos (Egnguio) y diedros (Ejorsionar)- Los términos no

enlazantes se definen por un término correspondiente a interacciones de



2.3. Fundamentos y Metodologias Tedricas 55

Van der Waals (E,;,) y otro término Coulémbico para interacciones
electrostaticas (E,j.c)

Debido a la naturaleza cldsica de esta metodologia, los FF contienen
pardmetros que definen las interacciones de a pares de cada dtomo del
sistema en particular. Esta parametrizacion de las interacciones se realiza
mediante calculos ab initio y teniendo en cuenta resultados experimentales.
Por esto, los FF son disefiados para el estudio de sistema especificos. Entre
los FF mads utilizados para la simulaciéon de sistemas biolégicos se destacan
AMBER[100] y CHARMM]J101]. En esta tesis doctoral se utiliz6 en todos los
casos el potencial CHARMM?27, especialmente desarrollado para la

simulacion de dcidos nucleicos y lipidos[101].

2.3.3.2. Integracion de las Ecuaciones de Movimiento

La dindmica del sistema es estudiada a partir de la resolucién de la ecua-

cién de movimiento de Newton para una particula i:

dzi’i _dV(Ti)

! L dr2 dr;

F, = ma (2.45)

en donde m la masa de la particula i, a es su aceleracién, r sus coordenadas y
V(r;) es la energia potencial que acttia sobre ella. La posicion r;(t + t) que
tendrd la particula i al tiempo t + 6t puede ser obtenida a partir de su
posicion, velocidad y aceleracién a tiempo t mediante una expansién de

Taylor de la forma:
1
ri(t 4 6t) = ri(t) + v;(t)ot + Eai(t)(itz + ... (2.46)
De forma similar, a un tiempo t — §¢ uno obtiene:

it = 5t) = ri(6) — o)t + ()5 + . (2.47)
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La suma de las Ecuaciones y lleva al algoritmo de velocity Verlet[102]

ri(t 4 6t) = 2ri(t) — ri(t — Ot) + a;(t) 6> + ... (2.48)

en donde las nuevas coordenadas de la particula i a tiempo t + 6t son
derivadas a partir de la posicién y aceleracién a tiempo £, sin tener en cuenta

la velocidad explicitamente.

2.3.3.3. Condiciones Periddicas de Contorno

Para muchos sistemas, las interacciones de la molécula de estudio con el
solvente son fundamentales para el entendimiento de los mecanismos
involucrados. En una simulaciéon de dindmica molecular con solvente
explicito, moléculas de solvente se localizardn sobre el borde del &rea de
simulacién. Para simular las interacciones de esta moléculas de manera
adecuada se emplean las condiciones de contorno periddicas, en donde la caja
de simulacion esta rodeada virtualmente por réplicas iguales en todas las
direcciones, haciendo que el calculo de la simulacién se desarrolle como si el
sistema fuera infinito en el espacio.

Debido a que el costo computacional de computar interacciones de a
pares en un espacio infinito es ciertamente infinito, los programas utilizan
pardmetros de corte que hacen referencia a la distancia hasta la cual se

computan las interacciones.
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3.1. Introduccion

La interaccion de bases del ADN con cationes (H* o cationes metélicos
M*) ha sido de gran interés a lo largo de los afios debido a la capacidad de
inducir la formacién de estructuras o plegamientos no canénicosen el
ADNJ[103:106], y su potencial aplicacion en nanociencia y
nanomedicina[13]. Ademads, se sabe que algunas de estas estructuras no
candnicas se relacionan con distintos tipos de enfermedades o procesos
biolégicos de gran relevancia[18-21]].

En particular, se conoce que el catiéon Ag" interacciona exclusivamente
con las bases del ADN, particularmente la Cyt, y no con el resto
azucar-fosfato[12} 107, |108], como si lo hacen otro metales como Na y K, por
atraccion electrostatica[109]. Los primeros reportes en bibliografia
mostraron que el cation Ag" estabiliza fuertemente el mismatch Cyt-Cyt en
el ADNJ12, 110]. Berdakin et al. demostraron mediante espectroscopia
IRMPD vy calculos tedéricos que la estructura mas estable del dimero
Cyt,Ag" en el estado fundamental imita la estructura i-motif del dimero
C,H" en los plegamientos no canénicos del ADN/ARN. Esta gran afinidad
ha sido utilizada en los ultimos afios para la generacion de clisteres
hibridos ADN-Ag,, altamente fluorescentes y sintonizables, debido a su
potencial uso en medicina[111}, 112], biologia[38], nanotecnologia[36, 37|,
entre otros. Aunque la generacioén de clisteres ADN-Ag,fluorescentes se ve
favorecida por la presencia de regiones con Cyt en la secuencia utilizada, las
propiedades Opticas de estos sistemas son también dependientes de otros
factores como la secuencia de bases de la matriz, el tamafio del cluaster
metdlico, el pH, la temperatura, etc[43].

Si bien hay reportes en bibliografia sobre la interaccién de la Ag con las
bases del ADNI[53} 113, 114]], poco se conoce sobre el efecto que tiene la

radiacion UV en estos sistemas. Gwinn y colaboradores han demostrado
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que en los clasteres ADN-Ag, fluorescentes la excitacién a la banda UV,
atribuida a las bases del ADN, genera la misma respuesta de fluorescencia
que si se excitara a la banda visible, atribuida al claster metédlico Ag,,. Esto
sugiere la presencia de un estado de transferencia de carga desde la base al
metal, luego de la excitaciéon UV, en donde la identidad del metal podria ser
fundamental para entender sus propiedades 6pticas.

Una estrategia 1til para dilucidar estos mecanismos es el estudio de la
fotodindmica en el estado excitado de los pequefios bloques que constituyen
el ADN, como una aproximacién del tipo bottom-up. Si bien en este esquema
las propiedades no son directamente escalables a sistemas de mayor
complejidad, aporta informacién detallada de los procesos involucrados en
los bloques constituyentes. La espectroscopia de iones frios en fase gaseosa
no sélo aporta informacién detallada sobre la estructura de los complejos,
sino que también da indicios sobre los procesos desencadenados luego de la
absorcion de luz. Particularmente, la espectroscopia de fotofragmentacion
UV, en conjunto con cdlculos ab initio de estado excitado, han demostrado
ser una herramienta de gran utilidad hacia este objetivo[106} 115{119].

En relacién a los anteriormente comentado, en este capitulo se exponen
los resultados sobre el estudio de la interacciéon de complejos de Cyt con
cationes metalicos (Ag*, Na™ y K¥), aislados en fase gaseosa y su interaccién
con la radiacién UV, con el fin de aportar informacién detallada sobre la
dindmica involucrada luego de la absorcién de luz, y la influencia de la
identidad del metal en la misma. Esto se realiz6 mediante la espectroscopia
de fotofragmentaciéon UV de los complejos en fase gaseosa, y calculos ab

initio del estado excitado.
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3.2. Sistema Experimental

El esquema experimental ya fue descrito en la Seccién 2} Brevemente, los
iones son producidos en una fuente ESI a partir de una solucién de Cyt (500
uM) y la sal correspondiente (AgNO; (250 uM), NaCl o KI (100 uM)) en
MeOH (50 %)/H,O (50 %) en volimen, como solvente, y luego acumulados
en una trampa iénica octupolar. Una vez alli, los iones son extraidos
atravesando un selector de masas, el cual s6lo permite el paso de los iones
de interés a la celda QIT, para ser atrapados y termalizados por colisiones
con el gas buffer (He), el cual se encuentra a una temperatura de 10 K, e
irradiados por un laser sintonizable pulsado.

Debido a que la generacién del complejo Cyt,Ag™ en fase gaseosa estd
favorecida termodindmicamente por encima de la formacién del complejo
CytAg®, la generacion de este ultimo se llevé a cabo a través de la
fotodisociacién del complejo Cyt,Ag® por radiacion UV de 273,4 nm,
longitud de onda a la cual la eficiencia de fragmentacion es maximal106]. El
complejo CytAg" obtenido fue luego re-aislado por remocion de Cyt,Ag”
remanente (y otros productos de fragmentacion) de la celda QIT, mediante
la excitacion resonante del movimiento axial con la ayuda de un generador
de Radio Frecuencia (RF) dipolar auxiliar. El segundo laser fue disparado ~
60 ms después del ldser 1 para permitir el completo enfriamiento del i6n
CytAg" por colisiones con el gas buffer. Por su parte, los complejos CytNa™
y CytK™ fueron generados directamente en la fuente ESI y aislados, como se
detall6 previamente, para su estudio.

Una vez producida la fotofragmentaciéon de los iones, los fragmentos y
el i6bn padre remanente son extraidos hacia un espectrémetro de masas por
TOF y detectados por un MCP (Z-Gap, Jordan TOF, Inc.). La eficiencia de
fotofragmentacion de cada fragmento detectado es normalizada por la sefial

del ién padre y la potencia del laser, y luego graficada en funcién a la energia
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del foton.

Para la generacion y estudio espectroscopico del complejo CytAg™ se
utilizaron dos ldseres OPO (EKSPLA) operando a 10 Hz, ambos bombeados
por laseres pulsados de Nd:YAG, con anchos de pulso de 10 ns y resolucién
espectral de 10 cm ™. En el caso de los complejos CytNa* y CytK*, se utiliz6
un laser OPO de picosegundos (EKSPLA PG 411) con una resolucién de 8
cm ™!, bombeado por un ladser de Nd:YAG (EKSPLA) con 16 ps de ancho de
pulso, o la salida de un ldser de colorante doblado en frecuencia (Quantel
TDL 90) con resolucién espectral de 0,2 cm~! y bombeado por un laser
pulsado de Nd:YAG (EKSPLA) de 10 ns de ancho de pulso. En todos los
casos los laseres de fragmentacién fueron operados a 10 Hz, y disparados al
menos 40 ms luego de la entrada de los iones a la celda QIT a fin de
asegurar el enfriamiento completo de los iones y el bombeo del gas buffer.

Las geometrias de equilibrio y las frecuencias vibracionales de los
complejos en los estados fundamental y excitado fueron calculadas con el
paquete TURBOMOLE (v6.6)[120], al nivel de teoria coupled-cluster
utilizando la aproximacién Split-Component Scaling (SCS-CC2)[121] y
haciendo uso de la resolucién de la identidad[122] para la evaluacién de las
integrales electron-repulsion. Se utilizé el conjunto de bases de Karlsruhe
Def2-SVPD[123] en todos los casos. En particular, la aproximacién del SCS
fue aplicada debido a que mejora la exactitud de los cdlculos por CC2 que
involucren estados de transferencia de carga[124].

Los espectros electronicos con resolucién vibracional fueron simulados
con el paquete PGOPHER][125] haciendo uso de las frecuencias calculadas
para los estados fundamental y excitado. Estos célculos se realizaron
considerando una temperatura vibracional y rotacional de 0 K y utilizando
una convoluciéon de funciones gaussianas con ancho a media altura
(FWHM, del acrénimo en inglés) de 8 cm .

Para la estimacion de los tiempos de vida de los estados excitados, las
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transiciones vibrénicas en los espectros de fotofragmentacion de los
complejos CytNa® y CytK" fueron ajustados a funciones lorentzianas

utilizando el programa de analisis OriginLabl[126].

3.3. Resultados

3.3.1. Espectroscopia del Complejo CytAg”

Como se detall6é previamente, el complejo CytAg™ fue obtenido por foto-
fragmentacion del complejo Cyt,Ag™ en la trampa idnica QIT, con el ldser de
disociacion (ldser 1, de ahora en mas) sintonizado a 273,4 nm (4,54 eV), don-
de se encuentra el méximo de la banda de absorcién de este complejo[106].

La Figura muestra el espectro de masas luego del re-aislamiento del
complejo CytAg™, con el ldser 1 (273,4 nm) encendido, donde se pueden
observar cantidades remanentes de Ag’, como consecuencia de la
disociacion de Cyt,Ag™. El ldser de fragmentacion (ldser 2, de ahora en mas)
es disparado 60 ms mads tarde que el Idser 1 para permitir el enfriamiento del
complejo CytAg® por colisiones con el gas buffer, y producir la
fotofragmentacion del complejo CytAg* (Figura [3.1b). La sustraccion del
espectro de masas con ambos Idser 1 y ldser 2 encendidos (Figura [3.1b)
menos el espectro de masas con solo ldser 1 encendido (Figura B.Tp) se
muestra en la (Figura [3.1c). Aqui se observa la aparicién de una sefial a m/z
=111, correspondiente al fragmento Cyt", y la correspondiente disminucién
de la sefial del i6n padre CytAg™.

El ldser 2 fue continuamente sintonizado en el intervalo 31500 - 35300
em~! (390 - 438 eV), con el objetivo de obtener el espectro de
fotofragmentacion del complejo CytAg®. La Figura [3.2) muestra el espectro,
normalizado por la intensidad del i6n padre y la potencia del ldser. La

primera banda de absorcién observada comienza a ~ 31700 cm~! (3,93 eV).
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a) Laser 1 on (273,4 nm) GG
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FIGURA 3.1: Espectros de masas obtenidos bajos distintas condiciones. (a) Luego de
la fotdlisis del complejo Cyt,Ag™ con el ldser 1 sintonizado a 273,4 nm (4,54 eV) y re-
aislamiento del complejo CytAg™. (b) Luego de la fotofragmentacién del complejo
CytAg" con el ldser 2 sintonizado a 315,0 nm (3,94 eV). (c) Resultado de la sustracciéon
de (b) menos (a), donde se observa la disminucién de la sefial del i6n padre CytAg*
y el aumento de la sefial del fotoproducto Cyt*. Las sefiales observadas a m/z = 107
y 109 en (a) y (b) corresponden a la distribucién isotopica de iones Ag™ remanentes,
debido a que su intensidad no es afectada por el proceso de fotofragmentacién del
ldser 2. Los picos observados a m/z = 218 y 220 corresponden a la distribuciéon
isotopica de CytAg™.
El recuadro de la Figura muestra esta banda registrada con mayor
resoluciéon. Se puede notar una estructura vibracional compleja, con
progresiones de ~ 50 cm !, aunque su estructura dificulta la determinacion
precisa de la transicién 0. También se observa una segunda banda de
absorciéon que comienza a & 34850 cm~! (4,32 eV) de mayor intensidad que
la primera banda.

Lo mds inesperado de este resultado es que la fotofragmentacion del

complejo CytAg™ lleva a la generacién de Cyt" y Ag como productos, a

diferencia de lo que ocurre cuando la fragmentacién del complejo ocurre en
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FIGURA 3.2: Espectro de fotofragmentacion del complejo CytAg™ en la region
espectral 31500 - 35000 cm™~! (3,90 - 4,34 eV), obtenido siguiendo la sefial de masa
del fragmento Cyt". El recuadro interior muestra la banda de absorciéon de mds baja
energia, en la region 31500 - 32750 cm ™!, obtenida con mayor resolucién.

el estado fundamental, por medio de Disociacién Multifoténica IR (IRMPD,
del acréonimo en inglés), la cual conduce a la pérdida del fragmento neutro
HNCO como principal canal de fragmentacién[114]. Este resultado sugiere
que el estado excitado alcanzado corresponde a un estado de transferencia
de carga (TC) que involucra la promocién de un electrén de la Cyt a la Ag™
con la subsiguiente fragmentacion.

Para obtener més informacién acerca de la estructura y dindmica del
estado excitado en este sistema, se optimizaron las geometrias del estado
fundamental y excitado. La estructura del estado fundamental del complejo
fue previamente determinada por Pino y colaboradores|[114], combinando
experimentos de espectroscopia IRMPD junto con célculos a nivel de teoria
DFT/B3LYP. En concordancia con estos resultados, se encontré que la
estructura mads estable es una estructura plana (simetria Cs) con la molécula
de Cyt en su forma tautomérica ceto-amino, en la cual el cation Ag®

interacciona simultdneamente con N3 y O, (Figura [3.3). Esta estructura
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también fue observada en complejos CytM*, con M : Li, Na, K, Cs y Rb, por
Rodgers y colaboradores|[127, 128]. De acuerdo a lo informado previamente,
la poblacién de otros tautomeros de mds alta energia fue considerada
despreciable[114, 127, 128].

Se encontré que la estructura en el es-
tado excitado de este complejo también es
plana con simetria Cs como se muestra en la
parte superior de la Figura En la Tabla
se muestran las energias de transiciéon
verticales (E,) y adiabéticas (E,4) calcula-

das para este complejo, en comparacién con

la transicién experimental 0, junto con la

fuerza del oscilador para cada transicién. En
FIGURA 3.3: Estructura mads es-
table del complejo CytAg" con relacion a lo observado experimentalmente,

nimeraciéon de atomos pesados ) .
los primeros dos estados excitados en este
complejo corresponden a estados TC en los cuales un electrén de un orbital
nys o npy localizado en la molécula de Cyt es transferido a un orbital tipo
o* localizado en la Ag. La Figura muestra los orbitales moleculares
involucrados en la transiciéon np — ¢* al primer estado excitado. El tercer
estado excitado S, corresponde a una transicion 7t — 77* localizada sobre la
molécula de Cyt, como se observa en la Figura 3.4, El siguiente estado de TC
encontrado en el complejo corresponde a una transicién 7t — c* a 5,56 eV. Sin
embargo, la baja fuerza del oscilador (OS, por su acrénimo en inglés) para
esta transicién (3,7 x10~°) sugiere que no es posible alcanzarlo épticamente.
Las E, 4 calculadas para los estados excitados S; y S; son 3,98 eV y 4,39
eV, respectivamente, en buena concordancia con las energias de las bandas
de absorcion observadas experimentalmente a 3,93 eV y 4,32 eV, sugiriendo

que estos son los estados electrénicos excitados 6pticamente. En todos los

casos las E, 4 fueron corregidas por la diferencia entre la energia del punto
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FIGURA 3.4: Estructuras optimizadas de los estados excitados S; y S; y los OMs
involucrados en los estados excitados de interés del complejo CytAg*.

TABLA 3.1: Energias de transicion verticales (E, ) y adiabaticas (E,4) para los estados
mads relevantes, y sus respectivas fuerzas del oscilador (OS) para el complejo CytAg*
calculados al nivel de teoria SCS-CC2/Def2-SVPD. Los valores de las transiciones
experimentales se muestran en paréntesis y negrita a modo de comparacion.

Complejo Estado E, E.q OS
S; (npo™) 4,15 3,98 (3,93) 0,0077
+ S, (nno™) 4,84 - 0,0079
CytAg S5 (rtmr*) 4,89 4,39 (4,32) 0,0909
S, (7to™) 5,56 - 3,7x107°

Las E,q fueron corregidas por la diferencia de energia de punto cero (AZPE) entre
los estados involucrados. Todas las energia se informan en eV.

cero del estado fundamental y del estado excitado (AZPE). El fragmento
observado luego de la excitacién UV, en todo el intervalo de trabajo, fue
Cyt*, incluso por encima de 4,30 eV correspondiente a la excitacion del
estado 717t%, en el cual se esperaria que el fragmento sea Ag'. Esto sugiere
que la conversion interna desde el estado mrt* al estado TC Sy, es
ultrarrdpida, llevando finalmente a la disociacién del complejo en este

estado y generando Cyt" y Ag como productos.
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FIGURA 3.5: (a) Espectro de fotofragmentacion experimental en la region de la
primera banda de transferencia de carga y (b) la simulacién de Franck-Condon
del espectro vibrénico del complejo CytAg™. La energia se expresa como exceso de
energia por sobre la transicién 0.

TABLA 3.2: Energias de transicion verticales (E, ) y adiabéticas (E,4) para los estados
mas relevantes, y sus respectivas fuerzas del oscilador (OS) para el complejo CytAg*
calculados al nivel de teoria SCS-CC2/Def2-SVPD. Los valores de las transiciones
experimentales se muestran en paréntesis y negrita a modo de comparacién.

Complejo  Estado E, E.q oS
S, (noo*) 415 398(3,93)  0,0077
S, (nyo*) 4,84 ) 0,0079
+ 2
e 4890  439(432)  0,0909
S, (rto*) 5,56 - 3,7x107°
S, (") 495  431(4,34)  0,0940
.S, (n0%) 6,45 - 0,0025
CyNa®™ g noot) 7,36 ; 0,0529
S, (nyo*) 7,81 ; 0,1296
S, (") 493 425300  0,0859
.S, (oY) 6,46 ) 0,0019
KD g et 7,28 ; 0,0578
S, Moc™) 7,70 - 0,0784

Las E_4 fueron corregidas por la diferencia de energia de punto cero (AZPE) entre
los estados involucrados. Todas las energia se informan en eV.

Se calcularon las frecuencias del estado fundamental y primer estado
excitado con el objetivo de obtener mds informacién sobre la primera banda
de transferencia de carga. La Figura 3.5\ muestra en (b) el espectro vibrénico

obtenido a partir de la simulacién de Franck-Condon en comparacién con
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(a) el espectro de fotofragmentaciéon experimental. Las energias se expresan
como exceso respecto a la transicién 0. Como se mencion6 previamente, la
estructura vibracional de la primera banda de transferencia de carga
dificulta la determinacién de la transicién 0. Se puede observar que la
simulacion del espectro vibrénico no reproduce el espectro experimental.
Debido a que el primer estado excitado npoo™ mantiene la simetria plana Cs
del estado fundamental, por reglas de seleccién sélo estdn permitidas
transiciones vibrénicas de modos en-el-plano en combinacién con
transiciones vibrénicas de modos de torsion fuera-del-plano con ntimero par
de cuantos de energia vibracional. Esta restriccién de simetria conduce a la
simulacién de un espectro vibrénico simple hasta ~ 1000 cm~! por encima
de la transicién 09 en desacuerdo con lo encontrado experimentalmente,
donde se observa un espectro complejo con progresiones de ~ 50 cm ™. En
el espectro simulado se observa un conjunto denso de transiciones, similar
al mostrado en el espectro experimental, a energia superiores a 1000 cm ™!
por encima de la transicién 0. Esto sugiere que la transicién 0 del estado
TC S; (noc*) podria encontrarse ~ 1000 cm~! por debajo de la primera
transicion observada en el espectro experimental y que esta tultima
corresponde al umbral de fragmentacion del complejo en el estado excitado.
Por tanto, al excitar al complejo con energia menor al limite de disociacién,
si bien se alcanza 6pticamente el estado S;, no se generan los fragmentos
Cyt" y Ag, y por consiguiente no se observa la transicion.

Esta energia umbral para la disociacion del complejo en Cyt™ y Ag (E,,)) se
puede aproximar conociendo la energia de enlace del complejo CytAg™ en el
estado fundamental (Ey,(Sy)), y los potenciales de ionizacion de la Cyt (Plcy)

y dela Ag (PL,,), de la forma:

E, > Ey(Sp) + Ploy — Ply, (3.1)
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FIGURA 3.6: Esquema representativo de la energia umbral (E,) para el proceso de
disociacién del complejo CytAg™ en Cyt" y Ag, segun la ecuaci(’)n

A partir los valores de E,,(S;) = 2,86 eV[114], Pcy, = 8,73 eV[129] y P1,, =
7,58 eV[130] se obtiene un valor de E, = 4,01 eV estimado a partir de la
ecuacion en buen acuerdo con la energia de la primera transiciéon

observada experimentalmente (3,93 eV).

3.3.2. Espectroscopia de los Complejos CytNa* y CytK"

A diferencia de lo discutido en la seccién anterior, la fotoexcitacion UV
de los complejos CytNa™ y CytK™ resulta en la generacién de Cyt neutra (la
cual no es detectable por esta metodologia experimental) y el
correspondiente i6n metalico Na* y K™ con m/z = 23 y 39, respectivamente.
Es necesario notar que Na* y K* fueron los tinicos fragmentos observados
luego de la irradiacion laser y no se encontraron indicios de la presencia de
fragmentos i6nicos de Cyt bajo las condiciones experimentales de trabajo.
Este resultado se contrapone a lo encontrado para el complejo CytAg™, en el
cual el primer estado excitado es un estado de TC, cuya excitacién conduce

a la formacién del fragmento Cyt*[131]. Sin embargo, los resultados
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FIGURA 3.7: Espectros de fotofragmentacion UV de los complejos CytNa™ (a)
y Cy’cKJr (b), obtenidos siguiendo la intensidad del canal de fragmentaciéon M*,
normalizado por la potencia del laser y la sefial del ién padre, en funcién de la
energia del laser.

obtenidos para los complejos CytNa® y CytK* son consistentes con lo
encontrado por Rodgers y colaboradores sobre su fragmentaciéon en el
estado fundamental mediante experimentos de IRMPD[128]].

La Figura muestra los espectros de fotografmentacion UV con
resolucion vibracional, en un intervalo espectral de 34500 - 36500 cm ! (4,28
- 4,53 eV). En ambos casos los espectros fueron obtenidos siguiendo el canal
de fragmentaciéon M*, con M : Na y K. A energias de excitacion por encima
de 36500 cm™~! los espectros son poco resueltos y exhiben una banda de
absorcién ancha que decae en intensidad hasta ~ 40000 cm~! (=~ 5 eV).

La transicion 0 ) del complejo CytNa* se observa a 35028 cm™! (4,34 eV),
la cual es ademas la transicion de mayor intensidad. Esto sugiere un buen

solapamiento entre las funciones de onda de los estados fundamental y

excitado, y por tanto, gran similitud entre las estructuras de equilibrio de los
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estados involucrados. Para el complejo CytK*, la transicién 0 se observa a
34707 cm~! (4,30 eV), y a diferencia del complejo CytNa*, esta transicién no
es la transicion vibrénica de mayor intensidad, sugiriendo una mayor
diferencia entre las geometrias de equilibrios de los estados fundamental y
excitado, que en el caso del complejo CytNa*

A partir de célculos tedricos se encontré que la estructura mds estable en
el estado fundamental para ambos complejos es plana con simetria Cs,
conteniendo el tautémero ceto-amino de Cyt en el cual el metal interactta
simultdneamente con el oxigeno carbonilico O, y el nitrégeno Nj (andlogo a
la estructura del complejo CytAg*, Fig. B.3), en concordancia con lo
reportado por Rodgers y colaboradores en trabajos previos[127, (128]. La
optimizacién de la geometria del primer estado excitado, de caracter r7t*,
también llevé a una estructura plana en los dos complejos. Sin embargo,
ambos exhibieron dos frecuencias imaginarias indicando que esas
estructuras no corresponden a un minimo real en la superficie de energia
potencial (SEP) del estado excitado. Los modos vibracionales asociados a
estas frecuencias imaginarias corresponden a torsiones del grupo NH, y
movimiento fuera del plano del catién metélico junto al anillo pirimidinico.
La re-optimizaciéon de las estructuras comenzando desde una geometria
ligeramente distorsionada a lo largo del movimiento fuera del plano del
anillo pirimidinico finalmente condujo, en ambos casos, a un minimo en la
SEP del estado excitado. Las estructuras finales no poseen frecuencias
imaginarias y exhiben al catién metdlico ligeramente fuera del plano y una
pequefia distorsion del grupo NH, (Figura3.8).

Los pardmetros estructurales més relevantes (distancias interatémicas y
angulos diedros) son reportados en la Tabla Como se esperaba, en
funcion a los espectros de fotofragmentacién de ambos complejos (Fig. B.7),
se encontré una mayor distorsion geométrica entre el estado fundamental y

el primer estado excitado para el complejo CytK" que para el complejo
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TABLA 3.3: Distancias interatémicas (A) y éngulos diedros (grados) relevantes de
las estructuras optimizadas para los complejos CytM™ (M : Na, K) en el estado
fundamental y primer estado excitado.

+ +
Parametro CytNa Cytk
Sy (Cs) ot Sy (Cs) ot
N;—M 2,47 2,35 2,87 2,74
O,—M 2,23 2,37 2,56 2,74
0,C,N;—M 0 -4 0 -7
H;NgC;N, 0 36 0 41
H,NgC,N, 0 15 0 15
CytNa’ CytK’
B8, - 0P80
S, it — mx p S, — mx
Q, / ° /V
o o
ek 8 I
S,im— 0% S,:m— 0%

FIGURA 3.8: Estructuras optimizadas del primer estado excitado S; y los OMs
involucrados en los estados excitados de interés de los complejos CytNa* y CytK™.

CytNa™.

En la Tabla se muestran las E, y E 4 calculadas para los estados
excitados mds relevantes de ambos complejos y sus respectivas OS, en
conjunto con la energfa experimental de la transicién 0 9. En todos los casos
las E_; fueron corregidas por la diferencia entre la energia del punto cero del
estado fundamental y del estado excitado (AZPE), permitiendo una
comparacién directa con las transiciones 0 ) experimentales. Como se puede
observar, las energias adiabaticas calculadas para el primer estado excitado

estdn en buena concordancia con el valor experimental de la transicién 0§
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TABLA 3.4: Energias de transicion verticales (E,) y adiabéticas (E,4) de los estados
mads relevantes, y sus respectivas fuerzas del oscilador (OS) para los complejos
CytNa" y CytK" calculados al nivel de teoria SCS-CC2/Def2-SVPD. Los valores
de las transiciones experimentales (negrita) se muestran en paréntesis a modo de
comparacion.

Complejo Estado E, E.q OS
S, (") 4,95 4,31 (4,34) 0,0940
X S, (0™ 6,45 - 0,0025
CytNa S,; (no0™) 7,36 - 0,0529
S,, (o) 7,81 . 0,1296
S, (e 4,93 4,25 (4,30) 0,0859
R S, (10™) 6,46 ) 0,0019
CytK S,; (nyo™) 7,28 ; 0,0578
S,, (No0™) 7,70 - 0,0784

Las E_4 fueron corregidas por la diferencia de energia de punto cero (AZPE) entre
los estados involucrados. Todas las energia se reportan en eV.

para los dos complejos.

Se realizaron calculos de frecuencias del estado fundamental y primer
estado excitado de las geometrias de equilibrio para los complejos, a fin de
simular los espectros vibrénicos. La Figura 3.9\muestra el espectro vibrénico
obtenido de la simulacién de Franck-Condon (rojo) en comparacién con el
espectro de fotofragmentacion experimental (negro) para (a) CytNa* y (b)
CytK". En los espectros simulados se muestra una asignacion tentativa de
las transiciones vibrénicas en cada complejo.

A su vez, los modos vibracionales involucrados en estas transiciones se
muestran en la Figura 3.10]

En el caso del complejo CytNa*, una progresion simple se puede observar
hasta = 500 cm~! por encima de la transicién 0 ), en donde las transiciones
de mayor intensidad corresponden a la excitaciéon del modo v, el cual
corresponde a distorsiones fuera-del-plano, con uno y dos cuantos de energia
vibracional. Luego, una segunda progresiéon es observada a partir de la

1

excitaciéon del modo v a 532 cm ™", correspondiente a torsiones en-el-plano,

por encima de la transicién 0), con una gran presencia de transiciones
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a) b)
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FIGURA 3.9: Comparacién entre los espectros de fotofragmentacién UV obtenidos
experimentalmente (negro) y los espectros vibrénicos simulados (rojo) al nivel de
teoria SCS-CC2/Def2-SVPD para los complejos (a) CytNa® y (b) CytK™ -
correspondiente a modos de combinacién entre vy, v y va.

Para el complejo CytK" el anélisis es similar. Hasta ~ 500 cm ™! por enci-
ma de la transicién 0, las transiciones de mayor intensidad corresponden a
la excitaciéon de los modos v y v y una segunda progresion es observada a

partir de la excitacién del modo vy, a 529 cm~!

, con transiciones correspon-
dientes a modos de combinacién con vy y v5.

En general, el espectro vibrénico simulado a este nivel de teoria
reproduce satisfactoriamente el espectro experimental para ambos
complejos, confirmando que el estado excitado localmente, de caracter 77",
corresponde a la estructura ligeramente distorsionada fuera del plano,
encontrada teéricamente.

Por otro lado, al hacer una mejor inspeccion a los espectros
experimentales se observa que las transiciones son ligeramente méas anchas
que el ancho de banda del ldser de picosegundos utilizado (FWHM = 8
cm™1), lo cual podrfa estar relacionado a la resolucién espectral del sistema,
0 a un ensanchamiento homogéneo asociado a tiempos de vida cortos del

estado excitado. Para obtener mds informacién acerca del origen del

ensanchamiento de las bandas observadas, se obtuvieron los primeros 650
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v, =49 cm’ v,=122cm’ v,=532cm’
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FIGURA 3.10: Asignacion tentativa de modos vibracionales para las primeras
transiciones vibrénicas activas hasta 650 cm ! por encima de la energfa de transicion
0 para los complejos CytNa* (a) y CytK* (b), respectivamente.
ecm~! del espectro, por encima de la transicién 09, para CytNa®" y CytK",
con un laser de colorantes de pulsos de 8 ns de duracién y una resolucion
espectral de 0,2 cm~!. La comparacién entre los espectros obtenidos, para
ambos complejos, con ambos laseres se muestra en la Figura 3.11}

Los espectros obtenidos para ambos complejos con el laser de alta

1 ns) exhiben anchos de banda similares a los obtenidos

resolucién (0,2 cm™
con el laser de resolucién media (8,0 cm™1). Por otro lado, el ancho de banda
para ambas transiciones 0 es mayor que el ensanchamiento debido al
contorno rotacional a 20 K (RB = 4 cm~!, de su acrénimo en inglés) como es
observado en sistemas con constantes rotacionales similares[132]. Esto
indica que en ambos casos ocurre un ensanchamiento homogéneo debido al
tiempo de vida del estado excitado de ambos complejos. Ademads, como se
observa en la Figura las transiciones vibrénicas se hacen mas anchas

cuando se excitan los modos vibracionales v; y 15, asociados a distorsiones

fuera-del-plano. Como se comenté en la Seccion en condiciones de
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laser ps @ 8 cm’’
laser ns @ 0,2 cm”

laser ps @ 8 cm” b)

laserns @ 0.2 cm™

4 .
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FIGURA 3.11: Comparacién entre los espectros de fotofragmentaciéon obtenidos
con laseres UV de resolucién media (8 cm™!, ps) y resolucién alta (0.2 cm™!, ns),
enfatizando el ensanchamiento homogéneo de las transiciones vibrénicas.

ensanchamiento natural (homogéneo), el ancho de la transicién vibrénica
estd determinado por el tiempo de vida del estado excitado (LTB, por su
acrénimo en inglés) y por el contorno rotacional (RB, por su acrénimo en
inglés) a la temperatura de trabajo. Haciendo uso del principio de

incertidumbre de Heisenberg, se obtiene que

FWHM > LBT + RB

FWHM > 1
27CT

+ RB

1
>
"= 27c(FWHM — RB)

(3.2)

En donde FWHM corresponde al ancho a media altura (en cm~ 1) de la fun-
cién Lorentziana utilizada para ajustar la transicion, ¢ la velocidad de la luz
en el vacio y T al tiempo de vida del estado excitado.

La Tabla muestra que T en la transicién 0 8 es 1,2+0,2 ps y 1,3+0,2 ps,
para CytNa® y CytK", respectivamente, el cual se ve significativamente
reducido luego de la excitacién de los modos vibracionales v; y vy,
correspondientes a distorsiones fuera-del-plano. Es importante notar que en

ambos complejos CytNa®™ y CytK™ no se observa ensanchamiento, en
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comparacién a la transiciéon 0 0 cuando se excita el modo vibracional 75,

1 1

que corresponde a distorsiones en-el-plano, a 532 cm™ y 529 cm™°,
respectivamente. Los tiempos de vida cortos del estado excitado, estimados
para estos complejos, en conjunto con la especificidad de los modos
correspondientes a distorsiones fuera-del-plano sugieren fuertemente que el
principal mecanismo de desactivaciéon del estado excitado ocurre por
conversion interna al estado fundamental, puesto que los movimientos
fuera-del-plano acoplan ambos estados electrénicos, como fue previamente
observado en sistemas similares[116, 133-137]. Por lo tanto, el estado

fundamental es poblado eficientemente en unos pocos ps y seguido por la

rapida disociaciéon a Cyt y M* como productos.

TABLA 3.5: Ensanchamiento por tiempo de vida (LTB en cm™! de diferentes
transiciones relevantes en los complejos CytNa® y CytK" y el tiempo de vida del
estado excitado (7) para cada transici6n calculado a partir de la ecuacién 3.2}

CytNa* CytK*

Modo LBT(cm™1) T(ps) Modo LBT(cm™1) T(ps)
09 4,5+0,2 1,2 09 4,0+0,2 1,3
v1(49 cm™1) 1241 0,4 11(B9cem™1)  6,14+0,2 0,8
1»(122em™ 1) 6,840,2 0,8 1»(85cm™1)  5,740,2 0,8
2up 6,740,2 0,8 vy + 2100 9,0+0,5 0,6
v12(532em™1)  4,940,2 1,1 v12(529 ecm™1)  4,140,2 1,3
V1 + V12 6,540,2 0,8 V1 + V12 6,5+0,2 0,8

Como se discuti6 en la seccién anterior, el primer estado excitado para
el complejo CytAg* es un estado TC (npo™) en el cual un electrén en un
orbital np del O3z de la Cyt es promovido a un orbital ¢* localizado en la
region del cation Ag* (Tabla [3.2). En cambio, para los complejos CytNa* y
CytK", el primer estado excitado corresponde a una transicién 7t — 7t*, y en
consecuencia, el electrén permanece sobre la molécula de Cyt. Para estos dos
complejos, el primer estado TC que involucra la transferencia de un electrén
desde la Cyt a Na* /K" es el estado excitado S, (7tc*) localizado ~ 1.5 eV

por encima del estado 7t7t*. Los otros dos estados TC con configuraciones
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TABLA 3.6: Energias umbral para el canal de fotofragmentacion del estado de TC
(E,) para los complejos CytM* (M : Na y K), calculados segun la Ecuacién
potenciales de ionizacion de los 4tomos metélicos (PIy;) y energia de enlace de los
complejos en el estado fundamental (E, (S).

Complejo Pl Ep(Sp) E,
CytNa* 5,147 2,23% 5,82
CytK* 4,34° 1,67 6,07
CytAg* 7,587 2,86° 4,01

Todos los valores son informados en eV. “Ref. [130], "Ref. [128], ‘Ref. [114]

electrénicas npc* y nyo* se encuentran incluso a mayores energias (Tabla
3.4).

De la misma forma que para el complejo CytAg®, la energia para
alcanzar el umbral (E,) de disociacion en el estado de transferencia de carga
se puede aproximar conociendo Ey(Sp), Py y Plcy, segtn la Ecuacion
La Tabla [3.5| muestra las E,, estimadas para los complejos CytNa™ y CytK",
junto con lo obtenido para CytAg®, a modo de comparacién. Se puede
observar que las E,, estimadas son ~ 2 eV mayores que el correspondiente
valor para el complejo CytAg" como consecuencia, principalmente, de un
menor potencial de ionizacién para Na y K en comparacién a Ag. Por este
motivo, en los complejos CytNa™ y CytK™ el estado TC es movido por encima
del estado m7t*, a energias mayores que el intervalo de energias de

excitacion exploradas en este trabajo.

3.4. Conclusiones Parciales

En esta seccién se mostraron los resultados sobre la espectroscopia de
complejos CytM*, con M : Na, K y Ag, mediante experimentos de
fotofragmentacion UV en fase gaseosa y calculos tedricos del estado

excitado. Se encontraron diferencias remarcables en relacién a la naturaleza
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de los estados excitados del complejo CytAg™ en comparacion a los
complejos con metales alcalinos CytNa" y CytK™.

La principal diferencia observada entre los complejos es el patrén de
fragmentacion en todo el intervalo de energias utilizadas en este trabajo (4,3
- 5,8 eV). Luego de la excitacién, los complejos CytNa® y CytK" se disocian a
Cyt neutra y Na* y K¥, respectivamente, mientras que el complejo CytAg*
se fragmenta siguiendo el canal de disociacion por TC a Cyt" y Ag neutra,
incluso a bajas energias de excitacion (=~ 3,9 eV). Esto se debe a que el
primer estado excitado S; en el complejo CytAg™ corresponde a un estado
de transferencia de carga en el cual un electrén ubicado en la regién de la
Cyt se promueve a Ag*. En cambio, en los complejos CytNa™ y CytK" el
primer estado excitado S; corresponde a una transiciéon 7t — 7t*. El estado
TC que podria llevar a la generacién de Cyt" y Na o K como productos, se
encuentra ~ 2 eV por encima de la maxima energia de excitacion utilizada
en este trabajo. Esto sugiere que en los complejos CytNa™ y CytK", se excita
6pticamente el estado S; (7177*), que luego por conversion interna al estado
fundamental se fragmentan en Cyt y Na* o K*.

La importancia de estos resultados radica en la influencia de la identidad
del metal en la estructura electrénica de los complejos. La alta afinidad entre
Ag y Cyt, como también la alta energia de ionizaciéon del metal, en
comparacion a Na o K hacen que el estado de transferencia de carga se
encuentre a energias relativamente bajas. Estos resultados pueden ser el
fundamento de la respuesta de emisién comun en los sistemas hibridos
ADN-Ag, y puede tener su base en el estado de transferencia de carga
observado para el complejo CytAg™. Si bien los sistemas estudiados en esta
seccién corresponden a la minima porcién de estudio de estos sistemas, los
resultados podrian ser la base para entender la fotofisica que gobierna a
estos complejos.

Ademads, la influencia de la identidad del metal en la estructura
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electrénica podria ser clave en la sintesis racional de nanocltsteres metalicos

hibridados con cadenas ADN para su posible aplicacién en nanociencia.
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4.1. Introduccion

Como se discuti6 previamente, la incorporacién de pares de bases
mediadas por metales ha probado ser una herramienta poderosa para el
potencial desarrollo de dispositivos artificiales basados en ADNJ[23, 138,
139]. En este sentido, la generacion de clasteres hibridos ADN-Ag,
fluorescentes y sintonizables en un amplio rango espectral son de principal
interés en este campo. Las propiedades 6pticas de estos sistemas hibridos,
las cuales son fuertemente dependientes de factores como la secuencia de
bases[140-142], tamafio del claster[45] pH,[108], temperatura[143], etc, han
llevado a la creacién de una nueva generaciéon de fluoréforos pequefios y
biocompatibles como marcadores biol6gicos que exceden a los comtinmente
utilizados quantum dots semiconductores o colorantes organicos[140, 144].

Como se comentd en la Introduccion de esta tesis doctoral,
recientemente Gwinn y colaboradores han aportado una importante
contribucién hacia el entendimiento de cémo la interacciéon metal-ADN
determina la estructura del clister y su respuesta espectroscépica mediante
la purificacion y caracterizacion de clasteres hibridos ADN-Ag,
seleccionados a partir de HPLC acoplado a ESI-MS[52]. Los autores aportan
evidencia experimental y tedrica que apunta a una estructura de clisteres
ADN-Ag;, en donde un clister metdlico de Ag,, en forma de nanocable se
produce entre hebras de ADN, con cationes Ag* actuando como puentes de
enlace entre la base y el cable metélico. Ademads, el nimero de 4tomos de Ag
que forman el nanocable metalico estd directamente relacionado con el color
del cltster, es decir, su longitud de onda de emision[52]. La idea basada en
clasteres ADN-Ag;, con estructura en forma de nanocable fue empleada con
éxito para explicar los resultados experimentales relacionando, a partir de
distintas técnicas espectroscopicas y espectrometria de masas, el ntimero de

adtomos de Ag en el clister neutro del cable metélico y sus propiedades
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Opticas [45] 50, 52].

En particular, estos clasteres hibridos ADN-Ag, poseen dos bandas de
absorcion caracteristicas. Una de ellas, en el rango visible, es sintonizable
con la secuencia de bases de ADN y/o el nimero de 4tomos de Ag del cable
metdlico. La otra banda de absorcién, en la regiéon UV, es comtn a todos los
clasteres ADN-Ag,, independientemente de la posiciéon de la banda en el
visible y la secuencia de bases utilizada, y corresponde a la excitacién de las
bases del ADN[47, 107,108, 140].

En relacién a esto, Gwinn y colaboradores demostraron que la excitaciéon
de la banda UV comun en estos sistemas lleva a la misma respuesta de
fluorescencia que si se excita la banda sintonizable en el visible[47],
sugiriendo un fuerte acoplamiento electrénico entre los estados excitados
del ADN y el clister metdlico de Ag. Esta propiedad serfa de gran utilidad a
la hora de desarrollar nanodispositivos, ya que permitiria el uso de una sola
fuente de excitacion UV para todos los sistemas, obteniendo un espectro de
emision sintonizable. Como se detall6 en el capitulo anterior, se observé un
proceso de transferencia de carga (TC) desde la Citosina (Cyt) hacia el catién
Ag" para el complejo mas simple CytAg® en fase gaseosa, luego de la
excitacion UV, pudiendo ser esta la base del acoplamiento electrénico entre
las dos regiones.

El disefio racional de clisteres hibridos ADN-Ag, para las aplicaciones
mencionadas requiere entonces un completo entendimiento de cémo la
interacciéon metal-ADN determina las propiedades 6pticas del sistema. Con
este fin, esta seccién pretende dar una imagen dindmica de los procesos de
excitacion en clasteres ADN-Ag, mediante simulaciones de dindmica
molecular (DM) y dindmica electrénica, utilizando los cédigos DFBT+ y
KRONOS. Esta metodologia fue utilizada exitosamente por el grupo de
trabajo para el entendimiento de la dindmica electrénica en sistemas

complejos, a través del célculo de propiedades relevantes dependientes del
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tiempo, como son la poblaciéon de orbitales moleculares o cargas

atémicas[89-91, 93-95].

4,2, Sistema Teorico

La eleccion de un sistema representativo de la estructura real de los
complejos ADN-Ag;, es de suma importancia a la hora de contrastar con
resultados experimentales. Sin embargo, un estudio mediante una estrategia
del tipo bottom-up, en donde la complejidad del sistema aumenta en
direccion hacia la simulacién del sistema real, permite un mejor
entendimiento de los mecanismos involucrados. A partir de esto, dos
modelos con distinto grado de complejidad fueron estudiados mediante
esta metodologia. Las bases para la eleccién de estos modelos se detalla a

continuacion.

4.2.1. Eleccion de los sistemas modelos

Primero, en la busqueda de una representacion reduccionista del sistema
real se generd una estructura en donde el par de bases mediado por metal
Cyt-Ag-Cyt, con orientaciéon cisoid/transoid, se replica siguiendo las
caracteristicas estructurales de la doble hélice del ADN (distancia base-base
en el plano longitudinal y rotacién de los pares de bases en el plano
transversal). Esta eleccion se basa en estudios previos reportados en
bibliografia sobre la interaccion Cyt-Ag en fase condensada[12, 1454147], y
por espectrometria de masas acoplada a espectroscopia infrarroja en fase
gaseosa[105]. Todos estos reportes estdn en concordancia con el hecho de
que el catiéon Ag" interacciona de manera simultdnea con dos moléculas de
Cyt, resultando en una estructura Cyt-Ag*-Cyt en donde el catiéon se
encuentra entre los N; de cada base. En este contexto, el par de base

cisoid/transoid motif mediada por Ag es una estructura modelo plausible
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en base a estos resultados. En cuanto al ntiimero de moléculas de Cyt a
emplear, Gwinn y colaboradores estudiaron recientemente la interaccién
especifica de cationes Ag™ con hebras de Ade, Cyt, Gua y Tym con diferente
nimero de bases[145]. Los autores encontraron que las hebras de Cyt,
formaban complejos de simple hebra, con tres cationes Ag™ a partir de la
generacion de un loop en un extremo, como también de doble hebra, con seis
iones Ag™. De esta forma, la elecciéon de dos simples hebras de seis Cyt,
unidas por seis cationes Ag* para el modelo reduccionista, es un suposicion
razonable para estudiar las propiedades de este sistema. También fueron
evaluadas la influencia del backbone del ADN vy el ruido térmico en las
propiedades fotofisicas de los sistemas.

El segundo modelo utilizado, de mayor complejidad, se basa en estudios
realizados recientemente por Gwinn y colaboradores[45]. Los autores
afirman que los cliusteres hibridos ADN-Ag, fluorescentes presentan
niimeros mdgicos de dtomos neutros de Ag en el cable metdlico, los cuales
estdn relacionados con colores mdgicos en la emisién fluorescente de estos
compuestos. Los niimeros mdgicos de &tomos neutros de Ag reportados para
clasteres ADN-Ag, que emiten por debajo de 800 nm son 4 y 6, con
emisiones a ~ 540 nm y ~ 630 nm, respectivamente. Ademds, estas
estructuras son acompanadas de niimeros no mdgicos de cationes Ag®, es
decir que el numero de Ag" no tendria influencia sobre la fotofisica del
sistema. A partir de esto, la eleccién los modelos utilizados, en donde un
nanocable de 4 (green) y 6 (red) atomos de Ag en forma de zig—zag se enlaza
mediante cationes Ag" a dobles hebras de 3 y 4 Cyt, respectivamente, hace
referencia a la minima estructura posible conteniendo niimeros mdgicos de
atomos de Ag neutros, con la estructura zig-zag propuesta por los autores.

Vale aclarar que a pesar de toda la informacién teérica y experimental
reportada en bibliografia todavia no existe una caracterizaciéon estructural

fidedigna de estos clasteres hibridos ADN-Ag;,. A partir de esto no es posible
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descartar la existencia de estructuras con distinto niimero de coordinacion,
conformacion o estado de carga, que puedan influenciar en las propiedades

fotofisicas de estos sistemas.

4.2.2. Metodologia

Las estructuras analizadas en esta seccién fueron generadas utilizando el
paquete Nucleic Acid Builder (NAB)[148] en conjunto con el programa de
visualizacion Visual Molecular Dynamics (VMD)[149]. En los casos en donde
se requirieron simulaciones de dindmica molecular (modelos dpC;,Ag,
green y red), éstas se realizaron con el programa Large-Scale Atomic-Molecular
Massively Parallel Simulator (LAMMPS)[150, 151] en una caja ctbica de 60 A
de lado conteniendo agua explicita como solvente, y contraiones para
neutralizar la carga del sistema. Para describir las interacciones del ADN, el
potencial clasico Charmm27[152, 153] fue utilizado en todos los casos,
mientra que las interacciones Ag-Ag y Ag-ADN fueron aproximadas
usando pardmetros reportados para Ag,-piridina y sistemas conteniendo
Zn[154, 155]. En este punto es necesario aclarar que si bien estos pardmetros
no describen de manera correcta la interaccion Ag-Ag y Ag-ADN, las
simulaciones de DM no buscan un fin predictivo en el sistema, sino generar
estructuras con distintas conformaciones para tener en cuenta el backbone del
ADN vy ruido térmico en los célculos de dindmica electrénica. Por este
motivo ninguna conclusién es extraida de los resultados obtenidos de las
simulaciones de DM. Los pardmetros de no-enlace Ag-Ag y Ag-ADN fueron
extraidos del trabajo de Vercauteren y colaboradores[156]. Este conjunto de
pardmetros ya fue utilizado previamente por Gwinn y colaboradores para
simular de manera aproximada la estructura de pocos atomos de Ag
embebidos en cadenas cortas de ADNJ[45].

En cuanto a la simulacién, en todos los casos primero se realizé una
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minimizacién de la energia del sistema completo, seguida de una corrida de
10 ns de duracién a una temperatura de 300 K y volimen constante. Una
vez estabilizadas las propiedades termodindmicas se extrajo posteriormente
un ensamble de estructuras, equiespaciadas en el tiempo de simulacién, y
los resultados reportados como un promedio de dicho ensamble. Ademas
de incluir el efecto del ruido térmico en el ADN vy el cable metalico, esta
estrategia permite tener en cuenta fluctuaciones en los pardmetros
estructurales (por ejemplo, distancias de enlace Ag-Ag y Ag-N; como
angulo y diedros entre el cable metdlico y el ADN) en las propiedades
fotofisicas estudiadas.

Los fundamentos bésicos sobre la metodologia empleada para estudiar
las propiedades 6pticas de estos sistemas ya fueron descritos en la secciéon
Brevemente, en una primera etapa la estructura electrénica en el estado
fundamental se obtiene a partir del Hamiltoneano DFTB del sistema,
utilizando el cédigo de DFIB+, a partir del conjunto de parametros DFTB
mio 1.1[97]. Este conjunto de pardmetros estdndar mio fue extendido
mediante calculos a nivel DFT para incluir la interacciéon de la Ag con el
resto de &tomos que componen el conjunto.

Los espectros de absorciéon se obtuvieron aplicando al sistema una
perturbacién inicial de pulso, en forma de delta de Dirac, a la matriz
densidad del estado fundamental. Luego, la evoluciéon de la matriz
densidad en el tiempo se calcula por integraciéon de su ecuacién de
movimiento. En el régimen de respuesta lineal, el espectro de absorcién se
obtiene a partir de la deconvolucién de la sefial de momento dipolar de la
excitacion, luego de una transformada de Fourier.

Por dltimo, con el fin de ganar informacién sobre la naturaleza de las
transiciones electrénicas observadas en el espectro, se sintonizé una
perturbacién, consistente en un campo eléctrico sinusoidal dependiente del

tiempo, con el maximo de absorcion de la banda de interés, de forma que la
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direccion de polarizaciéon del campo aplicado coincida con el vector
direcciéon del momento dipolar de la transicién. En estas condiciones de
irradiacién, a partir de la evoluciéon de la matriz densidad, se pueden
obtener la poblacién de cada estado poblado y despoblado, producto de la
irradiacién, como también la carga de cada dtomo del sistema, en funcién

del tiempo.

4.3. Resultados

Los resultados de este Capitulo se dividen en dos secciones. Primero se
analizan los resultados para el modelo reduccionista, en ausencia (C;,Agy) y
presencia de backbone (dpC;,Ag), y variando la carga total del sistema
(CpAgs - [C1oAg1%"). Luego los modelos zig-zag propuestos por Gwinn y
colaboradores (green y red) son analizados en funcién de la carga total del

sistema.

43.1. Sistema Modelo PolyC—Ag’ Una Primera
Aproximacion

Como se comenté previamente, en primer lugar una representacion
reduccionista del sistema real se gener6 replicando seis unidades del par de
bases mediado por metal una Cyt-Ag-Cyt, con orientacién cisoid, siguiendo
la caracteristicas estructurales de la doble hélice del ADN. La Figura
muestra la estructura (C;,Ags) obtenida luego de este procedimiento. La
segunda estructura utilizada (dpC,;,Ag,) busca dar cuenta del efecto del
backbone y el desorden estructural en la fotofisica del sistema. Con este
objetivo, la estructura con el backbone fue explorada mediante una
simulacién de dindmica molecular NVT, de 10 ns de duracién, del sistema

embebido en H,O como solvente y Na® como contraiones, a una
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FIGURA 4.1: (a) Estructura modelo C;,Ag, obtenida por replicacién de seis unida-
des de Cyt-Ag-Cyt con orientacion cisoid, manteniendo los pardmetros estructurales
de la doble hélice de ADN tipo B. (b) Estructura representativa de dpC;,Agg
obtenida a los 5 ns de la simulaciéon de dindmica molecular, considerando el backbone
completo del ADN.

temperatura de 300 K. Luego, se seleccion6 un ensamble de 20 estructuras,
equiespaciadas en el tiempo de la simulacién, para el posterior anélisis. Los
espectros de absorcién y cargas en funcién del tiempo analizados para
dpC,,Ags se reportan como un promedio del ensamble de estructuras
obtenidas. En el caso de la estructura electrénica y los orbitales moleculares,
si bien todas las estructuras fueron analizadas, los resultados mostrados
corresponden a una estructura representativa del conjunto. La Figura
muestra una estructura del sistema dpC;,Ag, extraida de la simulacién de
dindmica molecular.

Primero, la estructura electrénica de los complejos C,Ag, y dpCirAg,
se analiz6 mediante el calculo de la densidad de estados (DOS) del sistema,
las cuales se muestran en la Figura y £.2b, respectivamente. En todos
los casos la energia de los estados fue referenciada en funcion a la energia

de Fermi del sistema. En negro se muestra la DOS del sistema completo, y
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FIGURA 4.2: Estructura electrénica de Cj,Ags (a) y dpCi,Ags (b), representada
seglin su densidad de estados (DOS). Las lineas negra, roja y azul representan la
DOS total del sistema y la DOS proyectada (PDOS) en las regiones de ADN y Ag,
respectivamente.

en rojo y azul la DOS proyectada (PDOS) sobre las regiones de ADN y Ag,
respectivamente.

A partir de la estructura electrénica del modelo C;,Ag, se pueden
establecer cuatro zonas caracteristicas distinguibles. Estas zonas se sefialan
en la Figura con ndmeros romanos y se separan por lineas punteadas
verticales. La primera zona (I) consiste en un conjunto de estados generados
mayormente por estados con gran contribucion del ADN y una
contribucién casi despreciable de la Ag. En cambio, la segunda zona (II)
consiste en una amplio conjunto de estados donde ocurre una mezcla
significativa entre estados del ADN y la Ag. La tercera zona (III) yace cerca

de la energia de Fermi del sistema y consiste en una serie de cuatro grupos

de estados angostos, tres de los cuales caen ligeramente por debajo de la
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energia de Fermi, mientras que el cuarto cae por encima de ésta. Una
caracteristica importante a destacar es que los estados de esta zona, los
cuales incluyen los orbitales HOMO y LUMO del sistema, se encuentran
bien separados en energia del resto del conjunto de estados. Por dltimo, en
la cuarta zona (IV) se puede observar un conjunto grande de estados con
alternancia en la contribucién de ADN y Ag.

El mismo andlisis se realiz6 para el sistema modelo dpC;,Ag, (Figura
4.2b) y revela que ni la presencia del backbone, ni el desorden estructural
modifican significativamente las propiedades de las cuatro zonas
distinguidas en el modelo C;,Ag,. En particular, el grupo de estados
cercanos a la energia de Fermi se mantiene préacticamente sin
modificaciones. La mayor diferencia se observa en la zona II donde los
estados, tanto del ADN como de la Ag, se expanden sobre un rango mayor
de energia, pero las descripciones generales de las cuatro zonas se
mantienen.

Con el fin de estudiar la fotofisica de estos sistemas, se calcularon los
espectros de absorcion de las estructuras consideradas siguiendo la
metodologfa descrita en el Capitulo 2| Los paneles a y b de la Figura
muestran en negro los espectros de absorcion obtenidos para C;,Ag, y
dpC,,Ag, respectivamente, y en rojo los correspondientes espectros de
absorcién de la region de ADN aislado para cada estructura. De aqui en
adelante por regiéon de ADN se entiende a cualquier &tomo que no sea Ag, y
region de Ag a todos los dtomos de Ag del claster metalico. Vale recordar
que el espectro de absorciéon para el modelo dpC;,Ag, mostrado en la
Figura corresponde al espectro de absorcion promedio obtenido a
partir del ensamble de estructuras extraidas de la dinamica molecular.

Varios puntos importantes de la Figura |4.3| son importantes de destacar.
Primero, los espectros calculados para las regiones de ADN, con y sin la

presencia del backbone, presentan una intensa banda de absorciéona ~5eV'y
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FIGURA 4.3: En linea negra se muestran los espectros de absorcién calculados para
CipAgg (a) y dpCirAge (b), este tltimo como promedio de espectros de absorciéon
del ensamble de estructuras extraidas de la dindmica molecular. En linea roja, los
espectros de absorcion de la region de ADN aislado de cada estructura. Las energia
de excitacién empleadas para perturbar el sistema se marcan con un asterisco en
cada caso.

otra de menor intensidad a ~ 3.5 eV. Esto se encuentra en concordancia con
resultados experimentales y tedricos que muestran que el espectro de
absorcion del ADN presenta una banda intensa alrededor de 4.5 - 5.0 eV,
atribuida a la transicién 7t7t* de las bases[47], y una segunda banda de baja
intensidad alrededor de 3.5 - 4.0 eV, la cual usualmente no se observa
experimentalmente[157, 158]. Ademads, estudios en bibliografia sobre los
clasteres ADN-Ag, muestran que, luego de la sintesis quimica, la energia de
la banda de absorcion en la region UV no experimenta grandes
corrimientos, mientras que aparecen nuevas bandas en la regioén visible del
espectro[47, 50, 52]. Como se observa en la Figura y b, los resultados
obtenidos a partir de las simulaciones estin en concordancia con las
observaciones experimentales, dado que la banda de absorciéon UV sufre

s6lo un pequefio corrimiento cuando la estructura completa (y no sélo la
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region del ADN) es considerada para ambos cltsteres C,Ag, v dpCi,Agg.
Por otro lado, en las Figuras y se observa que tanto para C;,Agg
como para dpC;,Ag,; aparece una banda de absorciéon intensa, a bajas
energias (=~ 1 eV), observada previamente en estudios experimentales[52] y
asignada tentativamente a la excitacién longitudinal del nanocable metalico
Ag_ . Ademds, la energia de esta banda estd en concordancia con las
predicciones de TD-DFT para la excitaciéon del plasmén longitudinal en
nanocables desnudos de Ag[54, 159, 160].

Para obtener mds informacién acerca de la naturaleza de la banda de
absorcion UV vy los orbitales moleculares involucrados en la excitacién, se
sintonizé un campo eléctrico sinusoidal dependiente del tiempo con el
méximo de absorcién de la banda en la regiéon UV de cada espectro, para
ambos cliasteres Cj,Ag; y dpCi,Ags. Como se comentd previamente, la
direccién de polarizacién del campo fue elegida de tal forma que coincidiera
con la direcciéon de momento dipolar de la transiciéon, a la energia de la
banda, para cada estructura[92]. En el caso de C;,Ag,, la energia de
excitacion fue sintonizada a 5.04 eV, sefialada con un asterisco en la Figura
[.3p, mientras que para dpC;,Agy, la energia de excitacion se sintonizé al
méximo de la banda de absorcién UV para cada una de las estructuras del
ensamble. En la Figura #.3p se marca también con un asterisco,
esquemdticamente, la posicion del méximo de la banda de absorcién para el
promedio del ensamble.

El anélisis de la poblacion de los orbitales moleculares en funcién del
tiempo permite determinar qué orbitales moleculares estan involucrados en
la excitaciéon Optica. La Figura muestra los orbitales poblados (N¥) y
despoblados (N) mads relevantes durante el proceso de irradiacién para
ambos modelos Cj,Ag, y dpC;,Ag,. La posiciéon en energia de estos
orbitales, en relaciéon a la energia de Fermi del sistema, se marca en la

estructura electrénica (DOS) de cada modelo con la misma representacion
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FIGURA 4.4: Orbitales moleculares poblados (N*) y despoblados (N) durante el
proceso de irradiaciéon para los modelos Ci,Ag, (izquierda) y dpCy,Ag, (derecha),
respectivamente, a las energfas de excitacién marcadas en la Figura
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(Figura[4.2).

Se puede observar que para el modelo C;,Ag, los orbitales moleculares
despoblados (1, 2 y 3) corresponden a orbitales 7t de las bases del ADN, sin
contribuciéon de orbitales de la Ag. En concordancia, la Figura 4.2l muestra
que estos estados forman parte de la zona I, por lo que tienen una
contribucién despreciable de estados provenientes de la Ag. En cuanto a los
estados poblados, el estado 1* corresponde a un estado 7t localizado
principalmente en el ADN, el cual es encontrado en la zona IV de la Figura
[.2a, también con contribucion despreciable de estados de la Ag. Si bien este
resultado puede llevar a la interpretacion de que la transicion UV en estos
sistemas corresponde a una excitacién 717t* pura de las bases del ADN, se
puede observar que los orbitales poblados 2* y 3* corresponden a estados
deslocalizados con una significativa contribucion de la Ag. Esto también es

corroborado en la Figura [£.2a, donde se observa que estos orbitales tienen
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FIGURA 4.5: Diferencia de cargas atomica de Mulliken dependientes del tiempo con
respecto al estado fundamental (ACarga). Los paneles a y b muestran los resultados
obtenidos para Ci,Agy y dpCi,Age, respectivamente. Los (ACarga) de las regiones
del ADN y la Ag se muestran en rojo y negro, respectivamente.

una gran contribucién de estados provenientes de la Ag.

Con el fin de explorar la dindmica de carga durante el proceso de
irradiacion, se calcul6 la diferencia de cargas atémicas de Mulliken con
respecto a las cargas del estado fundamental (ACarga), en funcién del
tiempo, para las regiones del ADN y la Ag. La Figura muestra en rojo y
negro la ACarga obtenida para ADN y Ag del modelo C;,Ag,
respectivamente.

Se puede observar una transferencia de carga neta desde la region de
ADN hacia la region de la Ag cuando se excita la banda en el UV, a pesar del
hecho de que este proceso no corresponde a la excitaciéon de un estado de
transferencia de carga, como se analiz6 a partir de los orbitales moleculares
involucrados. Este resultado indica que los mecanismos fotofisicos
inducidos luego de la excitacion UV en el modelo C;,Ag, involucran un
proceso de transferencia de carga lento desde el ADN hacia la Ag. El término

lento se toma aqui en comparacién a lo que serfa una excitacién vertical
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hacia un estado electrénico excitado; el proceso de transferencia de carga
observado es de hecho ultrarrdpido y ocurre como consecuencia de la
evolucion temporal del paquete de onda excitado.

Las conclusiones generales obtenidas para el sistema C,Ag,
permanecen esencialmente inalteradas cuando se considera la estructura
con el backbone (dpC;,Agg). Como se puede observar en la Figura .4y [4.2b,
todos los orbitales despoblados durante el proceso de irradiacién presentan
un cierto grado de mezcla entre los estados del ADN y la Ag. El orbital 1
presenta una deslocalizacién en los 4tomos de Ag, mientras que los orbitales
2 y 3 corresponden a orbitales 77 de la base de ADN, con una pequefia y
localizada contribucién de orbitales d de la Ag. En cuanto a los orbitales
poblados, el orbital 1* presenta un caracter 71 predominante con una buena
contribucién de estados deslocalizados de la Ag, mientras que los orbitales
2* y 3* poseen una predominante contribucién de estados deslocalizados de
la Ag con muy poca contribucién de estados del ADN.

La dindmica de carga durante el proceso de irradiaciéon para dpC;,Ag,
(Figura [4.5b) también muestra un proceso de transferencia de carga lento
desde el ADN hacia la Ag luego de la irradiacion UV, sugiriendo que ni la
presencia del backbone ni el desorden estructural evitan que ocurra este
proceso.

Debido a que la banda de absorciéon UV en el modelo dpC;,Ag, es
particularmente ancha, se analiz6 la dependencia del proceso de
transferencia de carga en funcién de la energia de irradiacion para una
estructura del ensamble. Las energias utilizadas se marcan en el espectro de
absorciéon de la Figura (panel izquierdo) con asteriscos. En el panel
derecho se puede observar que en todos los casos se reproduce el
comportamiento de las cargas en funcién del tiempo, indicando que este
proceso es robusto en cuanto a la energia utilizada y estd presente en toda la

banda de absorcién UV.
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FIGURA 4.6: (Izquierda) Espectros de absorcién del sistema completo (negro) y la
region de ADN (rojo) de una estructura obtenida a partir de la dindmica molecular
para el modelo dpC;,Ag,. (Derecha) Diferencia de carga (ACarga) con respecto al
estado fundamental luego de irradiacion de luz para las regiones de Ag (negro)
y ADN (rojo), a varias energfas de excitacion para la estructura seleccionada. Las
energias de irradiacién se indican con asteriscos en el espectro de absorcién, y en la
parte superior izquierda en cada panel.

Los resultados presentados hasta aqui muestran que la excitacién de la
banda UV en los modelos analizados genera una promocién de electrones
desde estados pertenecientes a la zona I (Figura [4.2), mayormente orbitales
7t de la base del ADN, hacia estados de la zona IV, con contribucion de
orbitales de la Ag. Teniendo en cuenta que la banda visible de los complejos
ADN-Ag, que se observa experimentalmente ha sido atribuida a la
excitacion longitudinal del cable metalico[52], el proceso de transferencia de
carga reportado aqui puede ser fundamental para el entendimiento de la
fluorescencia comun observada experimentalmente cuando se excitan tanto
la banda en el UV como la banda en el visible. Como muestra la Figura
y B.2b, los orbitales poblados luego de la irradiacién presentan una gran
deslocalizacion en la direccion longitudinal del nanocable metélico y tienen
gran parecido a los orbitales involucrados en la transicion longitudinal
HOMO - LUMO de nanocables de Ag aislados, reportados
previamente[160].

Para confirmar esta hipétesis, la energia de excitacién se sintoniz6 con la

banda de absorcién més intensa en el visible (=~ 1 eV) para cada estructura.



98 Capitulo 4. Dindmica Cudntica en Complejos ADN-Ag,
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FIGURA 4.7: Orbitales moleculares poblados luego de irradiar la banda més intensa
de baja energia (=~ 1 eV) para C{,Ag, (a) y dpCi,Agg (b).

El anélisis de poblacién de orbitales moleculares muestra que los orbitales
poblados mads relevantes luego de la irradiaciéon corresponden al orbital 2%,
identificado como uno de los receptores de la excitacion electrénica al irradiar
la banda de absorcion UV, y el orbital 4%, que es de hecho el orbital LUMO
del nanocable de Ag aislado (Figura[4.7).

A partir de estos resultados se propone que el proceso de transferencia
de carga observado provee un posible camino mecanistico que explica la
relacién entre las dos bandas caracteristicas en estos sistemas. Si bien no es
posible obtener informacion acerca de los procesos de fluorescencia a partir
de la metodologia utilizada, los electrones promovidos a orbitales en la
region IV, con gran contribucién de la Ag, deben encontrar un mecanismo
de relajacion hacia el conjunto de orbitales ocupados de menor energia. Este
mecanismo puede darse a través de la emisién de fonones, por conexion
directa con los estados de menor energia, es decir, via intersecciones conicas,
o por fluorescencia. En este sentido, la presencia de estados virtualmente
aislados de la Ag en la regién III, separados en energia y electrénicamente
desacoplados del grupo I, desde donde los electrones son promovidos, y del
grupo 1V, hasta donde son promovidos, genera una especie de gap similar a

los encontrados en los quantum dots semiconductores. Estos estados pueden
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ser importantes para entender la causa de la fluorescencia en estos sistemas.
Ademas provee un indicio de por qué se obtienen clisteres fluorescentes
cuando se utiliza Ag como metal mediador de las bases, y no con otro metal.

Es importante resaltar algunas notas finales acerca de la robustez de los
resultados obtenidos con respecto a pardametros estructurales. Las
propiedades fotofisicas observadas para los modelos Ci,Ag, y dpCi,Ag,
son cualitativamente similares debido a que el origen del proceso de
transferencia de carga se basa en el escenario electrénico analizado
mediante la DOS. La similitud entre las estructuras electrénicas de los
modelos (Figura y #.2b) da indicio de que el factor determinante en la
conformacion de la estructura electrénica de estos sistemas es la interaccion
entre los estados de la Ag y los estados provenientes de las bases del ADN,
sin importar la presencia de estados del backbone ni el desorden estructural.
Es importante volver a destacar que el propésito de la comparacién entre los
modelos Cj,Ag, y dpC,Ag, no busca obtener informacién estructural sino
s6lo analizar la influencia del desorden y el ruido térmico sobre las
propiedades fotofisicas y el proceso de transferencia de carga.

Como se mencioné previamente, la elecciéon de los modelos considerados
se baso en la informacién experimental disponible sobre la interaccion motif
Cyt-Agl12] 146, 147]]. Sin embargo, trabajos recientes sugieren que en este
tipo de sistemas el par de bases de ADN no conserva la orientacién paralela
tradicional sino que interactia con wuna estructura motif paralela,
posibilitando una interaccion transoid en el par C,Ag[105, 145, (161, 162], el
cual se encontraria estabilizado por la formacién de puentes hidrégenos.

Por esto motivo, también se evaludé el efecto de la isomerizacion
cisoid/transoid del enlace glicosidico en las propiedades fotofisicas. Para
esto, se utiliz6 el modelo estructural sin el backbone de ADN generando una
doble hebra con estructuras transoid Cyt-Ag-Cyt de manera similar a la

estructura cisoid ya descrita. Los resultados obtenidos se muestran en la
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FIGURA 4.8: (a) Representacion de estructuras, (b) DOS, (c) espectros de absorcién
y (d) proceso de transferencia de carga para las estructuras cisoid/transoid. En (d),
en rojo y negro los ACarga para las regiones de ADN y Ag, respectivamente. La
linea continua representa la estructura cisoid, mientras que la punteada la estructura
transoid.

Figura en comparacion a los resultados ya presentados del isémero
cisoid. Como se puede observar, ni la estructura electrénica del sistema, ni

los espectros de absorciéon o los procesos de transferencia de carga son

cualitativamente alterados por la isomeria cisoid /transoid.
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4.3.2. Modelos C;,Ag, y [C,,Ag.]°": Influencia de la Carga

En la seccién anterior se utilizaron los modelos C;,Ag, y dpC;,Ag, para
describir las propiedades 6pticas de estos sistemas. La fotodindmica luego
de la irradiacién de luz mostré un proceso de transferencia de carga desde
el ADN hacia el nanocable metalico, el cual podria ser la base para entender
el mecanismo de fluorescencia comun en estos sistemas cuando se excita
tanto la banda en el UV como la banda en el visible. Sin embargo, la
influencia de la carga total del sistema, y sobretodo, por qué los sistemas
totalmente cargados no fluorescen, es algo todavia sin entender. Teniendo
en cuenta que en la seccién anterior se concluy6 que ni el backbone ni el
desorden estructural influyen significativamente en las propiedades 6pticas
de los sistemas, el modelo C;,Ag, se utiliz6 para investigar la influencia de
la carga total en las propiedades 6pticas de los complejos ADN-Ag;,.

La estructura electrénica y el espectro de absorciéon fueron calculados
para el modelo C;,Ag, variando la carga total del sistema de 0 a 6+. Es
importante notar que la carga 6+ en este sistema (de ahora en mads
[C1,Ag]°") hace referencia a un complejo totalmente cargado, en relacién a
la cantidad de atomos de Ag en la estructura. Las DOS y PDOS sobre las
regiones de ADN y Ag para los sistemas C;,Ag, v [C,Ag]°" se muestran
en la Figura y [4.9b, respectivamente, marcando en linea punteada las
cuatro zona caracteristicas mencionadas anteriormente. A primera vista se
observa un cambio significativo en la estructura electrénica cuando el
sistema alcanza carga 6+. Este cambio se puede desglosar en tres aspectos
importantes. Primero, se observa un nuevo conjunto de estados para el
complejo iénico [C;,Age]%" cerca de la energfa de Fermi, causado por la
proximidad de estados ocupados del ADN y estados desocupados de la Ag.
Segundo, la contribucién de los estados desocupados del ADN aparece ~ 2

eV mas alto en energia para el complejo i6énico que para el neutro. Por
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DOS

Energia (eV)

FIGURA 4.9: DOS total (negro) y PDOS sobre las regiones de ADN y Ag (rojo y azul,
respectivamente) para C;,Agg (a) y [C1pAg4]%" (b).

altimo, la superposicion de estados del ADN vy estados d de la Ag, ubicada
en la zona II del complejo neutro C;,Ag, disminuye considerablemente en
[C1,Ag¢]°" v se expande sobre un rango de energias mayores, quedando
solo una zona fuerte de superposicién a ~ -1.3 eV por debajo de la energia
de Fermi. Estas diferencias en la estructura electrénica entre C,Ag, y
[C1,Agc]®" son la manifestacion de un cambio en la naturaleza de las
interacciones entre el ADN y la Ag.

Como muestra la Figura el espectro de absorcion calculado para el
modelo [C;,Ag]®" también muestra una gran diferencia en comparacién a
CypAgg. Como fue descrito en la seccién anterior, el espectro de absorcién de
Cy,Ag, (Figura £.10p) presenta una correlacién razonable con lo esperable
para estos sistemas, segin reportes experimentales y tedricos[43| 52, 107,
140]. Sin embargo, en el sistema totalmente cargado se observa una abrupta
disminucién de la intensidad de la banda en la region visible
correspondiente a la excitacién longitudinal del cable metalico. Esto podria

estar directamente relacionado con el cambio en la naturaleza del enlace
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FIGURA 4.10: Espectros de absorcién calculado para los modelos C;,Agy (a) y
[CpAge]%" (b).
ADN-Ag al pasar de un sistema neutro a un sistema totalmente cargado.
Para obtener mds informacién acerca de este cambio en la interaccién
entre la Ag y el ADN, se calcul6 la diferencia de densidad de carga entre el
complejo neutro y cargado, la cual se muestra en la Figura Se puede
observar que al cargar el sistema, la densidad de carga positiva se
deslocaliza principalmente a lo largo del cable de Ag, con una gran
acumulacién en los extremos, como se puede esperar de consideraciones
puramente electrostaticas en cables metalicos. En este sentido, la carga del
cable podria causar una polarizaciéon de las moléculas de Cyt con una
compensacion de carga negativa localizada principalmente en el N; de la
base, involucrado en la interaccién con la Ag. Esta diferencia de densidad
de carga revela un fuerte cambio en la naturaleza de la interacciéon Cyt-Ag
pasando de un cardcter covalente en C,Ag, a un cardcter iénico en [C1,Agg]®",
y puede ser la base para explicar los cambios observados en la estructura
electrénica de ambos modelos.

La poblacién de orbitales moleculares mds relevantes en funcién del
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FIGURA 4.11: Diferencia de densidad de carga total entre C,Ag, v [C1,Ag]%".
La acumulacién y deplecion de carga se representan con lébulos azul y violeta,
respectivamente
tiempo luego de la irradiacién a la banda UV se sigui6é para ambos modelos
CppAgs v [CpAg]%" seglin la metodologia descrita anteriormente. Las
energias de excitacion utilizadas se marcan con un asterisco en los espectros
de absorciéon de cada modelo en la Figura y . 10p. Para proveer una
mejor representacion de los resultados la Figura muestra la evoluciéon
de la poblacién de orbitales moleculares en relaciéon a la poblacién del
estado fundamental, en funcién del tiempo y la energia de cada
eigen-estado, en una representacion en dos dimensiones. En esta
representacion (de ahora en mds llamada DynPop) el mapa de colores
representa el cambio (aumento o disminucién) de la poblacién de cada
estado en funcién del tiempo (p;;), en comparacién con la poblacion sin
perturbar del estado fundamental.

Para el claster neutro Cj,Ag, la DynPop obtenida irradiando a 5,1 eV
(Figura [4.12a) confirma una de la conclusiones centrales discutidas en la

seccién anterior con respecto a la relacién entre la estructura electrénica y
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FIGURA 4.12: Evolucién de la poblacién de orbitales moleculares durante la irradia-
cién de luz a 5,1 eV para C;,Ag, (a) y 4,6 eV para [C,Agg]°" (b), respectivamente
(DynPop). El mapa de colores representa el cambio (aumento o disminucién) de
la poblacién de cada estado en funcién del tiempo, comparada con la poblacién
sin perturbar del estado fundamental. Para un mejor entendimiento el DynPop es
graficado en conjunto con la DOS.

las propiedades fotofisicas del sistema. Como se puede observar, los estados
despoblados corresponden a estados de la zona I (Figura £.9a) con una
buena contribucién de los estados del ADN, mientras que los orbitales
poblados a partir de la irradiacion se encuentran en la zona IV (Figura 4.9a).
En cambio, los estados espectadores de la Ag en la zona III (Figura [4.9) estan
claramente separados en energia y electréonicamente desacoplados del
grupo I, desde donde los electrones son promovidos, y grupo IV, hacia
donde los electrones son promovidos. Estos estados entonces podrian
generar un gap similar al observado en quantum dots semiconductores, y
como se habia mencionado anteriormente, podria ser la clave para entender
el proceso de fluorescencia en estos sistemas.

A diferencia del cltster neutro, la DynPop obtenida para el sistema iénico
[C1,Ag]°" cuando el sistema es irradiado a 4,6 eV (Figura ) muestra

que, al comienzo de la simulacioén, los estados poblados caen ~ 3,5 eV por
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FIGURA 4.13: Estructura C;,Ag, con orientacién transoid. (a) Espectros de absorcién
para los cltsteres C;,Ag, v [C1,Ag¢1°" y (b y c) poblacién dinadmica de los orbitales
en funcién del tiempo irradiando a 4,9 eV para C,Agy y 5,1 eV para [C;,Age]®",
respectivamente.

encima de la energia de Fermi, pero la evolucién del paquete de onda
finalmente lleva a la poblaciéon de los estados de baja energia de la Ag.
Luego de unas pocas decenas de femtosegundos los orbitales poblados y
despoblados se expanden sobre un amplio rango de energia y caen por
encima y debajo la energia de Fermi, sin ningtin gap entre los estados que

permita el desacople electrénico.

La comparacién entre las DynPop de Cj,Ags v [CipAggl®t permite
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observar que la modificacién de la estructura electrénica al pasar de carga 0
a 6+, siendo ésta principalmente la aparicién del conjunto de estados cerca
de la energfa de Fermi en la zona III (Figura .9p), modifica sustancialmente
la evolucién del paquete de onda en el tiempo. El fuerte acoplamiento entre

estados poblados y despoblados en [Cy,Agg]®*

podria deberse al cardcter
iénico de la interaccion ADN-Ag vy ser la clave para entender el mecanismo
que causa el quenching en los sistemas ADN-Ag;, completamente iénicos y
que evita su fluorescencia.

De la misma forma que en la seccién anterior, el mismo andlisis
presentado se realizé para el modelo Cj,Ag, y [C1,Ag]®" con orientacion
transoid. La Figura muestra que las propiedades 6pticas descritas hasta

aqui también se preservan cualitativamente mds alld de la isomeria

cisoid /transoid.
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4.3.3. Modelo Zig-zag PolyC—Ag ”*: Un Avance Hacia el

Sistema Real

En la seccién anterior se analizaron las propiedades fotofisicas y la
influencia de la carga total del sistema en un sistema modelo ADN-Ag,
reduccionista. Con el objetivo de tender hacia una mejor representacién de
estos sistemas, en esta seccidon se analizan dos modelos basados en las
estructuras propuestas por Gwinn y colaboradores[45]. Evidencia
experimental sostiene que los sistemas hibridos ADN-Ag,, se componen de
simples o dobles hebras de oligonucle6tidos que acttian como soporte de un
cable neutro de 4tomos de Ag, en forma de zigzag. Entre el cable neutro y
las bases del ADN, cationes Ag" hacen de puentes de enlace[43| |50, 52]]. Los
modelos analizados en esta seccién constan de una doble hebra de 3 y 4
pares de Cyt, con 4 y 6 atomos neutros de Ag en el nanocable metalico,
unidos por cationes Ag*. Estas estructuras son llamadas de ahora en mas
green y red, respectivamente, en referencia a los colores mdgicos de emision de
estos clasteres [45]. Una representacion de las estructuras, extraida de la
simulacién de dindmica molecular, se muestra en la Figura El backbone
de ADN se muestra en forma de cartoon para facilitar la visualizacion.

La eleccion de los sistemas modelos surge del hecho de que 4 y 6 son los
niimeros mdgicos de Ag neutra del nanocable metalico para cltsteres hibridos
fluorescentes, encontrados por Gwinn y colaboradores[45, [52], con
emisiones a ~ 540 nm (verde) y ~ 630 nm (rojo), respectivamente. Ademas,
la estequiometria Ag’/Ag"™ de 4/6 y 6/8 utilizada para los cltsteres green y
red respectivamente, ya ha sido observada experimentalmente para
clasteres ADN-Ag, hibridos ricos en citosina[45]. Si bien estas estructuras
fueron estudiadas a partir de DM por Gwinn y colaboradores[45] la
naturaleza aproximada de los pardmetros Ag-Ag y ADN-Ag utilizados

impide obtener conclusiones acerca de la influencia de la estructura en las
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FIGURA 4.14: Estructuras green (a) y red (b) extraida luego de 5 ns de simulacién
de dindmica molecular. Los atomos en verde y rojo representan los cationes Ag* en
cada estructura, mientras que el cable neutro de Ag se muestra en gris. El backbone
de ADN se muestra en forma de cartoon para facilitar la visualizacién.

propiedades 6pticas.

En una primera etapa, a fin de asegurar una distribucién estadistica de
configuraciones que representen toda la simulacién de dindmica molecular,
y tener en cuenta el desorden estructural del sistema, cada estructura green y
red fue explorada mediante una simulaciéon NVT de 10 ns de duracién,
embebida en H,O como solvente explicito y contraiones para neutralizacién
de la carga. Como se hizo con el modelo dpC,,Ag,, luego de la
estabilizacion de las propiedades termodindmicas, un ensamble de 10
estructuras equiespaciadas en el tiempo fueron extraidas para realizar los
andlisis. Las propiedades 6pticas de los clusteres se estudiaron en estado
neutro y cargado (6+ y 8+ para green y red, respectivamente) a fin de evaluar
su dependencia con la carga total del sistema. En este caso, las cargas 6+ y
8+ en los modelos cargados hacen referencia a la cantidad de cationes Ag*
que acttian de puente de enlace entre el cable metélico y las bases del ADN.
Por ultimo, los resultados finales son reportados como un promedio del
ensamble de estructuras obtenidas.

En base a suposiciones electrostaticas, como ocurre para [C;,Ag.]®", se

puede esperar que en un sistema metalico en forma de nanocable la carga



110 Capitulo 4. Dindmica Cudntica en Complejos ADN-Ag,

FIGURA 4.15: (a) Diferencia de densidad de carga entre el sistema cargado y neutro
para green (arriba) y red (abajo). Las grillas rojas y azules corresponden a diferencia
de densidad de carga positiva y negativa, respectivamente. Un isovalor de £0,0025
de la funcién de onda fue utilizado en todos los casos. (b) Cargas atémicas de
Mulliken del cable metalico de los sistemas neutros (izquierda) y cargados (derecha)
de green (arriba) y red (abajo). E1 ADN no es mostrado en la figura para una mejor
visualizacion. La escala de colores en (b) representa la carga atémica de Mulliken de
cada atomo. Las estructuras utilizadas para ambos sistemas se corresponden con las
estructuras de la Figura extraidas de la dindmica molecular.

tienda a ir hacia los extremos para minimizar la repulsioén electrénica. En el
caso de las estructuras analizadas se espera que la carga también vaya hacia
los atomos de Ag laterales del claster metélico, donde estd unida la Cyt (de
ahora en méas Ag,, laterales) debido a que la longitud y el ancho del claster
metélico son comparables. Sin embargo, la fuerte interaccién entre la Cyt y
Ag*[12, podria generar una localizaciéon de carga que favorezca la
distribucién de carga propuesta por Gwinn y colaboradores para estos
sistemas[45].

Para corroborar esta hipoétesis se analiz6 la distribucién de carga para
ambos clisteres green y red en estado neutro y cargado para las estructuras

extraidas de la dindmica molecular. La Figura muestra la diferencia de
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densidad de carga entre el clister cargado y neutro para una estructura del
ensamble de los clisteres green (arriba) y red (abajo), respectivamente. En
ambos clusteres se puede observar una acumulaciéon de densidad de carga
positiva sobre las Ag, laterales, mientras que para los &tomos del nanocable
metdlico, es decir, aquellos que no estdn unidos al ADN (de ahora en mas
Ag, centrales) practicamente no se observa modificacién. Esto sugiere que el
cambio del estado de carga de neutro a cargado afecta principalmente las Ag,,
laterales, sin alterar las Ag,, centrales. Lo mismo se puede observar cuando
se analiza la distribucién de carga atémica de Mulliken en ambos clisteres
green y red neutros y cargados, mostrado en la Figura[4.15p. El color de cada
atomo de Ag representa el valor de la carga atémica de Mulliken.
Nuevamente, tanto para green como para red, cuando el sistema se
encuentra cargado, la carga atémica positiva tiende a acumularse en las Ag,
laterales, mientras que la carga atémica de las Ag, centrales permanece
précticamente inalterada y cercana a cero.

Para asegurarse de que este comportamiento es independiente del
desorden estructural e intrinseco del modelo en consideracién, se comparé
el promedio de las cargas atémicas de las Ag, laterales y centrales para los
cltasteres green y red, cargados y neutros, del todo el ensamble completo de
estructuras extraidas de la dindmica molecular. En la Figura cada par
de circulos rojo y negro se corresponde con el promedio de carga atémica de
las Ag, laterales y centrales, respectivamente, para cada una de las diez
estructuras del ensamble. A su vez, en cada gréfica el panel de la izquierda
muestra los resultados para los clisteres neutros, mientras que el panel de la
derecha muestra los resultados para los clisteres cargados. Una vez mads,
para el conjunto completo de estructuras analizadas, en ambos green y red el
cargado del sistema afecta principalmente a las Ag  laterales, mientras que la
carga de las Ag, centrales permanece practicamente inalterada. Estos

resultados estdn en acuerdo con la distribucién de carga planteada por
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FIGURA 4.16: Cada par de circulos negro y rojo representa la carga atémica prome-
dio para Ag,, laterales (negro) y centrales (rojo) sobre el ensamble de estructuras para
green (a) y red (b). En cada gréfica el panel izquierdo corresponde al sistema neutro
mientras que el panel derecho al sistema cargado.

Gwinn y colaboradores para este tipo de sistemas[45].

Se calcularon los espectros de absorcion para el ensamble completo de
estructuras green y red neutro y cargado, y el espectro promedio se muestra
en la Figuras y para green y red, respectivamente. En ambos
modelos tanto en estado neutro como cargado, se observa una banda en la
region UV a ~ 4,9 eV correspondiente a la excitacién de las bases del ADN,
como fue reportado previamente para estos sistemas[47, (163, 164], y
observado en los otros modelos ADN-Ag;,, analizados en este Capitulo.

Otra banda ancha se puede observar a ~ 1,7 eV que podria corresponder
a la excitacion longitudinal del claster metalico, como fue también
observado en otros trabajos[45, 50, 52, 165, 166|]. Esta hipotesis estd en
concordancia con la distribucion de carga propuesta, ya que las
caracteristicas de esta banda de absorciéon permanecen practicamente
inalteradas cuando el sistema es cargado, debido a que la densidad de carga
positiva se acumularia sobre la Ag, laterales. También se observa un
pequefio corrimiento hacia mayores longitudes de onda cuando se aumenta
el largo del cable de Ag, centrales, como observé experimentalmente
Gwinn y colaboradores en estos sistemas[45], o también en cables neutros

de Ag[160,|165]. Sin embargo, se puede notar la aparicién de multiples picos
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FIGURA 4.17: Espectros de absorcién promedio para green (a) y red (b), para los
sistemas neutros (negro) y cargados (rojo).

parcialmente resueltos para esta banda, tanto para los sistemas cargados
como los neutros. Debido a que las propiedades 6pticas de estos sistemas
son sensibles a la estructura del cltster y las coordenadas internas[45, 50,
54], la presencia de estos picos, que no se observan experimentalmente, se
puede deber al limitado ntiimero de estructuras consideradas para el
ensamble, y con ésto, al cdlculo del espectro promedio.

Por dltimo, en los clisteres neutros, una tercera banda aparece a ~ 2,5
eV que disminuye en intensidad cuando el sistema es cargado. Si bien esta
banda no se ha reportado experimentalmente para este tipo de sistemas,
estudios tedricos de cables de Ag, neutros muestran que ocurre una
excitacion transversal del tipo plasmoén a energias mayores que la excitaciéon
longitudinal y que experimenta un pequefio corrimiento hacia menores
longitudes de onda cuando el largo del cable metalico aumenta[165, (166].
Para obtener més informacién sobre la naturaleza de esta banda se sigui6 la
poblacion de orbitales en el tiempo, para los clisteres neutros, luego de la
irradiaciéon de esta banda, a 2,59 eV y 254 eV para green y red
respectivamente. Las Figuras y [£.18b muestran que en ambos clisteres
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FIGURA 4.18: Orbitales moleculares poblados (superior) y despoblados (inferior)
involucrados en la excitacion del plasmoén transversal del clister metalico a 2.59 eV
para green y 2.54 eV para red.

los orbitales moleculares méds importantes que se despueblan (inferior) y
pueblan (superior) luego de la excitacién corresponden a excitaciones
transversales dentro del claster metélico, sin contribucion del ADN. En este
sentido, la disminucién de la intensidad de esta banda cuando se carga el
sistema, junto con el hecho de que la banda en la zona del visible permanece
précticamente inalterada, estdn en concordancia con la distribucién de carga
propuesta por Gwinn y colaboradores[45]. Al cargar el sistema, densidad de
carga positiva se acumula principalmente en las Ag, laterales, y en
consecuencia la excitacién transversal del claster metélico se ve afectada,
observandose una fuerte disminucién en la intensidad de la banda
correspondiente.

Se obtuvieron resultados similares para los sistemas modelos C;,Ag, vy
[C,Agc]%" en donde la banda correspondiente a la excitacién longitudinal
del claster metdlico, en la zona del visible, se desvanecia cuando la carga
total del sistema alcanzaba el mismo valor que la cantidad de d4tomos de Ag.
Estos sugiere que la banda observada a ~ 2,5 eV para los clasteres neutros

green y red podria corresponder a una excitacién transversal dentro del
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claster metdlico, y el hecho de que no se observe experimentalmente
soporta la distribucién de carga propuesta por Gwinn y colaboradores para
este tipo de sistemas[52].

También se observan otras pequefias bandas a mayores energias que la
banda de excitacion transversal del claster metdlico, que pueden deberse a
sobreestimaciones de las transiciones de electrones d de la Ag. Este tipo de
transiciones también se observaron previamente en estudios tedricos de
cables metalicos de Ag,,[54, 55,(165, 166].

En este punto es necesario destacar que si bien los espectros calculados
no reproducen perfectamente los espectros experimentales, las caracteristicas
Opticas de este tipo de sistemas, lldmese la banda de excitacién longitudinal
del claster metélico en el visible y la de excitacién de las bases del ADN
en el UV, como también las propiedades fotofisicas intrinsecas, también son
observadas.

Como se discuti6é previamente, existe la hipétesis de que la emisién en
los clisteres ADN-Ag;,, luego de excitaciéon UV, ocurre mediante un proceso
de transferencia de carga (TC) desde el ADN hacia el claster metalico,
donde estaria localizado el centro emisor. En relacién a esto, se observd un
estado de TC en el complejo CytAg™ en fase gaseosa, y un proceso de
transferencia de carga en los modelos C;,Ag, y dpC;,Ag,. Sin embargo, la
hipétesis no es facilmente extrapolable para los modelos green y red, ya que
tanto la complejidad del sistema, como la distribucién de carga podrian
dificultar que ocurra este proceso. Por este motivo, las propiedades
fotodindmicas de los modelos green y red cargados fueron estudiadas
mediante el seguimiento de las cargas atémicas de Mulliken en funcién del
tiempo.

La dindmica de la carga durante la irradiacién de luz se obtuvo a partir
de la diferencia de carga atémica de Mulliken en funcién del tiempo, con

respecto a la carga del estado fundamental (ACarga) para las regiones de
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FIGURA 4.19: Promedio de la diferencia de cargas atémicas de Mulliken con respecto
a la carga del estado fundamental (ACarga) para green (a) y red (b). Los ACarga de
las regiones de ADN y Ag se muestran con lineas rojas y negras, respectivamente.
ADN y Ag. Se irradi6 la banda de absorciéon UV de cada estructura del
ensamble, para ambos cltsteres cargados green y red, y se calculé la ACarga
como el promedio de los resultados. Las Figuras y muestran que
al igual que en los sistemas modelos Cj,Ag; v dpCi,Ags, luego de la
irradiaciéon de luz UV, una carga negativa neta es transferida desde la region
del ADN hacia la Ag para ambos cltsteres green y red.

Sin embargo, en ambos casos, dos procesos pueden distinguirse
claramente. El primero corresponde a un proceso ultrarrapido de separacion
de carga que ocurre dentro de los primeros femtosegundos de dindmica. El
segundo, en cambio, corresponde a un proceso de transferencia de carga
lento desde la region de ADN hacia la Ag, que se mantiene hasta el final de
la dindmica, similar a los observados en los otros modelos analizados. Vale
aclarar nuevamente que este tltimo es de hecho ultrarrdpido debido a que
ocurre en la escala temporal de los fs y es consecuencia de la evoluciéon
temporal del paquete de onda excitado.

Para entender més sobre los procesos observados, se analiz6 la evoluciéon
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FIGURA 4.20: Evolucién de la poblacion de orbitales moleculares del claster green
cargado, durante la irradiacién de luz a la banda UV, en funcién del tiempo y la
energia de cada eigen-estado (DynPop). (a) DOS total (negro) y proyectada sobre las
regiones de ADN (rojo) y Ag (verde). (b) DynPop obtenida a tiempos cortos entre 0 y
5 fs y (c) tiempos largos entre 40 y 50 fs. El mapa de colores representa el incremento
(rojo) o disminucién (azul) de la poblacién de cada estado en funcién del tiempo,
comparado con la poblacién del estado fundamental sin perturbar. Los orbitales
despoblados (N) y poblados (N*) mds importantes, a tiempo cortos (N=1) y largos
(N=2) durante la irradiacién, se muestran en el panel derecho.

de la poblacion de orbitales moleculares en funcién del tiempo (DynPop),
para ambos clusteres green y red cargados. En este sentido, los orbitales
moleculares involucrados a tiempos cortos de dindmica dardn informacién
sobre las transferencia de carga ultrarrdpida, mientras que aquellos a
tiempos largos daran informacién sobre el proceso de transferencia de carga
lento. Los resultados obtenidos para green son mostrados en la Figura
junto con la DOS y PDOS del sistema. Lo primero que se puede destacar de

este andlisis es que la poblacién de orbitales difiere a tiempos cortos y

largos. En el primer proceso, a tiempos cortos (Figura 4.20p), la DynPop
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FIGURA 4.21: Evolucién de la poblacion de orbitales moleculares del clister red
cargado, durante la irradiacién de luz a la banda UV, en funcién del tiempo y la
energia de cada eigen-estado (DynPop). (a) DOS total (negro) y proyectada sobre las
regiones de ADN (rojo) y Ag (verde). (b) DynPop obtenida a tiempos cortos entre 0 'y
5 fs y (c) tiempos largos entre 40 y 50 fs. El mapa de colores representa el incremento
(rojo) o disminucién (azul) de la poblacién de cada estado en funcién del tiempo,
comparado con la poblacién del estado fundamental sin perturbar correspondiente.
Los orbitales despoblados (N) y poblados (N*) mds importantes, a tiempo cortos
(N=1) y largos (N=2) durante la irradiacién, se muestran en el panel derecho.

muestra que los estados involucrados en la transferencia de carga estdin muy
cercanos a la energia de Fermi. Los orbitales despoblado (1) y poblado (1%)
mads importantes involucrados en este proceso se marcan en la DOS y se
muestran en el panel derecho. Se puede observar que el orbital despoblado
1 tiene mayoritaria contribucién de la regiéon de ADN con muy poca
contribucién de la Ag. En cambio, el orbital poblado 1* tiene gran
contribucién de la Ag y poca contribucién del ADN. Dada la velocidad de

este proceso, y la naturaleza de los orbitales involucrados, es posible que

corresponda a la excitacién de un estado de transferencia de carga en donde
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el sistema es excitado desde un estado del ADN a un estado de la Ag,
similar a lo observado para el complejo CytAg™ en fase gaseosa.

A tiempos largos (Figura [.20c), en cambio, los orbitales involucrados se
encuentran alejados de la energia de Fermi del sistema. Los orbitales
despoblado (2) y poblado (2*) méas importantes involucrados en este proceso
se marcan en la DOS y se muestran en el panel derecho. En este caso, a
diferencia de lo que ocurre a tiempos cortos, el orbital poblado en el proceso
(2*) tiene apreciable contribuciéon tanto de la Ag como del ADN. Este
proceso de transferencia de carga es similar al observado para los otros
modelos analizados, y se puede entender como una excitaciéon desde un
estado del ADN a un estado mixto donde hay contribucién de ambas
regiones. Por esto, la transferencia de carga ocurre como evolucion del
paquete de onda en el tiempo, en una escala temporal lenta.

El mismo andlisis se puede realizar para el clister red, mostrado en la
Figura[4.21] Si bien los orbitales involucrados muestran una diferencia menos
clara que para el cltster green, los procesos fotofisicos que ocurren luego de
la excitacién UV son similares.

Por ultimo, es importante notar que la estructura electrénica obtenida
para los clasteres green y red es levemente diferente a los modelos
anteriormente analizados, probablemente como consecuencia de la
complejidad del modelo. Sin embargo, el gap de energia, aunque pequefio,
es también observado en estos casos. Ademds, en todo el tiempo de
dindmica, no se observé mezcla entre estados por encima y debajo de la
energia de Fermi como fue observado para el modelo totalmente iénico

[Cleg6]6+'
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4.3.4. Conclusiones Parciales

En esta seccion se estudi6 la espectroscopia y propiedades fotofisicas de
modelos ADN-Ag;, de distinta complejidad a partir de dindmica molecular
y DFIB dependiente del tiempo. Primero, un modelo reduccionista del
sistema real mostré rasgos caracteristicos de estos sistemas en los espectros
de absorcién calculados, como ser la banda en la region UV, correspondiente
a la excitaciéon de las bases del ADN, y la banda sintonizable en el visible,
correspondiente a la excitacion longitudinal del cable metélico. Un proceso
de transferencia de carga también se observ6, desde la base del ADN hacia
el cable metdlico, en concordancia con lo obtenido para el complejo mas
simple CytAg" en fase gaseosa. También, un analisis de las propiedades
Opticas de este modelo en donde el clister metalico Ag, se encuentra
cargado, mostré un fuerte acoplamiento entre estados que se encuentran por
debajo y encima de la energia de Fermi, lo cual podria tener relacién con el
hecho de que los clasteres ADN-Ag;, totalmente i6nicos no fluorescen.

Por otro lado, al estudiar sistemas modelos mas complejos, propuestos
por Gwinn y colaboradores, en donde cationes Ag™ hacen de puente de enlace
entre un cable metélico de Ag neutra y las bases del ADN, se observaron
también las propiedades Opticas caracteristicas de estos sistemas. La
comparacién entre los complejos neutros y cargados mostré un buen
acuerdo con la distribucién de carga propuesta por Gwinn y colaboradores.
Ademds se observaron dos procesos de transferencia de carga, desde el
ADN hacia el metal, para los cltsteres cargados. Uno ultrarrdpido que podria
corresponder a la excitaciéon de un estado de transferencia de carga, como
fue observado para el complejo CytAg™ en fase gaseosa, y otro de
naturaleza lenta similar a los observados en los otros modelos analizados.

Por ultimo, es importante notar que en ningtin modelo estudiado la pre-

sencia del backbone o el ruido térmico en el sistema afectaron la fotofisica en



4.3. Resultados 121

estos complejos.
Los resultados aqui mostrados son un avance importante hacia tanto la
dilucidacién estructural de los complejos ADN-Ag;, como al entendimiento

de los procesos que gobiernan la fotofisica luego de la absorcién de luz.
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5.1. Introduccion

Con el avance de la nanotecnologia en los tltimos afios, los
nanocltsteres (NCs) metdlicos han sido un importante objeto de estudio
debido a sus potenciales aplicaciones en este campo[36-39, 111, 112]. Es
sabido que cuando el tamafio del sistema metélico se reduce lo suficiente
aparecen efectos de confinamiento cuantico en el material, haciendo surgir
nuevas propiedades Opticas y quimicas[29]. El principal efecto del
confinamiento cudntico en este tipo de sistemas es la aparicién de un gap de
energia HOMO-LUMO debido a la discretizacion de los niveles de energia
del NCs, teniendo asi un comportamiento del tipo molecular[167,168]. E1 gap
de energia generado a partir de esta discretizacion es el principal
responsable de los altos rendimientos cudnticos de fluorescencia y
estabilidad termodindmica, el cual ademds es sensible al ambiente quimico,
tamafio del claster, carga total, etc[29].

Los primeros desarrollos en este campo fueron realizados por Knight et
al. en 1984[169]. El observo, en espectros de masa de clasteres de Na, la
presencia de sefales intensas correspondientes a cliisteres Na,, con ntimeros
especificos de 4tomos, denominados luego como niimeros mdgicos, los cuales
estdn directamente relacionados con la estructura electrénica del sistema. A
partir de estos resultados Eckardt y Knight propusieron un modelo fisico,
denominado modelo de Jellium, para explicar la estructura electrénica de
capas en NCs libres de ligandos[170]. Este modelo aproximado, considera a
los electrones del NCs como un gas libre inmerso en un potencial de
simetria esférica, generado por los ntcleos idnicos. Si bien el acuerdo con los
resultados experimentales es aceptable, la validez del modelo se hace
cuestionable cuando N < 20, debido principalmente a la pérdida del
caracter esférico del NCs. Bajo ciertas aproximaciones, las cuales no seran

discutidas en la presente seccién, este modelo permite relacionar la energia
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del gap HOMO-LUMO con la cantidad de 4tomos en el NCs. Este modelo
toma gran relevancia en relacién a la sintesis racional de nanomateriales y
su aplicacién en nanociencia, debido a que permitiria un mayor control
sobre el nimero de d&tomos del clister metalico. Sin embargo, es importante
no perder de vista su cardcter aproximado.

A lo largo de los afios se han desarrollado variadas técnicas
experimentales para la sintesis de estos nanomateriales, entre ellas la
reduccién quimica[171], la sintesis electroquimica[33]], la fotoreduccién[172],
etc. Para alcanzar un mayor control sobre sus propiedades Opticas es de
suma importancia la utilizacién de matrices orgénicas que actiien como
soporte de los NCs. Si bien las cadenas de ADN son unas de las matrices
més utilizadas para este fin[43, 47, 108, 173], también es comun el uso de
matrices poliméricas[174, [175], o incluso de proteinas[176]]. Vale aclarar que
si bien la matriz le confiere al sistema estabilidad contra los procesos de
coalescencia, como también caracteristicas Opticas particulares, dificulta la
obtencién de informacién sobre las propiedades 6pticas intrinsecas de los
NCs metélicos desnudos.

En este sentido, muy recientemente, Lopez-Quintela y colaboradores
desarrollaron una prometedora técnica de sintesis electroquimica, del tipo
bottom-up, para la generacion de AgNCs tan pequefios como dos y tres
atomos de Ag. Esta sintesis se realiza en agua ultrapura y permite la
obtenciéon de AgNCs fluorescentes, termodindmicamente muy estables y
libres de ligandos protectores[34]. Bajo ciertas aproximaciones, cuya
discusién se omite en esta tesis doctoral, utilizando el modelo esférico de
Jellium[170] para clasteres metdlicos, y en combinacién con HRMS, los
autores asignan las propiedades 6pticas de la solucién conteniendo AgNCs
a los clasteres Ag, y Ags[34].

Los autores también estudiaron la interaccion de estos AgNCs con ADN

mediante varias técnicas experimentales y reportan que el claster Ags,
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interacttia selectivamente con el ADN, pero no lo hace el clister Ag,[34].
También analizaron su actividad anticancerigena en tumores pulmonares en
ratones, observando que la co-administraciéon de cisplatino con el claster
Ag, potencia fuertemente la eficiencia anticancerigena mediante la
reduccion del tamafio del tumor, debido a las propiedades de intercalacion
del Ag; en ADNJ[111].

Mas alla de la amplia aplicabilidad y los resultados prometedores sobre
la interacciéon de estos NCs con el ADN, un entendimiento detallado sobre
sus propiedades fotofisicas es todavia necesario. En este aspecto, una
caracterizacion Optica y estructural es indispensable para la sintesis racional
de nanomateriales conteniendo AgNCs.

En este capitulo se exponen los resultados obtenidos sobre la sintesis
electroquimica de pequefios AgNCs fluorescentes, en agua, libre de
ligandos protectores y su caracterizacién espectroscépica, como un aporte

maés al entendimiento de la fotofisica en este tipo de sistemas.

5.2. Sistema Experimental

La sintesis electréoquimica de los AgNCs fue llevada a cabo de acuerdo al
procedimiento reportado por Loépez-Quintela y colaboradores[34].
Brevemente, éste sistema consta de una celda electroquimica de vidrio
compuesta por dos electrodos (Ag como electrodo de trabajo y Pt como
electrodo de referencia) con forma de placa, de 2,0 cm? de 4rea superficial y
separados por 1,0 cm de distancia. La Figura muestra un esquema del
sistema experimental utilizado. Previo al experimento, el electrodo de Ag
fue pulido con Al,O5 (Buehler) de 0.05pm de tamario de particula, seguido
de un electropulido por 600 segundos a 2 V, mientras que el electrodo de Pt
fue flameado con H, durante 5 s. Luego ambos electrodos fueron lavados

exhaustivamente con agua ultrapura (Mili-Q, Millipore, de 18 MQ) de
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Ag’

H,O

FIGURA 5.1: Esquema de la celda electroquimica utilizada para la generacién de
AgNCs en agua.

resistividad). La sintesis fue realizada aplicando un escalén de potencial de
2 V por 600 s en agua ultrapura, previamente desoxigenada con N, y a
temperatura ambiente. El procedimiento electroquimico fue llevado a cabo
en un potenciostato Autolab PGSTAT100 usando el programa NOVA 1.10.
Luego de la sintesis, se agregé Na,S (JT Baker) 1 M a la solucién a fin de
precipitar los cationes Ag" remanentes en la muestra. En algunos
experimentos se agregdé KCl (Sigma-Aldrich) 1 M, en lugar de Na,S, para
explorar los efectos de la identidad del anién en las propiedades 6pticas de
los AgNCs. Finalmente, la solucién fue filtrada a través de una de
membrana de PTFE (Nalgene) con poros de 0.2 pm de tamafio y almacenada
en oscuridad.

Una vez generados los AgNCs y luego de su purificacién, se adquirieron
los espectros de absorciéon UV-Vis y de fluorescencia de la solucién. Los
espectros de absorciéon UV-Vis se obtuvieron con un espectrofotémetro
Shimadzu UV-1700 PharmaSpec, en una celda de cuarzo de 1 cm de paso

optico, con agua ultrapura (Mili-Q) como blanco de referencia, en el
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intervalo de 200-800 nm. Para una mayor claridad, los espectros de
absorcion se muestran en el intervalo 200-400 nm, debido a que la muestra
no absorbe por encima de 400 nm. Los espectros de fluorescencia (emisién y
excitacién) se obtuvieron en un espectrofotometro Quanta Master QM2 de
Photon Technology International, equipado con un detector Hamamatsu
R928 PMT por contador de fotones, en una celda de fluorescencia de 1 cm
de paso 6ptico, con agua ultrapura (Mili-Q) como referencia. En particular,
las matrices de excitaciéon-emision (EEM) se construyeron a partir de los
espectros de emision y excitacién determinados a intervalos de 10 nm en la
longitud de onda de excitacién y emision, respectivamente.

Los experimentos de espectroscopia de emisién resuelta en el tiempo
(TRES, por sus siglas en inglés) fueron llevados a cabo en un fluorimetro
Horiba Delta-Flex, excitando la muestra a 267 nm con un laser de diodo
cuyo pulso tiene una duracién de ~ 70 ps. Se utilizé una solucién de
coldgeno como dispersante para obtener la respuesta temporal del
instrumento a la longitud de onda de excitaciéon del laser. Las curvas de
decaimiento temporal de fluorescencia se midieron en el intervalo de
longitudes de onda de emisién 280-500 nm, a intervalos de 10 nm cada una.
Posteriormente, los resultados fueron analizados con el software DAS-6.

Para conocer la identidad y estado de carga de los AgNCs las muestras
se analizaron en un espectrometro de masas de alta resoluciéon (HRMS)
Brunker Daltonics MicroTOF QII operado en modo de ionizacién positivo,
por inyeccién directa a la cdmara mediante una fuente ESI. Todos los
espectros fueron obtenidos en el intervalo m/z 100-1000. En todos los casos
se utiliz6 formiato de sodio [Na(HCOONa)]* como calibrante interno.
Debido a la concentracion de AgNCs en la muestra las sefiales de las
especies conteniendo AgNCs son poco intensas, para facilitar la
visualizacién, s6lo se muestran las regiones donde se observan estas

especies y no el espectro completo.
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La caracterizaciéon tedrica de los AgNCs sintetizados se realizd
empleando el paquete de calculo Gaussian 09[177]. En todos los casos las
geometrias en el estado fundamental y excitado de los AgNCs, junto con sus
energias, fueron calculadas al nivel de teoria DFT/CAM-B3LYP vy
TD-DFT/CAM-B3LYP, utilizando el pseudopotencial de Stuttgart/Dresden
(SDD)[178] para representar los &tomos de Ag. En todos los casos se utiliz6
el modelo del continuo polarizable (PCM)[179] para tener en cuenta los
efectos del solvente en las propiedades calculadas. Los espectros de
excitacion se obtuvieron realizando un célculo de energia al estado excitado
de interés a la geometria de equilibrio del estado fundamental, para cada
AgNCs.

Por dltimo, se utilizé un algoritmo del tipo SIMPLEX para ajustar una
combinacién lineal de los espectros de excitacion calculados para cada
AgNCs al espectro de excitacion de fluorescencia total obtenido

experimentalmente.

5.3. Resultados

5.3.1. Caracterizacién Experimental

Los espectros de absorciéon UV-vis y emision de fluorescencia de los
AgNC sintetizados exhiben caracteristicas 6pticas similares a las reportadas
previamente por Loépez-Quintela y colaboradores[34, 111]. En el espectro de
absorcién, se pueden observar dos bandas centradas a 220 nm y 290 nm
(Figura [5.2h), mientras que el espectro de emision con excitacién a A = 230

nm exhibe tres bandas distinguibles a 300 nm, 350 nm y 410 nm (Figura
D.2b).
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FIGURA 5.2: Espectros de absorcién (a) y emisién (b) con excitaciéon a A = 230 nm,
para los AgNCs sintetizados en este trabajo. El recuadro en (a) muestra con mejor
resolucién el hombro entre 250 y 350 nm.

Estas bandas de emisién también fueron reportadas previamente por
Cuerva et al.[180], pero con distintas intensidades relativas, con una posible
asignacion a los clisteres Ag,, Ag; y Ag,, respectivamente, suponiendo la
aproximacién del modelo esférico de Jellium[170].

A fin de determinar la atomicidad y estado de carga de los cltsteres en la
mezcla se obtuvo el espectro de masas de alta resolucién (HRMS) de la
solucién. A partir de éste, se observaron sefiales correspondientes a especies
conteniendo cltsteres Ag,, Ag," y Ag,** (Figura [5.3), las cuales fueron
asignadas mediante la simulacién del patrén isotépico de cada complejo. Es
importante notar que los tres AgNCs observados (Ag,, Ag;* v Ag,*") son
especies con configuracién electrénica de capa cerrada. Es sabido que los
clasteres atémicos metdlicos con esta configuraciéon electrénica son
termodindmicamente mds estables y su formacién esta favorecida por sobre
aquellos con configuracién electrénica de capa abierta[181].

Las especies conteniendo AgNCs observadas en los espectros de masas
(Figura son complejos que contienen también iones S,”. Estas especies
puede estar presentes como complejos estables en la solucién, o bien se

pueden producir en la fuente de ESI durante la evaporacién de solvente (ver
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[Ag,(NaCI)(H,S)H]

[Ag:(Na,S) [Ag.(NasS)I

FIGURA 5.3: Espectros de masas de alta resolucién, en modo de ién positivo,
de las mezcla de AgNCs, mostrando complejos con Ag, (arriba), Ag;" (abajo-
izquierda) y Ag,** (abajo-derecha). En cada panel, el espectro experimental (arriba)
es comparado con el patrén isotépico simulado de cada complejo (abajo). Los
complejos se muestran en la parte superior-derecha de cada gréfico.

seccion . En este ultimo caso, las caracteristicas Opticas de la solucién (
espectros de emisién, excitacion y absorcién) deberian depender
fuertemente del ani6n utilizado para la precipitacién de la Ag™ remanente
de la sintesis. Para obtener informacién al respecto, se utilizaron soluciones
de Na,S 1M y KCI 1M como precipitantes en diferentes experimentos a fin
de analizar las diferencias. La Figura 5.4/ muestra los espectros de absorcion
y emisién con excitacion a A, = 230 nm de los clasteres sintetizados
utilizando KCl 1M como precipitante. Como se puede notar, en
comparaciéon a la Figura las caracteristica Opticas permanecen

inalteradas, independientemente del anién utilizado. Esto sugiere que las

especies responsables de las propiedades Opticas en la solucién son los
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a) b)

FIGURA 5.4: Espectros de absorbancia (a) y emision (b) de la muestra de AgNCs
sintetizada con KCl 1M como precipitante. En (b) la longitud de onda de excitacién
Aex = 230 nm.

AgNCs Ag,, Ag;ty Ag,** desnudos y que los complejos observados en los
espectros de masas son producidos en la fuente ESI, luego de la evaporacion
del solvente.

Para conocer mejor la composicién de la mezcla, se determinaron los
espectros de excitacion y emisiéon a diferentes longitudes de onda de
emisién y excitacion, respectivamente, con intervalos de 10 nm. La Figura
y muestra los resultados de ambos experimentos. A primera vista
se puede observar, tanto en el barrido de excitacion como en el barrido
emision, la aparicion y desapariciéon de bandas a medida que la longitud de
onda de excitacién o emision varia. Una mejor representacion del sistema se
puede obtener a partir de una matriz de emisién/excitaciéon (EEM, por sus
siglas en inglés). Esta técnica demostr6é ser de gran utilidad a la hora de
caracterizar la composicion de AgNCs en muestras complejas[182]. La
misma se obtuvo graficando cada espectro de emisién en funcién de la
longitud de onda de excitacién, y viceversa. Las Figuras y
muestran dichas matrices, en las cuales la escala de colores indica la
intensidad relativa en cada punto. Las EEM exhiben cuatro islas distintivas,

marcadas como A, B, C y D en la Figura 5.5, con grandes corrimientos
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a) b)

FIGURA 5.5: Barrido de espectros de excitacién (a) y emision (b) de la mezcla de
AgNCs tomados a diferentes longitudes de onda de excitaciéon y emision. (c) y (d)
muestran las matrices de emisién/excitaciéon (EEM) obtenidas a partir de (a) y (b),
respectivamente. Las flechas en (c) indican la posicién de las cuatro islas analizadas
en este trabajo.

TABLA 5.1: Méximos de excitaciéon y emision para las islas observadas en las EEM
para la mezcla de AgNCs, corrimientos espectrales (AE,x_.;) y asighacion de los
tiempos de vida

Tiempo de

-1 p

Isla Aoy (NM) Aem (M) AE,y oy (cm ™) vida (ns)
A 240 350 13095 17,14£0,5
B 275 305 3576 4,50+0,09
C 280 340 6303 1,10+0,03
D 310 410 7868 4,50+0,09

espectrales, los cuales se reportan en la Tabla Es importante notar que
estas islas pueden corresponder tanto a transiciones electrénicas de AgNCs
de diferentes naturaleza, como también a transiciones electrénicas dentro

del mismo AgNC.
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FIGURA 5.6: Curvas de decaimiento del prompt (negro), la solucién de AgNCs (rojo)
y el respectivo ajuste (azul) obtenidas midiendo la emisién a 350 nm.
Adicionalmente, se realizaron experimentos de espectroscopia de
emision resuelta en el tiempo (TRES, por sus siglas en inglés) a la mezcla de
AgNCs, debido a su capacidad para deconvolucionar y caracterizar la
emision de mezclas complejas. El decaimiento de la emisiéon de
fluorescencia, luego de excitacién a A, = 267 nm, fue obtenido entre 280 y
500 nm con intervalos de 10 nm en la longitud de onda de emisién. Todas
las curvas de decaimiento fueron ajustadas en forma global a una funcién

de decaimiento compuesta de 4 exponenciales, de la forma:
I(f) = B+ Are™ (/) 4 Age™ (/D) + Age=(m/1) 4 Aye= (/1) (5.1)

donde B corresponde al ajuste temporal entre la respuesta del equipo
(prompt) y la muestra, Ay, Az, A3 y A4 a los factores pre-exponenciales de
cada decaimiento exponencial y 71, T2, 73 Y 1 a los tiempos de vida del
estado excitado.

El ajuste global de todas las curvas de decaimiento a la ecuacién
arrojo los siguientes tiempos de vida del estado excitado para todas las

longitudes de onda exploradas: 71 = 1,10 ns, , =4,50ns, 3 =17,1nsy 7y =
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FIGURA 5.7: (a) Factores de amplitud A, A, y A; de la funcién de decaimiento
exponencial (asociada a tres tiempos de vida del estado excitado diferentes) en
funcién de la longitud de onda de emisién, obtenidos a partir del ajuste global de
la respuesta de decaimiento del TRES. (b) Factor de amplitud A, en funcién de la
longitud de emisién para el tiempo de vida més corto (74) obtenido del ajuste global
del experimento TRES. La longitud de onda de excitacion fue de 267 nm. Las curvas
de decaimiento fueron tomadas con un intervalo de 10 nm en la longitud de onda
de emision.
0,031 ns. A modo de ejemplo, la curva obtenida midiendo la emisién de la
mezcla de AgNCs a 350 nm y su respectivo ajuste obtenido por el equipo se
muestra en la Figura junto con la respuesta temporal del equipo
obtenida a partir de la solucién de dispersante (prompt). A su vez, el
conjunto completo de pardmetros obtenidos a partir del ajuste global, junto
con la respectiva distribucién de Pearson x? para cada longitud de onda de
emision se muestran en la Tabla

La Figura muestra los factores de amplitud (A;, A, y Aj) obtenidos
a partir del ajuste global, correspondiente a los decaimientos exponenciales
asociados a 11, T2 y T3, respectivamente, en funcién de la longitud de onda
de emision. Las longitudes de onda en los méximos de A;, A, y Aj enla
Figura se corresponden con los mdximos de emisién de las cuatro islas
encontradas en la EEM (Figuras y p.5d), sugiriendo que la

deconvolucién realizada de esta manera representa de manera correcta la

respuesta de fluorescencia de la mezcla de AgNCs en el intervalo de trabajo.
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Es necesario notar que el factor A, posee dos maximos de emisién, a 305 nm
y 410 nm, lo cual puede estar debido a dos procesos de decaimiento con
tiempos de vida similares. En acuerdo con lo observado en este trabajo, se
han informado en bibliografia tiempos de vida de estados excitados de NCs
de Ag y Au en la escala de los nanosegundos[46, 183]]. El factor de amplitud
A, asociado al tiempo de vida 74 = 0,031 nm muestra un decrecimiento
continuo de su intensidad desde 275 nm hasta 325 nm, como se observa en
la Figura [5.7p. Por esto, el tiempo de vida 74 es asignado a la luz dispersa
proveniente de la fuente de excitacion laser, cuyo ancho temporal es ~ 0,025
ns. En acuerdo a esto, el tiempo de vida 74 fue especialmente requerido para
el buen ajuste de los decaimientos a longitudes de onda de emisién cortas,
donde mayor luz dispersa recibe el detector.

Con el fin de comprobar la buena calidad del ajuste se realizé6 una
comparacién entre la convolucién del espectro de emisién, a partir de la
contribucién de cada componente de la mezcla a la respuesta de emision, y

el espectro de emisiéon obtenido con el fluorimetro comercial a la misma

~
«4
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300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)

FIGURA 5.8: Convolucién del espectro de emision de la mezcla de AgNCs a partir
de los factores A, A, y A; obtenidos del ajuste global (negro) en comparacién a los
espectros de emision de la muestra excitando a 260 nm (azul) y 270 nm (rojo).
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longitud de onda de excitacion. Esta convolucién es igual a la sumatoria de
las contribuciones individuales de cada componente de la mezcla a la
respuesta de emision de la forma ) A;T;, siendo i cada componente. Debido
a que los espectros de emisién de la Figura se tomaron barriendo la
longitud de onda de excitacién con intervalos de 10 nm, el espectro
convolucionado, obtenido excitando a 267 nm, se comparara con los
espectros de emision excitando a 260 nm y 270 nm (Figura [5.8). Se puede
observar que el espectro convolucionado tiene una buena correlacién con
los espectros de emisién hasta ~ 430 nm. Una inspeccién a la Tabla [5.2| de
hecho muestra que los valores de x? obtenidos para el ajuste por encima de
430 nm se encuentran por debajo de 0,8, indicando un ajuste relativamente
malo. En general, un valor de x? por debajo de 0,75 es indicativo de una
cantidad insuficiente de datos para un ajuste significativo[184], aunque
también podria deberse a que la banda de emisién observada a 410 nm
posee un valor de 7 ligeramente diferente a 7, como se mencioné
previamente.

A partir de lo analizado anteriormente, es posible asignar los valores de
los tiempos de vida observados en el experimento TRES a cada isla reportada
en la Tabla

Los resultados presentados hasta aqui muestran que la solucién de
AgNCs contenia Ag,, Ag;* y Ag,**. Comparando los resultados de EEM y
TRES, el espectro de emisiéon de la solucién se deconvolucioné en tres
espectros de emisién, cada uno asociado a un tiempo de vida del estado
excitado diferente. De esta forma, los tres espectros de emisién y sus
tiempos de vida del estado excitado asociados pueden ser asignados a cada

uno de los AgNCs encontrados Ag,, Ag," y Ag,**.
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TABLA 5.2: Amplitud (A) de las curvas de decaimientos obtenidas a partir del ajuste
TRES, junto con la distribucién de Pearson del ajuste (x?) a cada longitud de onda

de emisién.

Longitud
de onda
emision
(nm)
280 (1,740,1)x10~* (1,0140,02) x10~* (2,940,3)x10~° (5,88040,009)x10-1 1,01
290 (2,440,1)x10~* (2,1240,02)x10~* (2,540,3)x10~° (3,40040,007)x10~1 0,84
300 (3,140,1)x10~* (3,0240,02)x10~4 (1,940,3)x107° (1,98040,006)x10~1 0,81
310 (5,240,1)x 107 (3,1440,02) x10~* (5,240,3)x 1076 (1,01040,005)x10~t 0,75
320 (7,940,1)x107* (2,8240,02)x10™*  (1,2240,03)x107° (3,2940,03) x 1072 0,90
330 (1,08+0,01)x1073  (2,2440,02)x10~*  (2,3140,04)x10~> (1,33+0,03)x 102 0,91
340 (1,2640,01)x1073  (1,8240,02)x10~*  (3,22+0,04)x10~° (9,04+0,2)x1073 0,99
350 (1,2640,01)x10~3  (1,5540,02)x10~%  (3,67+0,04)x10~° (7,34£0,2)x 1073 1,04
360 (1,11£0,01)x1073  (1,4040,02)x10~*  (3,73+0,04)x10~° (6,3+0,2)x1073 1,05
370 (8,8840,08)x10~*  (1,39+0,02)x10~*  (3,42+0,04)x10~° (5,240,2)x1073 1,04
380 (6,93+0,08)x10~%  (1,5540,02)x10~%  (2,8540,04)x10~5 (4,9+0,2)x1072 0,98
390 (5,7240,08)x10™*  (1,81£0,02)x10~%  (2,3240,04)x10~° (4,3+0,2)x1073 0,95
400 (4,96+0,08)x107%  (2,08+0,02)x10~%  (1,9540,04)x10~5 (3,940,2)x 103 0,87
410 (4,2840,07)x10™*  (2,2340,02)x10~*  (1,64+0,03)x10~° (3,9+0,2)x1073 0,86
420 (3,8940,07)x10™*  (2,16+0,02)x10~%  (1,50+0,03)x 10> (3,140,2)x1073 0,86
430 (3,2540,07)x10™*  (2,0240,02)x10~*  (1,43+0,03)x10~° (3,0+0,1)x1073 0,79
440 (2,73+0,06)x10%  (1,80+0,02)x10~4  (1,3140,03)x10~5 (2,540,1)x 1073 0,75
450 (2,2440,06)x10~%  (1,56+0,02)x10~%  (1,2140,03)x10~5 (2,4+0,1)x1073 0,77
460 (1,8440,05)x10™*  (1,2840,02)x10™%  (1,09+0,03)x10~° (2,3+0,1)x1073 0,75
470 (1,5840,05)x10~*  (1,03+0,01)x10~* (9,3+0,3)x107 (1,74£0,1)x 1073 0,69
480 (1,1940,05)x10~* (8,44+0,2)x107° (8,14+0,3)x10~° (1,940,1)x1073 0,64
490 (9,440,4)x107° (6,840,1)x107° (6,640,2)x10~° (2,640,1)x1073 0,61
500 (5,5+0,4)x10° (5,4+0,1)x107° (5,00,2)x10° (9,840,1)x1073 0,62

5.3.2. Caracterizacion Teorica

A fin de soportar la asignacion realizada, se realizé una caracterizaciéon
tedrica de los AgNCs encontrados. Como se detall6 en la seccién Sistema
Experimental en este capitulo se optimizaron las estructuras de los estados
fundamental y excitado para los tres AgNCs encontrados (Ag,, Ag;" y
Ag,*") y se calcularon los espectros de absorcién de las estructuras de
menor energia para cada AgNC. Si bien los espectros calculados de esta
manera corresponden a espectros de absorcién, su comparaciéon con el
espectro de absorcion experimental se vuelve imposible teniendo en cuenta
la fuerte absorbancia de la muestra por debajo de 225 nm (Figura [5.2). Por
esto, asumiendo que en estos sistemas la absorciéon de luz lleva a una

respuesta de emisién de fluorescencia, la comparaciéon de los espectros
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calculados se realiza con el espectro de excitacion de fluorescencia total, el
cual es obtenido como la suma de los espectros de excitacion experimentales

tomados en todo el intervalo espectral de trabajo.

a) Ag,
-

b) Ag.’ C) Ag >

FIGURA 5.9: Comparacién entre los espectros de absorcion calculados de las es-
tructuras més estables de Ag,, Ag;* v Ag,** (negro) y el espectro experimental de
excitacion de fluorescencia total (rojo). Las fuerzas del oscilador se grafica como
lineas azules verticales.

Las estructuras de menor energia encontradas para los AgNCs Ag,,
Agst y Ag son lineal (D), trigonal (Ds) y tetraédrica (Ty),
respectivamente. Estas se muestran en la parte superior derecha de cada
grafico en la Figura junto con el espectro de excitaciéon calculado, en
comparacion con el espectro de excitacién de fluorescencia total obtenido
experimentalmente. Es importante notar que las dos bandas caracteristicas
observadas en el espectro de absorcién experimental, a ~ 290 nm y ~ 220

nm, también son observadas en el espectro de excitacién de fluorescencia

total, validando asi la aproximacién comentada en el parrafo anterior. Las
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fuerzas del oscilador para cada transicién de los espectros de absorcion
calculados se muestran como lineas azules verticales.
Las principales transiciones electrénicas, junto con los correspondientes

orbitales moleculares involucrados para los NCs Ag,, Ag;" y Ag,>" se

presentan en las Tablas y 5.5} respectivamente. Si bien se puede notar

que el espectro calculado para Ag,”*

es el que mejor ajusta al espectro
experimental, los resultados de HRMS y TRES mostraron que la mezcla
consta de varios tipo de AgNCs diferentes. Teniendo en cuenta esto, se
puede observar que los tres espectros de los AgNCs estudiados presentan
ciertas similitudes, siendo éstas una banda a ~ 200 nm, otra banda a ~ 300
nm y la banda de mds baja energia (A > 300 nm) correspondiente a la
transicion HOMO — LUMO. Si bien es aceptado que mientras mayor es el
tamafio del NCs, menor es la diferencia de energia HOMO - LUMO
(AEromo-rumo)[185], esto es sélo cierto para NCs con el mismo estado de
carga. En este caso particular, la energia de esta transicién aumenta con el
tamafio del AgNCs (Ag, < Ag," < Ag,**), como puede observarse en las
Tablas y pero también lo hace su carga positiva, haciendo asi
incomparables las energias de transicion HOMO — LUMO.

Por otro lado, la Energy Gap Law (EGL, por sus siglas en inglés)[186]
establece una correlacion entre el tiempo de vida del estado excitado
(incluyendo procesos radiativos y no radiativos) y el AE entre los estados
involucrados en el proceso no radiativo. Esta ley es comtinmente usada para
correlacionar tiempos de vida de estados excitados con AEpomo-rumo-
Esto es correcto si se comparan los tiempos de vida del primer estado
excitado de diferentes especies/moléculas que involucran la transicién
HOMO — LUMO. De otra manera, si los tiempos de vida del estado
excitado corresponden a otros estados superiores, no es correcto
correlacionarlos con el AEgomo—Lumo, sino con el AE entre el estado

excitado y el estado responsable de la desactivaciéon no radiativa. En
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TABLA 5.3: Orbitales moleculares (OMs), energias de transicién y fuerzas del
oscilador para los seis primeros estados electronicos excitados de Ag,.

Estado Principales contribuciones Energ.@ ,de Fuel.‘za del
. ] transicién oscilador
excitado de orbitales moleculares
eV /nm (Sp—S,)
19—20
1 HOMO - LUMO 3,028 / 409,4 0,411
2 18—20 4,300 / 2884 0,000
3 52 % (19—21) + 45 % (16—20) 4,397 / 282,0 0,158
4 52 % (19—22) + 45 % (17—20) 4,397 / 282,0 0,158
5 52 % (16—20) + 46 % (19—21) 4,687 / 264,6 0,295
6 52 % (17—20) + 46 % (19—22) 4,687 / 264,6 0,295
OMs ocupados OMs desocupados
19 20
HOMO LUMO
18
21
17
22
16

FIGURA 5.10: Orbitales moleculares (OMs) ocupados y desocupados involucrados
en los seis primeros estados electronicos excitados del NCs Ag,. En todos los casos
se utiliz6 un isovalor de 0,02. Valores positivos y negativos de la funcién de onda se

grafican en rojo y verde, respectivamente.

consecuencia, mientras mas chico es el AE entre los dos estados

involucrados en procesos de conversién interna o cruzamiento de estados,

mads corto es el tiempo de vida del estado excitado del estado emisor.
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TABLA 5.4: Orbitales moleculares (OMs), energias de transicion y fuerzas del
oscilador para los seis primeros estados electrénicos excitados de Ags™.

Estado Principales contribuciones Energ‘la. /de Fueljza del
; ] transicion oscilador
excitado de orbitales moleculares
eV / nm (S9—5S,)
61 % (28—29) + 32 % (28—30)
1 28 HOMO - 29 LUMO 3,581 / 346,3 0,419
2 32 % (28—29) + 61 % (28—30) 3,582 / 346,2 0,419
3 41 % (27—29) + 51 % (27—30) 4,716 / 262,9 0,004
4 51 % (27—29) + 51 % (29—30) 4,716 / 262,9 0,004
5 28—31 4,792 / 258,7 0,389
OMs ocupados OMs desocupados
28
HOMO ’
LUMO
27
24 ? ‘

FIGURA 5.11: Orbitales moleculares (OMs) ocupados y desocupados involucrados
en los seis primeros estados electronicos excitados del NCs Ag;™. En todos los casos
se utiliz6 un isovalor de 0,02. Valores positivos y negativos de la funcién de onda se
grafican en rojo y verde, respectivamente.

Por otro lado, la velocidad del proceso no radiativo puede depender
fuertemente de la densidad de estados de los sistemas, favoreciendo el

acoplamiento entre dos estados electrénicos con el aumento en la densidad

de estados de la especie/molécula. La densidad de estados incrementa con
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TABLA 5.5: Orbitales moleculares (OMs), energias de transicién y fuerzas del
oscilador para los cinco primeros estados electrénicos excitados de Ag,>*.

Estado Principales contribuciones Energ.@ ,de Fuel.‘za del
. ] transicién oscilador
excitado de orbitales moleculares
eV /nm (Sp—S,)
37—38
1 HOMO - LUMO 4,131 / 300,1 0,363
2 37—39 4,133 / 300,0 0,362
3 37—40 4,170 / 297,3 0,359
4 47 % (34—38) + 46 % (35—39) 4918 / 252,1 0,000
5 36—40 4931 /2514 0,000
OMs ocupados OMs desocupados
37 38
HOMO LUMO
35
39
36
40

FIGURA 5.12: Orbitales moleculares (OMs) ocupados y desocupados involucrados
en los cinco primeros estados electrénicos excitados del NCs Ag,*". En todos los
casos se utilizé un isovalor de 0,02. Valores positivos y negativos de la funcién de
onda se grafican en rojo y verde, respectivamente.

el aumento del niimero de 4tomos del NCs, y en consecuencia, el tiempo de
vida del estado excitado disminuye.

La asignacién de todas las bandas observadas experimentalmente fue

entonces realizada teniendo en cuenta la discusion del pérrafo anterior y la
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comparacién con los espectros tedricos, considerando la energias de
transicion calculadas y sus correspondientes fuerzas del oscilador.

La banda a Aey/Aem 280/340 nm (isla C, Figura ), asociadaat; = 1,10
ns fue asignada a Ag,**. Asi mismo, el espectro de excitacién calculado para
este cluster muestra una banda ubicada a 300 nm, correspondiente a la
excitacion de los estados excitados S;, S, y S; (Tabla 5.5). De todos los
espectros calculados, esta banda es la banda mds cercana al méaximo del
espectro experimental de excitacién de fluorescencia total (280 nm). Una
banda de absorcién a & 275 nm fue asignada anteriormente al cltster Ag,**,
en experimentos de radidlisis pulsadal187:191]. Ademds, esta banda es
asociada al tiempo de vida del estado excitado més corto debido a la mayor
densidad de estados de este cltster (Ag,>") con respecto a los més pequefios
(Ag, y Ags"), permitiendo un proceso de conversion interna mas rapido.

El tiempo de vida 12 = 4,50 ns fue asignado al claster Ag,*. Las bandas
asociadas a este tiempo de vida, ubicadas a Aey/Aen 275/305 nm (isla B,
Figura [5.5p) y 310/410 nm (isla D, Figura [5.5a), pueden ser asignadas a la
bandas de excitacion calculadas a 263 nm y 346 nm para el cluster Ag,",
correspondiente a las transiciones desde estado fundamental a los estados
excitados S5 y S;/S,, respectivamente, como se muestra en la Tabla

Previamente, se asigné una banda de absorcién transiente de tiempo de
vida largo a ~ 310 nm al claster Ag;* generado durante la formacion de Ag
coloide, por experimentos de radidlisis pulsadaf191].

La gran diferencia de energia (7686 cm 1) entre la excitacién y la emision
de esta banda (Aex/Aem 310/410 nm), en comparacion a la correspondiente
diferencia de energia (3576 cm_l) de labanda a Aey /A 275/305 nm sugiere
un cambio mayor entre las geometrias de equilibrio del estado fundamental
y el estado excitado S;/S, que entre el estado fundamental y el estado
excitado Ss. En tal sentido, las geometrias de equilibrio calculadas para el

estado fundamental y el estado excitado S; muestran una estructura
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triangular (simetria D,y,), mientras que la geometria correspondiente al
primer estado excitado es lineal (simetria D_,), en acuerdo con la
suposicién planteada.

Para obtener mds informacion acerca de los estados involucrados en la
fotoexcitacion de este cluster, se calculd la curva de energia potencial (PEC,
por sus siglas en inglés) de los distintos estados electrénicos del clister, a lo
largo de la coordenada del dngulo Ag—;l?g-Ag manteniendo las distancias de
enlace rigidas. En la Figura se muestran las correspondientes PECs.
Como se puede observar, el minimo de energia en las PECs para el estado
fundamental y el estado excitado Sg, se encuentra a un angulo Ag-;l(\g-Ag de
60° como es esperado para una estructura triangular. En su lugar, el minimo
de energia de la PEC para el estado excitado S;/S, esta ubicado a 180°,
correspondiente a una estructura lineal. Por esto, luego de la excitacion al
estado excitado Sj (flecha violeta en Figura [5.13p) la emision ocurre desde la
misma regién de la PEC llevando a un moderado corrimiento de Stokes,
como es indicado por la flecha azul en la Figura [5.13a. Contrariamente, la
excitacion vertical al estado excitado S;/S, (flecha verde en Figura [5.13p)
tendra lugar a una geometria similar a la del estado fundamental, la cual se
encuentra por encima de la pequefia barrera de energia para la apertura del
triangulo. Por consiguiente, ésta se relajard en la escala temporal de una
vibracién (algunos femtosegundos) a la estructura lineal, de mayor
estabilidad. Luego de esto, la emisién ocurrird verticalmente desde la
estructura lineal en el estado excitado S; al estado fundamental, donde la
PEC alcanza un méximo (flecha roja en Figura[5.13p), lo que en consecuencia
genera el gran corrimiento de Stokes esperado para esta transicion.

Finalmente, la banda con A,y /Ay a 240/350 nm (isla A en Figura )
asociada a 13 = 17,1 ns es asignada a la banda de excitacion calculada a 265
nm del cliaster Ag,, correspondiente a la excitacion desde el estado

fundamental al estado excitado S;/S4 (Tabla [5.3). Esta banda muestra un
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FIGURA 5.13: (a) Curvas de energia potencial a lo largo de la coordenada angular
Ag—A?g-Ag de los estados fundamental (S;) y excitados S; y S5 para el cluster Ag;™,
manteniendo las distancias de enlace rigidas. (b) Curvas de energia potencial a lo
largo de la distancia de enlace Ag-Ag de los estados fundamental (S,) y estados
excitados Sy, S,, S3/S, v S5/Sg, para el cluster Ag,. El eje vertical indica la energia
relativa al minimo de la PEC del estado fundamental. Los procesos de excitacion y
emision estdn representado por flechas de colores. La PEC del estado excitado Ss en
(a) se muestra hasta 180° debido a una fuerte mezcla de estado excitados, que no
puede ser resuelta por la metodologia computacional empleada.

gran AE (13095 cm 1) entre los méaximos de excitacién y de emisién (Tabla

. Este AE.x_.m se puede deber a una gran diferencia de geometria entre
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los estados fundamental y 6pticamente excitados S5/S; como en el caso del
cluster Ag;", o bien debido a la emisién desde un estado excitado de menor
energia poblado por conversién interna desde el estado excitado poblado
Opticamente.

Las PECs calculadas (Figura [5.13b) para los estados fundamental y
excitado S5/S¢; muestran que el minimo se encuentra a la misma distancia
Ag-Ag (2,57 A), sugiriendo que es poco probable que el AEy ., observado
se deba a cambios de geometria entre los estados involucrados. Por otro
lado, analizando la Tabla se puede observar que el AE entre el estado
excitado Opticamente S5 (4,69 eV) y el 5,/S; (4,4 eV) es muy pequefio
(AE5_4/3 = 0,29 eV), como también el AE;/3_, = 0,10 eV entre los estados
excitados S;/S; y S, (4,30 eV). Teniendo en cuenta la EGL[186|], mientras
maés chico es el AE entre dos estados, mas rapido es el proceso de conversiéon
interna de uno a otro, haciendo del estado S5/S; un estado practicamente
oscuro que experimenta una conversién interna muy rdpida hacia los
estados excitados S, /Ss. Luego, los estados S, /S5 se desactivan de la misma
forma al estado excitado S,. Por ultimo, el estado excitado S, no puede
desactivarse radiativamente ya que la fuerza del oscilador para la transicién
al estado fundamental es cero (Tabla[5.3). Por este motivo, el estado excitado
S, so6lo puede desactivarse nuevamente por conversiéon interna al estado
excitado S;. La desactivacién no radiativa del estado excitado S; al estado
fundamental es muy poco probable debido al gran diferencia de energia
entre ambos estados (AE;_o = 3,03 eV) y la baja densidad de estados del
claster. Sin embargo, la fuerza del oscilador para la transicion radiativa S;
— Sy es considerablemente alta (0,411), y por este motivo el estado S; es el
tnico estado emisor del clister Ag,. De acuerdo al mecanismo planteado, el
AE;x—em calculado entre la excitacion Optica a 264 nm (flecha violeta en
Figura [5.13p) y la emision a 409 nm (flecha roja en Figura [5.13p) es ~13363
cm ™!, en acuerdo con el valor experimental de 13095 cm~! (Tabla
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FIGURA 5.14: En linea sélida, la comparacién entre el espectro tedrico como
combinacién lineal de los espectros de excitacion calculados para Ag,, Ag;" y Ag42+,
obtenido con un ajuste SIMPLEX (negro) y el espectro experimental de excitacién
de fluorescencia total (rojo). En linea punteada negra, roja y azul los espectros de
excitacion calculados de para Ag,, Ags* y Ag,*", respectivamente, pesados por el
factor de ajuste SIMPLEX.

Considerando la asignacion realizada mds arriba, el espectro de
excitacion de fluorescencia total fue ajustado mediante un algoritmo
SIMPLEX a una combinacién lineal de los espectros de excitacién calculados
para los tres AgNCs (Ag,, Ag;* v Ag,*"), pesados por un factor relacionado
con la poblacién relativa de cada uno. El resultado, mostrado en la Figura
muestra muy buena concordancia entre la sumatoria de los espectros
calculados y el espectro experimental. Los pesos relativos obtenidos a partir
del ajuste fueron 0,04 para Ag,, 0,28 para Ag," y 0,68 para Ag,**. Aunque la
estimacién de la concentracion relativa de cada AgNCs en la mezcla, a partir
de los espectros de excitacién, estd modulada por su correspondiente
rendimiento cudntico de fluorescencia, el cual es desconocido, se puede
concluir que el AgNCs més abundante en la mezcla es Ag,>", el cual de

hecho se ha reportado como un AgNCs termodindmicamente muy

estable[188-192].



5.4. Conclusiones Parciales 149

En trabajos previos realizados por Buceta et al.[34] los autores reportaron
que su solucién estaba compuesta principalmente por Ag, y Ag;.
Considerando el estado de carga y la composicién quimica de los iones
observados en los espectros de masas reportados por los autores, estos
AgNCs corresponderian a Ag, y Ag;*. En su trabajo, el maximo del espectro
de emision, luego de la excitacién a 230 nm, estd ubicado a 305 nm, con una
pequefia banda a 425 nm. En este trabajo esas bandas se asignaron al claster
Ags*, en acuerdo con lo informado por estos autores[34].

Por consiguiente, las diferencias observadas en los espectros de emision
reportados por Buceta et al.[34] y los del presente trabajo son reconciliadas
teniendo en cuenta la diferente concentracién relativa de los AgNCs en la
mezcla. La diferente composicion puede deberse a diferencias en las
condiciones experimentales de la sintesis de los AgNCs que hasta el

momento no se han podido determinar.

5.4. Conclusiones Parciales

En esta seccién se mostraron los resultados de la sintesis de pequefios
AgNCs en soluciéon acuosa, libre de estabilizantes, mediante la
electrosintesis descripta por Lopez-Quintela y colaboradores[34]. Estudios
de HRMS mostraron complejos conteniendo los clusteres AgNCs Ag,, Ag,*
y Ag,*", con estructuras electrénicas de capa cerrada. Mediante el analisis
de EEM, en combinacién con TRES y célculos tedricos a nivel DFT/TD-DFT
se logré deconvolucionar los espectros de emisioén y excitacién y asignar las
diferentes transiciones y tiempos de vida a los AgNCs Ag,, Ag," y Ag,>".

Tanto la sintesis electroquimica de estos nanoclisteres, como la
caracterizacion de sus propiedades 6pticas tiene principal importancia a la
hora de generar AgNCs hibridos fluorescentes con diferentes matrices

poliméricas, principalmente oligonucleétidos de diferente largo y secuencia
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de bases. Como bien se discutié6 en el Capitulo [ si bien en AgNCs
hibridizados con cadenas de ADN, la secuencia de bases como el largo de la
cadena son caracteristicas que pueden afectar las propiedades 6pticas en
estos sistemas, el principal protagonista en este esquema es el claster
metdlico. En este sentido el estudio presentado en esta seccién intenta dar
luz hacia el entendimiento de las propiedades 6pticas y dindmicas en estos

sistemas, desde una enfoque bottom-up.
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6.1. Conclusiones Finales

El objetivo central de esta tesis doctoral fue estudiar y entender los
mecanismos que gobiernan la fotofisica de pequefios nanoclisteres de Ag,
tanto aislados como en matrices de ADN. Este objetivo se abordé
inicialmente mediante el estudio de pequefios complejos Citosina—M™*, con
M : Ag, Na, K, como una aproximacién bottom-up para ganar informacion
fundamental sobre la interaccion ADN-metal. Luego, en direccién hacia una
mejor representaciéon del sistema, se estudiaron computacionalmente
distintos modelos de tamarios intermedios, conteniendo Ag’ y/o Ag® e
hibridizados en cadenas cortas de ADN ricas en Citosina. Por tltimo, con el
objetivo de aportar mdas informacién sobre el comportamiento de estos
sistemas, se estudio la espectroscopia de pequefios nanoclisteres
fluorescentes sintetizados en soluciéon acuosa y libre de ligandos protectores,
como precursores estables para la sintesis racional de clasteres ADN-Ag;,
con aplicaciones en nanociencia y nanomedicina.

Particularmente, la espectroscopia UV de complejos Citosina—M?", con
M : Ag, Na, K, en fase gaseosa mostré una clara diferencia segin la
identidad del catiéon metdlico utilizado. Luego de la excitaciéon UV los
patrones de fragmentaciéon de los complejos CytNa™ y CytK™ mostraron
disociacién a Cyt neutra y Na* y K" como productos, respectivamente,
mientras que el complejo CytAg® se fragmenta siguiendo un canal de
disociacién por transferencia de carga (TC) a Cyt™ y Ag neutra. En este
altimo, el primer estado excitado del complejo corresponde a un estado de
TC en el cual un electréon ubicado en la regién de la Cyt se promueve al
cation Ag". En cambio, para los complejos CytNa™ y CytK*, debido a los
bajos potenciales de ionizacién de Na y K, el estado de TC que podria llevar
a la fragmentacion en Cyt"™ y M se encuentra muy alto en energia, ~ 2 eV

por encima de la méaxima energia de excitacion utilizada en los
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experimentos. Estos resultados dan indicio de que la identidad del metal
puede ser determinante en las propiedades fotofisicas de estos sistemas.
También, el estado de TC en el complejo CytAg® podria sentar las bases
para entender la fotofisica que gobierna la dindmica electrénica en estos
complejos luego de la absorcién de luz.

Los resultados sobre la espectroscopia y dindmica de agregados CytM~,
con M : Ag, Na, K, en fase gaseosa, se condensan en las siguientes

publicaciones en revistas internacionales:

e Taccone, M. I; Féraud, G.; Berdakin, M.; Dedonder-Lardeux, C.;
Jouvet, C. y Pino, G. A. Communication: UV Photoionization of
Cytosine Catalyzed by Ag® J. Chem. Phys., 2015, 143, 4, 041103.
DOI:10.1063/1.4927469

e Taccone, M. I; Cruz-Ortiz, A.; Dezalay, J.; Soorkia, S.; Broquier, M.;
Gregoire, G.; Sdnchez, C. y Pino, G. UV Photofragmentation of Cold
Cytosine—M" Complexes (M*: Na*, K", Ag") J. Phys. Chem. A 2019,
123, 36, 7744-7750. DOI:10.1021 /acs.jpca.9b06495

En base a estos resultados, y con el objetivo de alcanzar una mejor
representacion del sistema, se estudiaron computacionalmente distintos
modelos de clasteres ADN-Ag, a partir de dindmica molecular y dindmica
cudntica. Primero se utiliz6 un modelo reduccionista compuesto de dos
hebras de seis Cyt, unidas por un nanoalambre de Ag neutra, sin la
presencia de los grupos azucar y fosfato. Este modelo mostré caracteristicas
Opticas similares a las reportadas en bibliografia para los clusteres
ADN-Ag;,, como ser la banda en la regiéon UV, correspondiente a la
excitacion de las bases del ADN, y la banda sintonizable en el visible.
También se observé un proceso de transferencia de carga desde la base al
cable metélico, en concordancia con lo obtenido para el complejo mds

simple CytAg" en fase gaseosa. También, un andlisis de las propiedades


https://doi.org/10.1063/1.4927469
https://doi.org/10.1021/acs.jpca.9b06495
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Opticas en un modelo con el claster metdlico Ag,, totalmente i6nico mostréd
que un fuerte acoplamiento entre estados por debajo y encima de la energia
de Fermi podria ser el motivo por el cual los clisteres ADN-Ag, totalmente
iénicos no fluorescen.

Al estudiar un modelo similar al propuesto por Gwinn y colaboradores,
en donde cationes Ag* hacen de puente de enlace entre un cable metélico de
Ag neutra, en forma de zig-zag, y las bases del ADN, también se observaron
rasgos Opticos caracteristicos de estos sistemas. Esto indica que la estructura
propuesta por Gwinn y colaboradores puede ser una estructura plausible
para explicar las propiedades 6pticas de los cltasteres ADN-Ag;. Por otro
lado, se observaron dos procesos de TC diferentes, que podrian estar
relacionados con lo observado para el complejo CytAg™ en fase gaseosa.

Ademas, el mismo analisis teniendo en cuenta los grupos azucar y fosfato
en ningtin modelo mostré modificaciones significativas en las caracteristicas
observadas, sugiriendo que las propiedades 6pticas en estos complejos son
debidas principalmente a la interaccion entre las bases del ADN y el metal.

En particular, estos resultados son un paso importante hacia la
dilucidacién estructural y el entendimiento de los procesos fotofisicos en
estos sistemas luego de la absorcién de luz.

Estos resultados estdn condensados en las siguientes publicaciones en re-

vistas internacionales:

e Berdakin, M.; Taccone, M. L; Julian, K. J.; Pino, G. y Sanchez, C. G.
Disentangling the Photophysics of DNA-Stabilized Silver Nanocluster
Emitters. ]. Phys. Chem. C, 2016, 120, 42, 24409-24416.
DOI:10.1021 /acs.jpcc.6b05363

e Berdakin, M.; Taccone, M. I; Pino, G. y Sédnchez, C. G. DNA-Protected
Silver Emitters: Charge Dependent Switching of Fluorescence. Phys.
Chem. Chem. Phys., 2017, 19, 8, 5721-5726. DOI:10.1039 / C6CP08345E


https://doi.org/10.1021/acs.jpcc.6b05363
https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2017/cp/c6cp08345e#!divAbstract
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e Taccone, M. I; Berdakin, M.; Pino, G. y Sanchez, C. G. Optical
Properties and Charge Distribution in Rod-Shape DNA-Silver Cluster
Emitters. Phys. Chem. Chem. Phys., 2018, 20, 35, 22510-22516.
DOI:10.1039/C8CP03895C

Por ultimo, se lograron sintetizar exitosamente pequefios AgNCs
fluorescentes en solucion acuosa y libre de ligandos protectores, mediante la
técnica electroquimica descripta por Lopez-Quintela y colaboradores, en
direccion a la sintesis dirigida de clisteres ADN-Ag;,. Los anélisis por
espectrometria de masas comprobaron la presencia de complejos
conteniendo los clsteres Ag,, Ag,™ y Ag,>", con estructuras electrénicas de
capa cerrada, a diferencia de lo propuesto por Loépez-Quintela y
colaboradores. Mediante el anélisis de las matrices de excitacién/emision,
en combinacién con espectroscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo y
célculos ab initio a nivel DFT/TD-DFT se logré deconvolucionar el espectro
de emisién y excitaciéon de la mezcla y asignar las diferentes transiciones y
tiempos de vida a los AgNCs Ag,, Ag," v Ag,>".

Estos resultados estdn siendo redactados en la siguiente publicacién:

e Taccone, M. I,; Fernandez, R. A.; Molina, E; Gustin, I.; Sdnchez, C. G;
Dassie, S. A. y Pino, G. A. Spectroscopic and Theoretical

Characterization of Electrochemically Generated Silver Nanoclusters.

J. Phys. Chem. C, (En redaccién)

Como se discutié previamente, los resultados obtenidos en esta tesis
doctoral son un avance hacia la posibilidad de sintetizar cldsteres ADN-Ag;,
con un nimero preciso de dtomos de Ag en el clister metélico, y de esta
forma lograr un mayor control sobre las caracteristicas 6pticas de estos

complejos.
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6.2. Perspectivas

Se logré dar respuesta a muchas de las hipoétesis planteadas en la
introduccion de esta tesis doctoral respecto a las caracteristicas de estos
sistemas. Sin embargo, muchas otras atin quedan por analizar. En forma de
opinién personal, a continuacién se plantean algunas perspectivas
interesantes en direccién a la aplicabilidad de estos sistemas en nanociencia.

En primer lugar, el estudio de la fotofisica de complejos entre bases del
ADN, distintas de Cyt, y el catién Ag* podria arrojar mayor informacién
a como influye el estado de TC en las propiedades 6pticas de los clisteres
ADN-Ag;,. En particular, por qué la abundancia de Cyt o Gua en la secuencia
de bases utilizada favorece la formacion de clasteres ADN-Ag;, fluorescentes.

Por otro lado, si bien es sabido que en los clisteres ADN-Ag;, el largo del
cable metalico Ag,, neutro es el principal responsable de la sintonizacién de
la banda de absorcién en el visible, la secuencia de bases utilizada también
modifica su posicion en el espectro. Muy recientemente, Gwinn y
colaboradores investigaron la influencia de la secuencia de bases en el color
del claster ADN-Ag, mediante un andlisis estadistico a través de
machine-learning[51]. En relacién a esto, una dilucidacién fehaciente de la
estructura de estos complejos, junto con un estudio computacional de cémo
varia la dindmica electronica en funcién de la secuencia de bases, son
eslabones necesarios para la sintesis racional de estos sistemas.

Por dltimo, como se mencioné antes, la sintesis electréquimica de
AgNCs en soluciéon y libres de ligandos protectores tiene principal
importancia en la sintesis de clasteres ADN-Ag, ya que permitiria un
control preciso del niimero de 4tomos de Ag en el claster metélico. Debido a
la gran estabilidad de estos AgNCs y su condicién libre de ligandos, son
precursores ideales para la sintesis racional de estos sistemas. A partir de

esto, evaluar la eficiencia de la sintesis de clisteres ADN-Ag;, mediante el
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uso de AgNCs sintetizados electroquimicamente, en lugar de AgNO; y
NaBH, como reductor es el primer paso hacia un mayor control sobre la

composicion y estado de carga del claster metalico Ag,,.
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