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OBJETIVOS
Los trabajos desarrollados en la presente memoria de Tesis Doctoral se encuadran
en la linea de investigacion “Organizacion Molecular” del grupo FQM-204 de la

Universidad de Cdrdoba. Los objetivos globales que se han marcado son:

1. Sintesis de materiales metalicos nanoestructurados basados en oro con
diferentes morfologias y tamafios. Formacion de materiales compuestos y

bioconjugados a partir de los materiales obtenidos.

2. Caracterizacion exhaustiva de los materiales nanoestructurados obtenidos
mediante las siguientes técnicas: Espectroscopias UV-visible, de infrarrojo
por transformadas de Fourier (FT-IR) y fotoelectrénica de rayos X (XPS),
Microscopia electronica de transmision (TEM): Medidas de tamafio
hidrodinamico (Dynamic Light scattering, DLS) y de carga superficial
(potencial Zeta, ZP); Medidas de difraccion de rayos X (XRD).

3. Desarrollo de analisis electroquimicos de las propiedades electrocataliticas
de los materiales metélicos nanoestructurados fabricados en funcién de su
composicion quimica, tamafio y ligando de superficie para las reacciones
de reduccién de oxigeno (ORR) y de evolucion de hidrédgeno (HER).

4. Busqueda bibliogréfica y realizacion de una revision de las diferentes
estrategias de funcionalizacion para sistemas nanoestructurados basados en
oro y cuya finalidad es la mejora en la penetracion dérmica, en ausencia de
métodos fisicos, empleando diferentes estrategias o enfoques quimicos y
distintos tipos de farmacos (quimioterapicos, genes y proteinas).
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Introduccion Capitulo |

1.1 INTRODUCCION A LA NANOTECNOLOGIA.

La nanociencia se encarga de estudiar los fendmenos y las propiedades
fisicoquimicas de los materiales en la escala nanométrica, asi como su sintesis y
manipulacién. Estos nanomateriales suelen poseer un tamafio comprendido entre 1
y varios centenares de nanémetros (Figura 1), aunque todos aquellos que posean al
menos una de sus dimensiones dentro de este rango se consideran nanoparticulas
(NPs). Debido a su reducido tamafio, las NPs presentan propiedades coloidales y
efectos cuanticos que tienen un gran nimero de aplicaciones en diferentes areas y/o

disciplinas.!

Dimensién Nanoscépica

Rango de la Nanotecnologia Difraccién Laser

100 nm 1.0nm

DLS Virus Bacteria Célula Cancerigena

Cabello Humano Pelota de Tenis

Anticuerpo
K 4

Atomo  Glucosa ﬁ!Q = % g, N

-1 1 10 102 10° 10 10° 106 107 10® Nanémetros
-1010 10° 10°¢ 107 106 10° 10+ 103 102 10" Metros

Figura 1. Rango de dominio de la nanotecnologia y dimension de las NPs.

La nanotecnologia es una rama de la ciencia que retne a investigadores de
distintas areas (Quimica, Fisica, Biologia, Ingenieria, etc.) y ha provocado una
revolucién del conocimiento cientifico-técnico y de las industrias, facilitando el
desarrollo de procesos que no serian posibles por métodos convencionales. Algunos
ejemplos de aplicacion se encuentran en areas como: energia (nuevos combustibles,
baterias y pilas de combustible), electrénica (dispositivos nanoelectrdnicos),
biomedicina (NPs multifuncionales como agentes teragnosticos), construccion
(nuevos materiales), medioambiente (sistemas selectivos de purificacion), quimica
(catalizadores nanoestructurados, sensores, membranas).?2 En resumen, la

nanotecnologia es una disciplina de futuro que tiene el potencial de desencadenar

7
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grandes avances tecnolégicos y prueba de ello, es su consideracion como &rea
prioritaria de investigacion en todos los planes de investigacion y desarrollo 1+D+i
a nivel mundial.

1.2 DESARROLLO HISTORICO.

Las propiedades opticas de los metales nobles “finamente divididos” han sido
aplicadas desde tiempos antiguos, a pesar de ser consideradas una invencién del siglo
XX. En el siglo IV a.c., los romanos utilizaban vidrio que contenia particulas
metélicas de dimensiones nanométricas, ya que les otorgaba diferentes colores
dependiendo de la cantidad de luz que los atravesaba. Un ejemplo es la copa de

Lycurgus.t®

a

Figura 2. a) Michael Faraday (imagen de dominio plblico), b) Richard Feynman (imagen
adaptada de https://www.nobelprize.org/prizes/physics/1965/feynman/biographical/) c)
Norio Taniguchi (imagen adaptada de Tokyo University of Science).

En 1857, Michael Faraday (Figura 2a) publicé el articulo “Experimental Relations
of Gold (and Other Metals) to Light”, en el cual explicaba como las pequefias
particulas afectaban al color de los vidrios presentes en las iglesias. También
investigd las propiedades Opticas de peliculas finas preparadas con disoluciones
coloidales y fue el primero en preparar oro coloidal por reduccion del cloruro de oro
con fosforo, atribuyendo el color rojo resultante a la obtencién de particulas de
tamafio muy pequefio.® Afios después, en 1908, Gustav Mie publico un estudio donde
corroboraba que el color del oro coloidal era dependiente del tamafio.” EI Premio
8
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Nobel de Fisica de 1965, Richard Feynman (Figura 2b), present6 en 1959 la que més
tarde se consideraria como la primera conferencia acerca de nanotecnologia e
ingenieria a nivel atdmico (There’s Plenty of Room at the Bottom),® en la cual sugeria
la posibilidad de desarrollar la manipulacién de atomos y moléculas para disefiar
sistemas nanoestructurados. Seria el profesor Norio Taniguchi (Figura 2c), de la
Universidad de Ciencias de Tokio, quien utilizd por primera vez el término
“Nanoparticulas” en 1974. La naturaleza cuantificada de las NPs se reconocié por
primera vez en la década de los afios 1980, en la descripcion de Ekimov-Efros de la
excitacion electrénica dependiente del tamafio de varios nanocristales
semiconductores (calcogenuros y halogenuros de cadmio, tales como CdS, CdSe,
CuCl y CuBr),® que mas tarde serian denominados puntos cuanticos en el articulo de
Louis Burs sobre interacciones electron-electrén y electron-hueco en pequefios
cristales de CdS.® La investigacion en nanotecnologia se aceler6 con el
descubrimiento de los fullerenos en 1985 por Harold Kroto, Robert F. Curl y Richard
Smalley, los cuales fueron galardonados con el Premio Nobel de Quimica en 1996.1
Los fullerenos pertenecen a la familia del carbono, contienen entre 60 y 120 atomos,
los cuales forman una estructura hueca. La evolucion de estos materiales condujo al
descubrimiento de lo que ahora conocemos como nanotubos de carbono (CNTs).1213

Hitos representativos en el desarrollo de la Nanotecnologia:

e 1857: M. Faraday sintetiza oro coloidal de tamafio nanométrico.

e 1915: W. Ostwald escribe el libro ‘“World of Neglected Dimensions’(Die
Welt der vernachlassigten Dimensionen).*

e 1931: E. Ruskay M. Knoll desarrollan el primer microscopio electrénico.'®

e 1936: E. Muller desarrolla un microscopio de iones de campo que permite
la obtencion de imagenes de atomos desde la punta de muestras metéalicas.'®

e 1959: R. Feynman realiza su charla ‘There is plenty of room at the bottom’.

e 1970: L. Esaki demostrd los efectos cuénticos debidos al tamafio en
semiconductores (QSE acronimo ingles de “Quantum Size Effects”).
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e 1974: El profesor N. Taniguchi emplea por primera vez el término
Nanoparticulas.t

e 1977: K. E. Drexler publica su Tesis Doctoral, en el Instituto Tecnoldgico
de Massachusetts (MIT), titulada “Molecular machinery and manufacturing
with applications to computation” popularizando la nanotecnologfa.*®

e 1980: A. I. Akimov muestra los efectos cuanticos (QSE) en particulas CdS
y CdSe dispersas en vidrio, lo que desencadena la investigacion sobre NPs.

e 1981: G. Binning y H. Rohrer desarrollan el microscopio de barrido por
efecto tlnel (STM acrénimo en inglés de Scanning Tunelling Microscope)
que permitia obtener imagenes a resolucion atémica.®

e 1985: R. F. Curl, H. W. Kroto y R. F. Smalley sintetizan moléculas con 60
atomos de carbono Ilamados Fullerenos.

e 1991: S. lijima descubre los nanotubos de carbono (CNTS).

e 1999: C. A. Mirkin desarrolla la nanolitografia “dip-pen” (DPN).%

e 2011: Desarrollo de los primeros circuitos de nanocables programables para
nanoprocesadores.?!

e 2016: J.P. Sauvage, J.F. Stoddart, y B.L. Feringa reciben el premio Nobel
en quimica por el desarrollo de maquinas moleculares controlables de forma

externa.?

1.3. OBTENCION DE NANOMATERIALES.

El desarrollo de técnicas para la obtencion de NPs estables ha ido evolucionando
hasta nuestros dias, poniendo especial énfasis en el control de caracteristicas como
el tamafio, estrecha distribucion de tamafios (baja polidispersidad), morfologia,
composicién quimica, estructura cristalina y estabilidad coloidal, carga superficial y
adecuada funcionalizacion con ligandos. En algunos casos, es posible generar NPs
con capacidad de aglomeracion reversible, pudiéndose recuperar el estado inicial

mediante simple agitacién.

10
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A continuacion, se detallan los principales efectos fisicos que se deben de tener
en cuenta a la hora de sintetizar nanomateriales, ya que influyen de manera
significativa en la estabilidad coloidal de este tipo de sistemas.

1.3.1 El movimiento Browniano.

El movimiento browniano se puede definir como un movimiento aleatorio de
particulas suspendidas en un fluido (liquido o gas) debido a la colision con los
distintos a&tomos 0 moléculas que lo componen. En base a la teoria del movimiento
browniano se pretende predecir el comportamiento de las NPs en una dispersion
coloidal. La distancia de transferencia media tridimensional (Ax) producida por el
movimiento browniano se puede calcular a partir de la ecuaciéon de Einstein-
Smoluchowski (1), segun la teoria de la difusion en liquidos en tres dimensiones,

siendo Dg el coeficiente de difusion y A¢ el tiempo browniano:

AX = a/GDBAt 1)

Mientras que el coeficiente de difusion browniano puede ser calculado a partir de
la ecuacion de Stokes-Einstein (2), donde k es la constante de Boltzmann, T es la
temperatura en escala Kelvins, # es la viscosidad del medio y r es el radio de
particula. Analizando ambas ecuaciones, se puede deducir que el movimiento
browniano aumenta a medida que disminuye el tamafio de particula. Dicho de otro
modo, las NPs tienen mayores posibilidades de acercarse y colisionar con otras NPs,
cualquiera que sea el medio.?®?* La fuerza de atraccion de Van der Waals presente
también en las NPs hace necesaria la existencia de una barrera de potencial entre las
NPs para evitar agregaciones fuertes (son las denominadas fuerzas electrostaticas de
repulsion).

KT

D, =
>~ 3ur (@)

1.3.2. Teoria DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey and Overbeek).
Esta teoria propone que las particulas coloidales estan sometidas tanto a fuerzas
de atraccion de Van der Waals como a fuerzas de repulsion electrostaticas, existiendo

11
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un equilibrio entre dichas fuerzas. EI movimiento Browniano produce colisiones
entre las distintas particulas (fuerzas de atraccion) mientras que las fuerzas de
repulsién provienen de la interaccién entre las dobles capas eléctricas que rodean a
las NPs (fendmenos de carga superficial). Es comin en particulas coloidales
dispersas en un disolvente polar como el agua, que éstas adquieran una carga
superficial debido a la pérdida de iones de su superficie (ionizacion o disolucion) o
bien a la ganancia de iones procedentes de la disolucion (adsorcion). De esta forma,
las particulas cargadas atraen a iones de carga opuesta y repelen iones con carga del
mismo signo. Como resultado, estos contraiones y las moléculas del disolvente polar
adquieren una disposicion ordenada alrededor de las NPs cargadas. La superficie
cargada de las particulas y los contraiones vecinos constituyen la denominada “doble

capa eléctrica”.

Fuerza Fuerza
Ernax Epnax
Repulsiva Repulsiva
Distancia Distancia
Atractiva Atractiva
- @%@
Epin Epvin
Repulsién “
...... [P
Agregacion

Figura 3. Representacion esquematica de las interacciones entre NPs por la teoria DLVO.

La teoria DLVO también describe la fuerza entre las superficies cargadas que
interactUan a través de un medio liquido y explica la agregacion de dispersiones
acuosas cuantitativamente.?>? De acuerdo a esta teoria, la estabilidad de una
suspension coloidal se basa en el equilibrio que existe entre ambas fuerzas, donde la
repulsion electrostatica producida por la doble capa cargada impide la agregacion
mientras que la atraccién de Van der Waals trata de unirlas (Figura 3). Cuando
aumenta la fuerza id6nica del medio, la doble capa eléctrica se comprime,

disminuyendo las fuerzas de repulsién y aumentando las de atraccion de Van der
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Waals. De este modo, el potencial de interaccion predomina a largo y corto alcance,
lo que conduce a la aglomeracién y posterior sedimentacion de las NPs. Sin embargo,
en disoluciones diluidas con baja concentracién de electrolito, los contraiones que
compensan la carga en la superficie de las NPs se extienden lejos de la misma, lo
que hace que la interaccion de doble capa sea una interaccion de largo alcance. La
atraccion de Van der Waals es relativamente débil a largo alcance, dominando de

esta forma la repulsion electrostatica. Se origina asi una suspension estable de NPs.

1.3.3. Principales estrategias de sintesis.

En la actualidad, los métodos de sintesis de NPs se clasifican en dos grandes
grupos (Figura 4). Por un lado, las técnicas denominadas “top-down” (de arriba hacia
abajo) son aquellas que efectlan la miniaturizacion de un material sélido
macroscopico en partes mas pequefias, hasta alcanzar las dimensiones nanométricas.
Dentro de este grupo, se incluyen métodos fisicos, litograficos (tanto UV como por
haz de electrones), técnicas mecénicas (como pulimiento y molienda). Por otro lado,
estan las técnicas denominadas “bottom-up” (de abajo hacia arriba), en las cuales la
formacion de NPs ocurre a partir del enlace de &tomos 0 moléculas, en fase gas o en
disolucién, partiendo de sales inorgéanicas. Por ejemplo, para la sintesis de NPs
plasmonicas de oro los métodos més utilizados suelen ser la reduccion de sales
metalicas, la descomposicion térmica, fotoquimica, reduccién o desplazamiento de

ligandos, sintesis del metal en fase vapor y reduccidn en fase vapor.

Grueso Macroscépico Fragmentos Racimo Atomos

- -

Enfoque
Ascendente (sorrom-ur)

Enfoque
Descendente (ror-pown)

SISTEMAS
NANOESTRUCTURADOS

Figura 4. Esquema general de las técnicas de obtencion de NPs.
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De todos los métodos de preparacion de NPs mencionados, la ruta mas empleada
es la sintesis quimica en disolucidn, ya que tiene las ventajas intrinsecas de producir
muestras mas uniformes y estables en comparacion con otros enfoques sintéticos.?’
Mas concretamente, las nanoparticulas de oro (AuNPs) se pueden preparar
facilmente, obteniéndose sistemas coloidales monodispersos y estables con un
tamafio controlado. Ademas, existe una extensa bibliografia sobre diferentes
metodologias de sintesis de AuNPs, las cuales suelen emplear distintas estrategias
para controlar el tamafio y la forma de particula, que a su vez proporcionan AuNPs
con diferentes propiedades opticas.k*?8 Algunas de las estrategias actuales basadas
en disolucién permiten variar la estructura superficial de las NPs obtenidas,
generando sistemas de mayor complejidad. Estas estrategias se pueden clasificar
segun la siguiente lista, si bien pueden darse estrategias complejas que combinen dos
0 mas de la misma:

e Crecimiento mediado por semillas, el cual permite ajustar el tamafio y la
forma de las NPs mediante la adicion controlada de los precursores.?®=°

e Competicién mediante combinacion de agentes reductores para desarrollar
simultdneamente la generacion de semillas y su posterior crecimiento en un
mismo medio de reaccién (en inglés se denomina ““one-pot synthesis).30-32

e Funcionalizacion de las NPs con biomoléculas para generar sistemas nano-
bioconjugados.®

e Uso de intercambio catiénico para controlar la composicion quimica y la
fase cristalina en el caso de nanocristales semiconductores.*

e Uso de NPs como catalizadores para la formacién de nanomateriales
hibridos a través de procesos de mineralizacion y el crecimiento en su
superficie.®

e Uso de NPs como bloques de construccion y gestion de su autoensamblaje
en superestructuras mas grandes.®

e Combinacién de corrosién galvanica y efecto Kirkendall para la

transformacion de NPs sélidas en nanoestructuras huecas.®’

14
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1.3.4. Mecanismos de formacion de NPs metélicas.

Existen dos teorias clasicas que abordan los procesos de nucleacién y crecimiento
para sistemas coloidales en disolucidn. EI mecanismo de LaMer mediante el cual se
explican los fendémenos de nucleacion y la maduracion de Ostwald que nos explica
la variacion de tamafios en las NPs. El mecanismo de LaMer (Figura 5A) establece
un proceso que consta de tres etapas, una etapa inicial en la que los cationes de una
disolucién de precursor se reducen a estado de oxidacion igual a cero para formar
los denominados “mondmeros” de reaccidn, incrementando su concentracion
rapidamente. En una segunda etapa se produce la formacion de multitud de ndcleos
de forma simultanea, a partir de los mondmeros recién formados (estallido),
reduciendo drasticamente la concentracién de mondmeros en disolucion. Debido a
la reduccion en la concentracién de los mondmeros disponibles y a la rapidez con la
que ocurre, el proceso de nucleacion practicamente se detiene en este punto. En la
tercera y Ultima etapa, la nucleacién continua pero ahora esta limitada por la difusién
de los monémeros a través de la disolucién. Estudiando el proceso desde un punto
de vista cinético, la velocidad de nucleacién (Rn) responde a la variacion en la
energia Gibbs critica (AG*) del sistema, al nimero de especies en crecimiento que
actuaran como centros de nucleacién y a la frecuencia de interaccién de los

mondmeros de crecimiento con los ndcleos formados segun:

N oL PN ©
302 kT

donde 4 hace referencia al diametro de la especie en crecimiento, # se refiere a la
viscosidad de la disolucion, Co es la concentracion inicial de la especie que actla
como centro de nucleacion y k es la constante de Boltzmann. Segln esta ecuacion,
un gran nmero de sitios de nucleacién, baja viscosidad y una baja barrera de energia
Gibbs, favorece la formacién de un gran nimero de nicleos. Para una concentracion
determinada, esto significa obtener nucleos pequefios y si todos los ndcleos se

formen simultdneamente o en tiempos similares se obtiene una distribucion de
15
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tamafios uniforme. La cinética del proceso va a determinar la distribucion de tamafios
de los nucleos iniciales. El proceso de nucleacion se completa tras alcanzar el limite
critico de sobresaturacion de monémeros en disolucidn, es en este punto cuando se
inicia la etapa de crecimiento. El crecimiento de los ndcleos va a estar determinado
por la generacion de las especies en crecimiento y especialmente por su difusién
desde el seno de la disolucién hasta la superficie en crecimiento, la adsorcién sobre
la misma y el propio proceso de crecimiento superficial gracias a la incorporacion
de nuevas especies sobre el s6lido que se va formando (Figura 5B, 5C).

Si la difusién es lo suficientemente réapida, la velocidad de crecimiento estara
determinada por el crecimiento superficial. Este crecimiento puede ser mononuclear,
debido al crecimiento capa a capa y va a depender en gran medida del area
superficial, o bien puede ser crecimiento polinuclear, en el que varias capas crecen a
la vez. Esto dependera de la rapidez a la que ocurren los distintos procesos
superficiales, por lo que el crecimiento de una nueva capa comienza antes de que se
complete la primera. Sin embargo, cuando es la difusién el fendmeno que controla
el proceso de crecimiento, se favorece la formacion de tamafios de forma

uniforme.383°

A B c

Capi™ »
P . . 2 Reaccién Controlada
Limite Critico de Saturacién Difusa ™.

/
Seno I
. ” [
Disolucién —
\
L C, \

Auto Nucleacién Rapida -
. /
Difusién \"f”)\
-
Limitada

_____ [crecimiento controlado por Reaccién |

Polinuclear Crecimiento
mononuclear

Saturacién
(9]
EX
5

Crecimiento

*7 C4= Concentracién de
Monémeros
C, = Concentracién en Interfase
C,= Concentracién de Equilibrio
& = Espesor de fluido

Tiempo

Figura 5. Proceso de crecimiento. A) El diagrama de LaMer representa esquematicamente
que los procesos de nucleacién y crecimiento estan separados temporalmente. El pico
muestra el nivel critico de sobresaturacion. La curva cualitativa (tedrica) describe la
concentracion de monémero en funcién del tiempo. B) Perfil de concentracién de soluto para
crecimiento limitado por difusién y crecimiento controlado por reaccion. C) Esquemas de los

tres modelos de crecimiento diferentes.
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Este proceso de crecimiento controlado por difusion es conocido como
maduracion de Ostwald, en el cual las NPs mas grandes crecen a costa de las mas
pequefias. La maduracion de Ostwald se origina debido a la reduccion de energia
superficial, ya que las particulas con mayor area superficial (las mas pequefias) son
termodinamicamente mas inestables que aquellas de mayor tamafio.**! A medida
que el sistema intenta disminuir su energia, los 4&tomos en la superficie de una
particula pequefia tenderan a desprenderse de ésta y difundirse en disolucion. Por lo
tanto, la concentracién de atomos libres en la disolucion aumenta, tendiendo a unirse
a la superficie de las particulas mas grandes. Las particulas mas pequefias se reducen,
mientras que las particulas grandes crecen, y el tamafio promedio de las particulas
aumenta. Existen otros mecanismos propuestos en bibliografia para explicar los
distintos procesos de nucleacién y crecimiento, como pueden ser el proceso Finke-
Watzky, en el que se propone que nucleacion y crecimiento ocurren de forma
simultanea y no estan controlados por la difusion de las especies,*? 0 el mecanismo
de orientacién y coalescencia, cuya principal diferencia es la existencia de una
orientacion de la red cristalina en el limite del grano que permite el desarrollo de
ciertos planos cristalograficos.***° Por Gltimo, también se ha descrito el mecanismo
de crecimiento condicionado por la energia de los mondmeros en disolucién, pues
esta es inferior a la de las facetas de cristal que esta creciendo desarrollandose asi la

forma final de las nanoparticulas.*64”

1.3.5. Influencia en el mecanismo de crecimiento.

Cuando el objetivo es la obtencién de NPs monodispersas, es necesario controlar
el crecimiento mediante difusién, aunque realmente estan implicados los tres
mecanismos descritos anteriormente (crecimiento controlado por difusién, por
reaccion mononuclear y reaccion polinuclear). Cuando se empieza a formar el nicleo
y este alin es pequefio, el crecimiento por monocapas es predominante, mientras que
el crecimiento polinuclear comienza a aparecer a medida que los nicleos van
creciendo, siendo la difusion el mecanismo predominante cuando las particulas

alcanzan un tamario relativamente grande.*® Existen varias metodologfas para poder
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controlar el mecanismo de crecimiento por difusién en NPs con el fin de poder
aumentar la monodispersidad. Cuando los mondmeros de crecimiento se generan a
partir de reacciones quimicas, la velocidad de reaccion puede manipularse a través
del control sobre las concentraciones de reactivo y catalizador. También es posible
controlar la concentracién de los mondémeros de crecimiento y mantenerla lo
suficientemente baja. Otras estrategias se basan en controlar la distancia de difusion,
la viscosidad de la disolucidn o la introduccion de una barrera de difusion. En la
sintesis de NPs, el tamafio puede ser controlado cinéticamente provocando una etapa
de terminacién durante el crecimiento. Consiste en la aplicacién de moléculas
orgéanicas o la adicién de diferentes iones al medio de reaccion, generando de esta
forma una etapa de adsorcion en la que estos iones se unen fuertemente a la superficie
de la particula en crecimiento ocupando los sitios disponibles, se inhibe de este modo
el crecimiento. Un incremento en la cantidad de estos iones/moléculas en relacion
con el precursor del mondmero de crecimiento produce un reducido tamafio de
particula. Se puede de este modo controlar el tamafio de estas particulas mediante el

ajuste de las concentraciones relativas entre ambos.*®%

1.3.6. Reactividad de las NPs y métodos de estabilizacion.

Como se ha visto, los atomos en la superficie de las NPs son muy inestables debido
a que se encuentran mucho méas expuestos que sus homologos en el seno del material.
Aunque los 4&tomos de la superficie presentan una menor coordinacion, no disponen
de la movilidad suficiente para permitirles disipar el exceso de energia que
concentran. Por ello, la Unica via de la que disponen para poder reducir este exceso
de energia es a través de distintas reacciones quimicas, generando procesos de
degradacion rapida o de agregacion irreversible, los cuales reducen el area
superficial disponible afectando a su vez, de manera progresiva, a las propiedades
fisicoquimicas asociadas a la escala nanométrica. El grado de agregacién tiene
generalmente consecuencias negativas sobre las propiedades fisicoquimicas de las
NPs, por este motivo la agregacion es un proceso no deseado que debe ser

controlado. Este hecho sugiere la necesidad de controlar la superficie de las NPs
18
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mediante la adicion de diferentes moléculas o ligandos organicos que reduzcan este
exceso de energia superficial. Los requisitos que se han de tener en cuenta a la hora
de modificar la superficie en las NPs son:
e Mantener una estabilidad coloidal controlada (agregacién, sedimentacion y
adherencia).5!2
e Interaccion controlada con el medio en casos de funcionalizacion
(recubrimiento con proteinas, intercambios de ligando, etc.).5*%
e Control sobre la reactividad quimica.>%

En general, existen dos tipos de estrategias de estabilizacion de NPs (Figura 6), la
repulsion estérica y la electrostatica. La primera de ellas se basa en el recubrimiento
de la superficie de las NPs con surfactantes, polimeros u otras especies organicas.
Este tipo de ligandos, por su tamafio y forma, generan impedimento estérico entre
diferentes NPs, evitando el contacto directo y manteniendo las fuerzas de atraccion
Van der Waals por debajo del umbral de agregacién. Algunas propiedades fisicas de
las NPs, tales como el color o la conductividad eléctrica, también pueden verse
afectadas por la presencia de determinados ligandos, ya que éstos pueden mejorar o
empeorar caracteristicas propias de las NPs. Cuantitativamente, se sabe que una
particula de oro de 2 nm podria estar conjugada con aproximadamente 100 moléculas
de ligandos.»34?® Algunos de estos recubrimientos utilizados pueden no ser
persistentes y desplazarse al medio de reaccidn exponiendo al ntcleo metalico y
quedando este expuesto a distintos procesos adversos. Generalmente, las moléculas
o ligandos empleados para el recubrimiento interaccionan con la superficie de las
NPs mediante sus grupos terminales, entre los que destacan los tioles, aminas y
grupos carboxilicos. Por ejemplo, en el caso de las AuNPs, la unién quimica Au-
Ligando mediante tioles es mucho mas fuerte que con grupos amino y esta a su vez
mayor que con los grupos carboxilicos.’” Una manera relativamente sencilla de
producir el intercambio de ligando tendria lugar exponiendo las NPs a un gradiente
de concentracion. Para ello, las NPs se introducirian en un medio concentrado con
el nuevo ligando, favorecido asi el desplazamiento del ligando inicial en la

superficie. Este es el caso de AuNPs recubiertas con ligandos que presenten grupos
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aminos o &cidos carboxilicos, ya que la interaccion es de caracter débil y permite un
fécil intercambio. En el caso de AuNPs recubiertas con moléculas a través de una
unidn fuerte, como es la producida con el grupo tiol, gracias a la elevada afinidad
del oro con el azufre del grupo terminal, s6lo se podria llevar a cabo el proceso de
intercambio si el nuevo ligando tuviera grupos tiol y estuviera en concentraciones
similares o mas altas que el ligando inicial .58

La estrategia de estabilizacion basada en repulsiones electrostaticas, consiste en
exponer las NPs a un medio donde su carga superficial (positiva 0 negativa) sea
elevada. Se sabe que aquellas NPs que poseen un elevado potencial zeta, ya sea
positivo 0 negativo, presentaran una buena estabilizacion electrostatica. Hay que
tener en cuenta que la presencia de compuestos iénicos y el pH del medio pueden
favorecer o perjudicar este efecto. Por ejemplo, en un medio cuyo pH coincida con
el punto isoeléctrico de la NP, su carga superficial sera practicamente nula,
disminuyendo las fuerzas electrostéticas de repulsion y favoreciendo la agregacion
de las NPs.!
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Estabilizacion por impedimento Estérico

Figura 6. Representacion de los mecanismos principales de estabilizacion para AuNPs.

Estabilizacion Electrostatica

Existen otros factores a considerar a la hora de obtener una preparacion de NPs
con buena estabilidad coloidal. Entre ellos, encontramos la concentracion de NP en
el medio, ya que a partir de un cierto valor sobrepasado (que va a depender del
20
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tamafio y la morfologia) el exceso de NPs presentes en el medio y los movimientos
inherentes de las mismas van a generar interacciones suficientemente fuertes como
para provocar la agregacién. Otro factor es la fuerza idnica del medio, que si se
aumenta de forma incontrolada puede llegar a disminuir la carga superficial de las

NPs, favoreciendo su agregacion.®*

1.3.7. Morfologia de las NPs metélicas.

Desde un punto de vista termodinamico, los materiales alcanzan la estabilidad
cuando se encuentran en un estado de minima energia global del sistema (energia
superficial y energia interna). Como ya se ha mencionado en el apartado anterior,
debido a la falta de coordinacion, los atomos superficiales en las NPs presentan una
mayor energia. Teniendo en cuenta que una de las caracteristicas de las NPs es su
elevada area superficial, se hace necesario un mecanismo que ayude a minimizar este
exceso de energia. Aparte de los mecanismos ya propuestos, existen otros
mecanismos que permiten reducir dicho exceso energia superficial. Por ejemplo, los
procesos de relajacion y reconstruccion superficial que tienden a minimizar la
superficie expuesta adoptando la forma esférica. Las NPs son cristales con diferentes
facetas cristalinas de distinta energia superficial y pueden llegar a un estado de
equilibrio termodinamico mediante una configuracion éptima de todas sus facetas,
alcanzando una energia superficial minima. Experimentalmente se sabe que un
icosaedro, un decaedro y un cubo octaedro, al igual que sus modificaciones
truncadas, son las formas mas comunes que presentan las NPs (Figura 7). La
construccion de Wulff predice que las formas de simetria con eje de orden cinco,
como son un icosaedro o un decaedro, son las estructuras mas estables para las NPs
de pequefio tamafio. Mientras que las NPs cubo-octaédricas, que tienen una red
cristalina centrada en las caras, son energéticamente més favorables para las NPs de
mayor tamafio. A partir de los célculos de Wulff se obtiene que, para un monocristal
de estructura clbica centrada en las caras (FCC) en disolucion, la secuencia de
minima energia superficial para las distintas facetas presentes es: (111) > (110) >

(100). Ademés, la morfologia de los cristales esta determinada por factores cinéticos,
21
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los cuales dependen a su vez de las condiciones establecidas en el proceso de
crecimiento del cristal. Un control preciso de la formay la estructura superficial de
las NPs puede emplearse como una estrategia simple para adaptar el rendimiento de
las particulas a una aplicacién especifica, como en el caso de la catalisis. Como
veremos mas adelante, las reacciones cataliticas van a depender en gran medida de
las facetas presentes en el material nanoestructurado. La reaccidn ocurre en las caras
(100) y (110), y cerca de atomos que posean una baja coordinacion. NPs con una
configuracion FCC, al poseer més atomos de baja coordinacion cataliza mejor en

comparacion con otras estructuras.®2-%°
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Figura 7. Representacion e imagenes de ejemplos significativos de formas poliédricas y
facetas que pueden presentar las NPs metalicas.

1.4. PROPIEDADES CARACTERISTICAS DE LAS NPs PLASMONICAS.
Las NPs metalicas presentan propiedades Opticas y electrénicas muy diferentes de
las que tienen estos mismos materiales a escala macroscopica, debido
fundamentalmente a la combinacién de su pequefio tamafio y a la alta relacion
superficie/volumen. Una forma de ilustrar las propiedades caracteristicas de las NPs
es mediante el efecto Tyndall (Figura 8), el cual permite comprobar la presencia de
particulas coloidales en suspension. Se trata de una propiedad por la cual las

particulas (aunque también se da en gases) gracias a su pequefio tamafio son capaces
22
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de dispersar la luz de un haz al pasar por la disolucion que las contiene (Figura 8).
Esta propiedad proviene de su estructura electrénica hibrida, la cual contiene niveles
de energia discretos, como en atomos o0 moléculas y la estructura de bandas desde
un punto de vista macroscopico. El limite superior de tamafio de particula de 100 nm
no es un limite fijo. Es posible, que objetos con mayores dimensiones (siendo el
limite superior las micras) puedan ser definidos como nanomateriales. La raz6n por
la cual el "rango se sitda en el intervalo de 1 a varias centenas nm" se debe a que la
aparicion de un fenémeno cuéntico en un material particular ocurre dentro de este
rango. Entre estos efectos cuanticos, uno de los mas espectaculares se presentan en
las NPs basadas en metales nobles, como es el caso del oro (AuNPs) y la plata
(AgNPs), que confieren a los coloides resultantes colores caracteristicos en funcion
de su forma y tamafio final.5¢ Durante los Gltimos afios, se han hecho importantes
esfuerzos en la preparacion por reduccion de sales de oro empleando citrato u otros
agentes reductores y en presencia de agentes estabilizantes que permitian mantener

las NPs practicamente monodispersas y de tamafio controlado.®”

pr— Efecto Tyndall
|“ Haz Laser

Fuente Luminica

Agua Disolucion Coloidal

Figura 8. Efecto Tyndall.
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Las propiedades electrénicas de las AuNPs y AgNPs han despertado un enorme
interés en los Gltimos afios, especialmente en el campo de la catalisis. Los
catalizadores basados en AUNPs pueden usarse en una amplia variedad de
reacciones, tanto aplicadas en descontaminacion (reduccion de diéxido de carbono)
como en energia (electrdlisis de agua, pilas de hidrégeno o celdas de
combustible).®3®° Esta tesis se centra principalmente en el estudio de este Gltimo tipo
de aplicacion, investigando el efecto del tamafio de particula y del ligando superficial
en las propiedades electrocataliticas de dichas NPs.

Otras propiedades caracteristicas de las AuNPs son su baja citotoxicidad y elevada
biocompatibilidad, lo que ha facilitado su aplicacién en biomedicina. Por ejemplo,
destaca su uso como agente de contraste en tomografia computarizada de rayos X
(RX-CT), basado en la elevada masa atomica del oro y en el efecto local de
atenuacion de los rayos X producido.”®” También, hay que mencionar su uso en el
desarrollo de sensores y biosensores Opticos, basados en cambios de la banda de
resonancia del plasmén y en su relativa facilidad de funcionalizacion con
biomoléculas de interés a través de la unién Au-S. Otro efecto muy interesante de
estos materiales, debido a su elevada sensibilidad, es el denominado Espectroscopia
Raman de superficie aumentada (Surface Enhanced Raman Spectroscopy, SERS)
que se basa en el incremento de la sefial Raman de la molécula unida o cercanaen la
escala de los nandmetros a la NPs.” Por otro lado, se esta investigando el empleo de
estas AuNPs para la vehiculizacién selectiva de medicamentos, ya que se ha
demostrado que las NPs tienden a acumularse de manera pasiva en los tejidos
tumorales por el efecto mejorado de permeabilidad y retencion (EPR, enhanced
permeability and retention effect) (Figura 9).”® Ademéas de minimizar los efectos
secundarios por una administracion mas selectiva, estos nanosistemas terapéuticos
también pueden liberar de manera controlada el medicamento. Es el caso de las
AuNPs que se pueden sintetizar con formas anisotrdpicas que desplacen su banda (o
bandas) del plasmon a la region del espectro Infrarrojo cercano (NIR), pudiéndose
excitar mediante un laser y produciendo un aumento de la temperatura local (efecto

fototérmico) que permite la liberacién del farmaco.™
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Célula cancerosa

Angiogénesis Receptores + NPs

Vaso Sanguineo
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Tejido Sano

Figura 9. Representacion esquemaética de la acumulacion pasiva de NPs en células tumorales

por el efecto EPR.

Las NPs basadas en plata destacan por sus excelentes propiedades
antimicrobianas. Esta capacidad se debe a la reaccién de hidrolisis o de
descomposicién de las AgNPs cuando entran en contacto con las membranas &cidas
de las bacterias, provocando la liberacion de iones plata. Dichos iones se internalizan
en la bacteria, reaccionan con las enzimas presentes a través de los grupos “tiol”
(muy frecuentes en estas enzimas) y las inactivan, impidiendo su metabolismo y

provocando su muerte.”™

1.4.1. Resonancia del plasmon superficial.

Como ya se ha mencionado, las propiedades opticas y eléctricas de las NPs
plasmonicas son directamente dependientes de la forma y el tamafio de las particulas
constituyentes. Las propiedades opticas se caracterizan principalmente por la
aparicion de una fuerte banda de extincion ubicada en la region ultravioleta visible
(UV-visible) del espectro electromagnético, denominada banda de resonancia del

plasmon superficial (el acrénimo inglés es SPR). La resonancia del plasmon se
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define como el movimiento coherente de los electrones superficiales que se produce
en ciertos metales. En Fisica un plasmén es un cuanto de oscilacion del plasma. Es
la cuasiparticula resultado de la cuantizacion de las oscilaciones del plasma, de la
misma forma que un fotén o un fondn son cuantizaciones de ondas electromagnéticas
y mecanicas. En las NPs metalicas donde los electrones estan confinados en las tres
dimensiones, las oscilaciones de estos inducen un campo eléctrico alrededor de las
NPs. Al interaccionar con la radiacion electromagnética, los electrones confinados
dentro de las NPs generan una acumulacion de carga negativa en un lado y una
acumulacién de la carga positiva en el contrario, creando un dipolo eléctrico. Este
dipolo genera un campo eléctrico opuesto al de la luz que obligara a los electrones a
regresar al equilibrio. Estos electrones oscilaran con una cierta frecuencia resonante
del plasmén (SPR).%. La energia de esta resonancia del plasmén superficial va a
depender tanto de la densidad de electrones libres como del medio dieléctrico que
rodea a la particula, situdndose en el rango de la luz visible para metales nobles.”
Por tanto, los plasmones son oscilaciones de la densidad del gas de Fermi (gas de
electrones libres), cominmente a frecuencias épticas (Figura 10). Hay que resaltar
que NPs con morfologias anisotrépicas permiten la resonancia de los electrones en
dos (o0 mas) direcciones, generando asi dos plasmones superficiales (uno longitudinal

y otro transversal) que resuenan a diferentes longitudes de onda.

Oscilacion Longitudinal

Oscilacion Transversal de
a electrones de electrones
—» Campo Eléctrico
jIi N
«w——
I T

Nubede <— =*- []]75%% ‘¢'$
electrones 111
Wy

Figura 10. a) Interaccién plasmén con el campo eléctrico externo, b) Representacion de la

resonancia de los plasmones superficiales en NPs anisotropicas.

La teoria de Mie de absorcion y dispersion de luz por esferas se basa en las
ecuaciones de Maxwell para explicar la interaccion de una onda electromagnética
26
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con pequefias esferas metalicas (aproximando el tamafio de las NPs a esferas casi
perfectas). Cuando el rango de tamafios se sitda entre 1-3 nm, la banda sufre un
desplazamiento hacia el azul y una abrupta caida en intensidad, llegando hasta el
ultravioleta.” La longitud de onda exacta y el maximo de intensidad de absorbancia
dependen de factores como funcionalidad superficial, temperatura y el disolvente
presente. Como se vera mas adelante, el espectro obtenido puede ser usado para dar
una estimacion de la concentracion de NPs y el tamafio aproximado de las particulas

en disolucién.

1.5. ELECTROCATALISIS. TECNOLOGIAS DE HIDROGENO.

El cambio climatico estd obligando a la humanidad a cambiar el modelo de
produccion actual basado en la obtencion de energia a partir de combustibles fosiles.
Las energias renovables han surgido como la alternativa méas sostenible con el medio
ambiente, entre las que destacan la solar, edlica, hidroeléctrica. Una de las
limitaciones de este tipo de tecnologias es el transporte de la energia producida hasta
el lugar de empleo. En algunas ocasiones, es inviable el coste econémico que
conllevaria la instalacion eléctrica necesaria para llevar la energia eléctrica de un
lugar a otro. Una opcidn bastante interesante de transportar dicha energia eléctrica
seria transformandola en energia quimica. Esto requeriria tanto de una reaccién
quimica reversible como de un reactivo quimico econémico, abundante y seguro. Es
ahi cuando surge el proceso de electrolisis de agua y la formacion de hidrégeno como
almacenamiento de energia. Por este motivo, las tecnologias de hidrdgeno suponen
una opcidn viable y prometedora para la descarbonizacion a nivel mundial. Aunque
los Ultimos progresos permiten abaratar su coste y mejorar su rendimiento, aln se
deben superar varios desafios para que la generacion de hidrégeno y el empleo de
celdas de combustible finalmente alcancen su maximo potencial.”®® Entre las
barreras mas importantes que existen, cabe destacar:

o Debido a las propiedades fisicas y quimicas del hidrégeno, la energia

necesaria para la produccion de hidrégeno por electrolisis sera siempre
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mayor que la energia que va a liberar. Esto requiere que la fuente de energia
renovable empleada sea barata y abundante.

e La reaccion de hidrdgeno con oxigeno es muy exotérmica y dificil de
controlar, lo que requiere una evolucion importante de los medios de
almacenamiento de hidr6geno para evitar problemas de seguridad, eficiencia
y coste.

e El hidrogeno puede generar problemas futuros, pues se estima que alrededor
del 10-20 % del hidrégeno se escapard y entrara en la estratosfera
oxidandose a moléculas de agua, pudiendo interferir en el proceso de
formacion de ozono. Ademas, existe la limitacion actual de que solo es
posible usar agua dulce para realizar la electrolisis.

e Latecnologia de conversion mas prometedora son las pilas de hidrogeno o
celdas de combustible, pero, su elevado coste, la inestabilidad, la baja
confiabilidad, una durabilidad inadecuada y la dependencia de catalizadores
metalicos limitan en gran medida la aplicabilidad de esta tecnologia,

En resumen puede concluirse que la falta de una metodologia que permita producir
hidrégeno con un bajo coste y a gran escala es la mayor limitacion en la

implementacidn de estas tecnologias.®

1.5.1 Electrélisis de agua.

El proceso de divisién del agua permite la descomposicién directa del agua en
sus elementos, generando hidrégeno y oxigeno. La energia necesaria para poder
romper los enlaces O-H puede ser suministrada por diferentes fuentes de energia,
tales como eléctrica, térmica o electromagnética (luz). Segun la fuente de energia
empleada para conseguir la division del agua, el proceso se denominaré electrolisis,
termdlisis o fotolisis. Desde el punto de vista electroquimico, la division del agua se
consigue mediante la aplicacion de una corriente eléctrica al medio (Figuras 11y
12). Esta corriente eléctrica pasa a través del electrodo y llega al agua, originando la
reaccion de evolucién de oxigeno (OER acroénico inglés de “Oxigen evolution

reaction”) en el &nodo para formar oxigeno y protones, mientras que en el catodo
28
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ocurre la reaccion de evolucién de hidrégeno (HER acrénico inglés de “Hydrogen

evolution reaction™) y se genera hidrégeno por reduccion de protones aportados al

medio en forma de agua.®?

Catodo: Reduccion
Reaccién de evolucion de Hidrégeno
4H,0 +4e > 2H, + 40H"

Anodo: Oxidacién
Reaccién de evolucién de Oxigeno
40H = 0, + 2H,0 + 4e’

Figura 11. Representaciéon esquematica de una celda electrolitica en la que mediante
separador se llevan a cabo las dos semirreacciones de la electrélisis de agua en medio

alcalino.

La diferencia energética entre el potencial de evolucién del oxigeno (OER) vy el
del hidrégeno (HER) es de 1.229 eV a 25 °C. Estas reacciones se pueden llevar a
cabo tanto en medio alcalino como en medio &cido, presentando distintas ventajas

e inconvenientes que son mostrados en la tabla 1:

Tabla 1: Comparacion del proceso de electrélisis de agua en medio acido y basico.

MEDIO VENTAJAS INCONVENIENTES
Densidad corriente alta Alto coste
; Obtencidn de gases puros Ambiente corrosivo
ACIDO
Respuesta rapida No comercial
Barato y efectivo Densidad de corriente baja
Durabilidad alta Mezcla de calidad gases obtenidos
ALCALINO
Comercial Respuesta lenta
29
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De forma general, durante el proceso de electrdlisis en medio alcalino, los
protones suministrados en forma de agua se reducen para dar el hidrégeno en la
semirreaccion que ocurre en el catodo, liberandose moléculas de hidroxilo. Estas
moléculas viajan hasta el &nodo, donde se produce la semirreaccion de oxidacion
para formar oxigeno y se liberan moléculas de agua que viajan hacia el catodo. El
diafragma se encuentra en la region central de la celda, separa el catodo y el anodo,
permitiendo el paso de las especies formadas (H.O y OH"). También separa los gases
producidos de sus respectivos electrodos, evitando que se mezclen durante el proceso
de electrolisis. En el caso de la electrdlisis en medio acido, la reaccion ocurre de
manera similar y comienza con el bombeo de agua al anodo, donde se forma el
oxigeno y se desprenden protones y electrones. Estos protones viajan a través de la
membrana hacia el catodo, donde protones y electrones se combinan para producir
hidrégeno (Figura 12).

[ ]
J L)
u
[ -] y
¢ )
e® o, J.—' H,
(2 J Y m
Anodo: Oxidacién e o n Cétodo: Reduccién
Reaccion de evolucién de Oxigeno e 5 L} Reaccion de evolucion de Hidrégeno
2H,0 2 0, +4H" + 4e” H,0 e . e 4H* + 4e > 2H,
. J : H
JUe a ° *
J J
J n
S d D

Figura 12. Representacion esquematica de una celda electrolitica en la que se muestra la

funcion del separador sobre ambas semirreacciones de la electrolisis de agua en medio &cido.

Como ya se ha mencionado, el principal inconveniente es el coste energético
necesario para que la reaccion ocurra. El empleo de un catalizador permite la mejora

de la eficiencia del proceso de electrdlisis, ya que produce una disminucién
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importante en la energia de activacion de la reaccion. La cinética de reaccion, tanto
para la HER como para la OER, va a depender en gran medida de la actividad del
catalizador. Los catalizadores mas comunes se basan en platino, para el caso de la
HER, y dxidos de iridio o rutenio, para la OER, los cuales se obtienen de forma
comercial. Pero dado que estos metales nobles poseen un elevado precio, como
consecuencia de su escasez en la tierra, su empleo encarece el proceso en gran
medida, limitando su aplicabilidad e impidiendo su produccion a gran escala. Por
este motivo, es necesario el estudio y desarrollo de nuevos catalizadores, basados en
materiales nanoestructurados, permitiendo abaratar costes en comparacion con los
materiales macroscopicos y mejorando el rendimiento electrocatalitico de estos

procesos. %38

1.5.2. Pila de hidrégeno o celda de combustible.

Desde que en el afio 1839 el cientifico suizo Christian Friedrich Schonbein
descubriese las celdas de combustible o pilas de hidrégeno, estas han sufrido una
constante evolucion hasta la actualidad que adn no se ha detenido. En una celda de
combustible se produce energia eléctrica y calor empleando hidrégeno como
combustible, generando agua como Unico residuo. Por ello, es considerado un
sistema de generar energia de manera limpia y sostenible con el medio ambiente. Por
definicion, una celda de combustible es una celda electroquimica que debe ser
alimentada con combustible de forma continua, permitiendo producir energia
eléctrica de forma constante. La celda de combustible también puede emplear otros
combustibles basados en hidrégeno, tales como etanol, metanol, derivados
carboxilicos y compuestos relacionados.®%% La reaccién global que ocurre en la
celda de combustible es la reaccion inversa a la electrélisis:

2H; + O; —» 2H,0 + Energia

En el interior de la celda de combustible, los gases de hidrégeno y oxigeno se
recombinan electroquimicamente para formar agua y producir energia, de forma
eficiente, silenciosa y sin emisiones contaminantes de gases de efecto invernadero.

Estas son ventajas evidentes sobre los motores térmicos. Las pilas de hidrégeno
31
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tienen un funcionamiento similar al de una bateria, aunque no se agotan ni requieren
procesos de recarga, si necesita un aporte continuo de combustible (Figura 13). En
la bibliografia se pueden encontrar distintos tipos de pilas de combustible, las cuales
se diferencian por el electrolito utilizado y se clasifican en funcion de la temperatura
de trabajo. Cominmente, la configuracion habitual de una celda de combustible
consiste en un electrolito que se encuentra en contacto con los dos electrodos, uno a
cada lado de la celda. El hidrégeno es el combustible que alimenta continuamente el
&nodo, encargado de oxidarlo en agua. El hidrégeno se descompone en protones y
electrones. La membrana electrolitica permite que los protones fluyan del anodo
hacia el catodo, actuando como aislante de electrones. Una corriente de aire (rica en
oxigeno) alimenta de forma continua el catodo, donde se produce la recombinacion
de los protones con las moléculas de oxigeno formando como subproducto agua

pura.

Electrolito Citodo (ORR)

Figura 13. Representacion esquematica de una celda de combustible en la que se indica su

funcionamiento.

Analizando las semirreacciones que tienen lugar en la celda de combustible,

encontramos la semirreaccion de oxidacion (anodo) en la que el hidrégeno se oxida
32
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y, por el otro lado, la semirreaccion de reduccion (catodo) del oxigeno a agua,

denominada reaccion de reduccion de oxigeno (ORR de su acrénimo en inglés:

“oxygen reduction reaction”). Esta Ultima es la reaccién que requiere de mayor

catélisis, debido al coste energético. Ambas semirreacciones se desarrollan segun:
Anodo: H, — 2H* + 2¢°

Catodo: O, + 4H* +2e- > H,0

Cuando la ORR se desarrolla en disoluciones acuosas, esta ocurre principalmente
de dos formas diferentes (Figura 14): (a) Mediante un proceso de reduccion de 2
electrones, pasando desde O, a peréxido de hidrogeno (H20z) y (b), la més deseada,
a través de un proceso de 4 electrones, produciendo la reduccion directa desde O; a
HO.

HOO* — H,0,

—— 02*

0,

> O* > HO* > H,0

Figura 14. Mecanismos en la reaccion reduccion del oxigeno (ORR).

En ausencia de catalizador la cinética de la ORR es lenta, limitando el rendimiento
de la pila de hidrégeno. Por ello, es necesario el uso de catalizadores que permitan
acelerar la cinética de esta reaccion, permitiendo alcanzar un nivel practico para el
empleo de las celdas de combustible. Los materiales basados en platino (Pt) o paladio
(Pd) son los catalizadores mas utilizados, pero su elevado coste y su facil
contaminacién asociada a su alta capacidad de adsorcion limitan la aplicabilidad de
estos sistemas. En los ultimos afios, se estdn desarrollando nuevos materiales
electrocatalizadores para ORR, como alternativa al empleo de Pt o Pd. Una de las
estrategias planteadas se basa en el uso de otros metales nobles (como el oro o la
plata), metales de transicidn y/o aleaciones, que pueden ser sintetizados con tamafios

nanomeétricos, con morfologias y composicion quimica controlada. También, se esta
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trabajando en soportar estos materiales en soportes conductores porosos (grafito,
carbonitruros, grafeno y sus derivados), para aumentar el area superficial activa de
los mismos. Las principales caracteristicas de estos nuevos electrocatalizadores
deben ser: elevada actividad catalitica, conductividad, estabilidad quimica y

electroquimica.®8

1.6. TOXICIDAD DE LAS NPs.

Aunque la obtencion de distintos materiales a tamafios nanométricos puede tener
un enorme interés tecnolégico, estos nuevos nanomateriales pueden a su vez generar
efectos adversos para la salud, representando un riesgo significativo para el medio
ambiente y la salud humana. Esto es debido fundamentalmente a las caracteristicas
propias derivadas de sus dimensiones (combinacion de pequefio tamafio con alta
relacion superficie/volumen), que le otorgan una elevada capacidad de absorcién
celular y de bio-distribucion en mamiferos. Incluso es posible la aparicion de otro
tipo de interacciones desconocidas hasta la fecha con células, tejidos y érganos, que
pudieran conducir a impactos perjudiciales en la salud. En la actualidad, se sabe que
el tamafio de las NPs es inversamente proporcional a su toxicidad potencial. Debido
asu alta reactividad, las NPs pueden llegar a producir dafio mitocondrial, mutaciones
en el ADN e incluso provocar la muerte celular (apoptosis). En algunas ocasiones,
las NPs pueden llegar a sufrir reacciones de corrosion/oxidacion, aumentando su
toxicidad y modificando la actividad bioquimica redox de los medios bioldgicos
circundantes, provocando estrés oxidativo.®® Alternativas como la encapsulacion
de NPs en micelas o su funcionalizacion con monocapas autoensambladas (SAM)
pueden ayudar a prevenir esta corrosién. En cualquier caso, es necesaria la
evaluacion de la degradacion y la persistencia de las NPs en medios biol6gicos,
teniendo en cuenta la composicion y la morfologia del material que compone el
nacleo, ademas del revestimiento de la superficie para evaluar la reactividad y
toxicidad de las NPs.%>° En resumen, es necesario un estudio exhaustivo de la

posible toxicidad que pudieran presentar los distintos nanomateriales, asi como el
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desarrollo y aplicacion de una serie de normas de manejo, para poder mantener unas
condiciones minimas de seguridad y eficacia a la hora de su aplicacion préctica.

A continuacion, se citan algunas medidas de seguridad minimas para el empleo
de las NPs:

e Se recomienda el uso de méscara y guantes de nitrilo como medida de
precaucion, asi como establecer un area de bioseguridad.

o El laboratorio en el cual se trabaja con NPs debe estar limpio y bien
acondicionado.

e Los distintos equipos y el material utilizado durante el proceso de sintesis
de NPs requiere de una correcta limpieza, asi como mantenimiento.

e Recogida y limpieza en caso de derrames y desecho de materiales que
contienen NPs.

e Los trabajadores deben recibir formacién y capacitacién adecuadas para el
manejo de NPs.

Dentro de las NPs basadas en metales nobles, mas biocompatibles en un principio,
las NPs de oro con distintas morfologias, como pueden ser las nanobarras o
nanoesferas se han estudiado y explotado ampliamente en el campo médico para la
administracion selectiva de farmacos debido a su facil funcionalizacidn. Aunque se
pueden encontrar problemas de estabilidad coloidal en presencia de distintas sales
bajo condiciones fisiol6gicas, lo que limita en cierta medida su rango de
aplicabilidad.®® La presencia de efectos citotxicos causados por las NPs de oro, van
a depender del tipo y la concentracién del ligando estabilizador utilizado.®! La
citotoxicidad asociada por ejemplo con las nanobarras de oro, se puede atribuir al
ligando bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB). Aunque se puede eliminar en gran
medida mediante procesos de intercambio que nos permitan funcionalizar hacia un
ligando méas biocompatible, no es posible asegurar la desaparicion completa del
CTAB. Ademas, el propio proceso de eliminacion de NPs de oro del medio ambiente
puede causar impactos negativos. Esto se debe a las distintas técnicas empleadas para

poder recuperar el metal que forma parte de estas nanoparticulas.®®%” También se
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encuentran efectos adversos si se consideran otras NPs metalicas como pueden ser
las NPs basadas en aluminio, cuya toxicidad tiene efectos sobre el mecanismo
mitocondrial y la expresion de ciertas proteinas de la barrera hematoencefalica.®® Las
NPs de 6xido de hierro que administradas por inhalacion causan efectos toxicos al
depositarse en los pulmones, el higado, el bazo y el cerebro.®*'® Las NPs que
contienen cobre afectan en gran medida a la integridad de la membrana celular e
inducen estrés oxidativo.'% Las NPs de plata al introducirse en el sistema fisiolégico,
causan toxicidad debido a su bioacumulacién en érganos, como el higado, pulmones,
rifiones, llegando a penetrar en el sistema nervioso central.'> Ademas, debido a sus
propiedades antibacterianas cuando estas llegan al suelo afectan de forma
significativa a la presencia de bacterias que son beneficiosas interfiriendo de esta

forma en procesos vitales regulados por el suelo.
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2.1. TECNICAS DE MICROSCOPIA

La microscopia electrdnica esta directamente relacionada con la evolucion de la
nanotecnologia. Gracias a su desarrollo fue posible observar las particulas
preparadas en la escala nanoscopica y determinar de forma visual su tamafio,
morfologia, asi como su polidispersidad. Se trata de una tecnologia compleja que ha
estado evolucionado durante los Gltimos 80 afios. Cuando se habla de microscopia,
tanto éptica como electronica, la resolucién de un microscopio es el pardmetro mas
importante que debe tenerse en cuenta. La resolucion indica la distancia minima a la
que se pueden discriminar dos puntos y este limite viene determinado por la longitud
de onda de la fuente de iluminacién. De acuerdo con Ernest Abbe, la resolucién (R)
se puede calcular como la distancia minima detectable entre dos puntos de una

imagen segun la ecuacion:

)
R=K——— &)

n-sen(«)
donde K es una constante que depende del aparato de medida, A es la longitud de
onda del haz de luz con la que se ilumina la muestra, n es el indice de refracciény a
es el angulo de abertura entre el objetivo y la muestra a observar. Segun esta
ecuacion, si se pretende aumentar la resolucién de un microscopio habria que
disminuir el numerador o aumentar el denominador. En el caso de A para un
microscopio éptico, el limite es impuesto por la longitud de onda de la radiacién de
luz visible, que tiene su valor mas bajo a 400 nm (azul) y el mé&s alto a 700 nm (rojo).
Si se considera el espectro electromagnético al completo, las longitudes de onda mas
pequefias que la luz visible serian la radiacion ultravioleta (100-400 nm) y los rayos
X (10 pm-10 nm) pero su implementacion esté limitada debido a las caracteristicas
propias de este tipo de radiacion. En caso del denominador n-sen(a), habria que
incrementar el indice de refraccion del medio entre la lente y el objeto, 0 aumentar

el seno del &ngulo a. Una vez que se elige el material 6ptimo, el indice de refraccién
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se convierte en una variable fija. Por otro lado, si se aumenta el diametro de las lentes
o se reduce la distancia focal de los objetivos se incrementa el angulo a.!

Las particulas como los electrones pueden comportarse como ondas, este hecho
es conocido como dualidad onda-particula. En 1924, de Broglie estableci6 larelacion
inversamente proporcional entre la longitud de onda de un haz de electrones y la
cantidad de movimiento del electrén segln la ecuacion:

S h_h
- B - E @

donde A es la longitud de onda de haz de electrones, h es la constante de Planck, p
es la cantidad de movimiento que es equivalente al producto de la masa m y la
velocidad v del electron. Analizando esta expresion se puede determinar que las
longitudes de onda de los electrones dependen de su velocidad.?® La velocidad a la
que se mueven los electrones se puede cambiar a través de un rango de voltajes.
Cuando los voltajes aplicados son altos, mas se aceleran los electrones y se obtienen
longitudes de onda mas pequefias. Por ejemplo, electrones acelerados con voltajes
de 1 a 300 keV poseen longitudes de onda comprendidas entre 0.040 y 0.001 nm. Un
microscopio disefiado para usar electrones acelerados en voltajes entre 200-300 keV
ofrece la posibilidad de llegar a obtener resoluciones por debajo de 0.1 nm.

Los microscopios electrdnicos poseen una configuracion basada en la de los
microscopios Opticos, pero en vez de lentes Opticas se emplean lentes magnéticas
para concentrar y guiar el haz de electrones. De forma general, todos los
microscopios electrénicos cuentan con cuatro partes principales. Disponen de un
cafion de electrones, una columna constituida por una serie de lentes (que crean
campos magnéticos para dirigir y enfocar el haz de electrones hacia la muestra), un
sistema de enfriamiento y un sistema de vacio. Una de las partes mas importantes, la
constituye el sistema de vacio que se encarga de mantener la integridad del haz de
electrones, ya que estos pueden ser desviados por las moléculas de aire (Figura 1).

Dentro de las ventajas de este tipo de microscopia, es necesario remarcar la alta
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resolucion como principal caracteristica, especialmente cuando se compara con
otras, como la optica. Los microscopios electronicos poseen altos rangos de
magnificacidn, o lo que es lo mismo, obtienen iméagenes mas grandes de la muestra
independientemente de la resolucién del equipo. Gracias a la interaccion de los
electrones del haz con los atomos de la muestra, se puede obtener informacién del
tamarfio, asi como informacion sobre la composicion quimica de la muestra. Pero
existen desventajas, como el hecho de trabajar en alto vacio que limita el tipo de
muestra que se puede estudiar. Comdnmente, los microscopios electronicos trabajan
en el rango de 1-300 keV, por lo que la elevada energia de los electrones producidos
en el haz pueden producir cambios quimicos en la muestra.

Observacién Fuente Fuente
Directa De Electrones De Electrones

Lente

Proyectora f
% Deflector
de Electrones

Lente Ocular |EEE

\§

Lente
Condensadora

Lente Objetivo
J Muestra

Lente

~——> |Muestra Objetivo

Lente
Condensadora | B

Lente

Proyectora fj

: Detector
Muestra

(Imagen en Pantalla)

Lente

fj Proyectora

=4

Imagen sobre Pantalla
Fluorescente

Microscopio Electrénico
de Transmision

Fuente de
lluminacién

Microscopio Optico Microscopio Electrénico

de Barrido

Figura 1. Esquema de las configuraciones para microscopio oéptico, electrdnico de

transmisién y de barrido.

2.1.1. Microscopia Electronica de Transmisién (TEM).

En TEM se transmite un haz de electrones a través de una muestra ultrafina, la
cual esta insertada sobre una sonda porta muestras que interactda con el haz. De esta
forma, se genera una imagen de la muestra, que luego se amplia y enfoca en una
pantalla fluorescente o cdmara CCD. Los electrones que componen el haz son

conducidos a través de un voltaje de aceleracién, para darles la energia suficiente y
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asi pasar a través del material que se pretende estudiar. En el modo habitual de
trabajo los electrones son acelerados con energias de 200-300 keV. Sin embargo, es
posible trabajar en rangos mas bajos de energia al acelerar los electrones por debajo
de los 100 keV. De esta forma, se consigue analizar elementos mas ligeros,
reduciendo el dafio que se le podria ocasionar a la muestra. Las lentes condensadoras
se encargan de guiar y enfocar este haz de electrones hacia la muestra. Una parte de
los electrones son dispersados y otra parte absorbidos. Los electrones que se
transmiten forman una imagen aumentada de la muestra, donde las zonas de mayor
densidad electrénica se observan mas oscuras, mientras que las zonas de menor
densidad electrénica aparecen mas claras. La gran ventaja que ofrece TEM reside en
su elevado rango de magnificacion, asi como de resolucion. Esto es el resultado de
la pequefia longitud de onda del haz de electrones de trabajo, la cual viene dada por
la relacion de De Broglie y su capacidad para suministrar tanto iméagenes como
informacion de difraccion para una Unica muestra. Una limitacion de TEM es que la
intensidad del haz depende de la cantidad de electrones que llegan a la muestra y el
uso de intensidades altas puede en muchos casos llegar a dafiarlas durante su

observacion.*

=
(]
| S
AT M
< o S
f ,5‘
i @
— T

o e ' o 3

Figura 2. Equipo de microscopia electronica de transmision JEOL JEM 2010 del SCAI-
UCO, imagen obtenida de “https://www.jeol.co.jp/en/products/detail/JEM-2100.html”
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Todas las iméagenes de TEM presentadas en esta Tesis Doctoral fueron obtenidas
mediante el microscopio de alta resolucion JEOL JEM 2010 (con sistema de
microanalisis de rayos X por dispersidn de energias) del servicio centralizado de
apoyo a la investigacion de la Universidad de Cérdoba (SCAI-UCO) (Figura 2). Las
muestras fueron preparadas sobre rejillas de cobre recubiertas con una pelicula de
carbono (Ref.: Formvar/Carbon 200 mesh, Copper, FCF200-Cu), depositando una
gota de la muestra diluida (volumen aproximado 7-8 pL) y dejandola secar a

temperatura ambiente.

2.2 TECNICAS ESPECTROSCOPICAS
2.2.1. Espectroscopia de absorcion UV-Visible.

Es una técnica de caracterizacion basica para analizar las muestras obtenidas en
la sintesis de NPs plasmoénicas, debido a la presencia del plasmon superficial. Desde
un punto de vista general, esta técnica permite registrar los cambios que ocurren
cuando la radiacion electromagnética, en la regién del ultravioleta-visible,
interacciona con una muestra. Electronicamente, se produce la absorcién de fotones
por los distintos materiales que constituyen la muestra y la promocion de los
electrones de valencia de un nivel fundamental a otro excitado. De este modo, cada
molécula absorberd a distintas longitudes de onda que son determinadas por la
diferencia entre los niveles de energia disponibles del material de estudio. En el caso
de NPs plasmonicas, existe una relacion directa entre el espectro de absorcion
obtenido y la forma y tamafio de las particulas, debido a la presencia del plasmén
superficial (movimiento coherente de los electrones que componen la nube
electrénica superficial de las NPs y que induce un campo eléctrico alrededor).
Ademas, las propiedades Gpticas de estas NPs van a depender de su naturaleza y de
las condiciones fisicoquimicas del medio que les rodean. Al interaccionar con la
radiacion electromagnética, los electrones confinados en las NPs plasmoénicas
generan una acumulacion de carga negativa en un lado y una acumulacion de la carga
positiva en el contrario, creando un dipolo eléctrico. Este dipolo genera un campo

eléctrico opuesto al de la luz, que obliga a los electrones a regresar al equilibrio.®
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En un espectrofotometro UV-Visible, un haz de intensidad conocida lo se hace
incidir sobre la muestra en estudio y se compara con la intensidad del haz 1 que
resulta de atravesar la muestra. La transmitancia T es la relacién entre ambas

intensidades, y la absorbancia A, se define mediante la siguiente ecuacion:

|
A:_|0910T :_IOQm(I_) (©))]

Cuando las especies absorbentes se encuentran en disolucién, la absorbancia se

puede relacionar con la concentracion ¢ mediante la Ley de Lambert-Beer:5-2:

I
A=-log, (E) =¢&lc @

donde ¢ es la constante de absortividad molar o coeficiente de extincion especifico
del compuesto en estudio, | es el paso 6ptico de la muestra y ¢ la concentracion de la
especie absorbente. Normalmente, el haz de luz de un espectrofotémetro proviene
de una bombilla incandescente para las longitudes de onda de la region del visible y
de una lampara de arco de deuterio para el ultravioleta. A continuacion, el haz llega
a un monocromador, donde se separan las diferentes longitudes de onda, y se hace
incidir sobre la muestra, tras lo que se mide la intensidad | en un detector de
fotodiodo o CCD.

Figura 3. Espectrofotémetro de absorcién UV-visible Cary 100 Bio (Imagen obtenida de
“https://'www.agilent.com/en/products/uv-Vis-uv-vis-nir/uv-vis-uv-vis-nir-systems/cary-100-
uv-vis )

Todos los espectros de absorcion incluidos en esta Tesis Doctoral se midieron en

un espectrofotémetro UV-Visible Cary 100bio (Figura 3). Para ello, se emplearon
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cubetas de plastico desechables de 1cm de paso Optico y, como blanco, el propio

disolvente en el que estaban dispersas las NPs.

2.2.2. Espectroscopia Infrarroja por Transformadas de Fourier (FTIR).

La mayoria de las moléculas y cristales vibran, y la energia necesaria para generar
dicho movimiento se encuentra en la regién infrarroja (IR, entre 700 nm y 1 mm) del
espectro electromagnético. El principio fundamental de la espectrometria molecular
se basa en considerar que las moléculas absorben energia de la luz a longitudes de
ondas especificas. En el caso de la espectroscopia IR, el hecho de que absorban esta
radiacion provoca una serie de vibraciones caracteristicas, las cuales suelen estar
asociadas a ciertos grupos funcionales presentes en una molécula. Dicho de otro
modo, las moléculas tienen la capacidad de rotar y vibrar a distintas frecuencias
(modos vibracionales). Al realizar una medida de FT-IR, se obtiene un espectro en
el que se observan distintas bandas asociadas a los distintos movimientos
vibracionales de los enlaces que posee la molécula (Figura 4). Este conjunto de
bandas constituye lo que se denomina ‘“huella dactilar’ del compuesto. Cada
compuesto tendra entonces un comportamiento particular frente a al haz de radiacion
IR. Los modos vibracionales inducen estas oscilaciones al entrar en resonancia con
la radiacién IR, produciendo un intercambio de energia entre el haz y las moléculas

constituyentes del compuesto en estudio.

Tensién Asimétrica Tension Simétrica

© 60 00 ®

e © ®
@ —0 ©°

Flexion
Figura 4. Representacion de los distintos modos vibracionales para una molécula triatdmica.
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A partir de las siguientes ecuaciones es posible calcular la frecuencia de vibracion

para una molécula diatémica:

, oL |k ©)

27\ u

= ©
m, +m,

donde v es la frecuencia vibracional de un enlace entre dos dtomos que depende
directamente de k, que es la fuerza del enlace, y de u, la masa reducida. Las masas
mi1 Yy my son las masas de los 4tomos que forman la molécula. La absorcion de
radiacion IR se producira siempre que la frecuencia del haz incidente se corresponda
con v,. Cuanto mas fuertes y rigidos sean los enlaces, mayores seran las frecuencias
de vibracion. Ademas, las masas atdmicas mas ligeras suelen originar mayores
frecuencias de absorcion. Por ejemplo, una molécula lineal formada por N atomos
puede vibrar de 3N-5 formas diferentes, mientras que si no es lineal lo hara de 3N-6
formas. Se denomina “modo normal de vibracién” a cada una de las formas en la
cual la molécula vibra, y cada modo tiene una frecuencia que depende de las masas
de los atomos que se mueven y de las constantes de estos movimientos. Desde el
punto de vista de la mecanica cuéntica, no todas las vibraciones atdmicas son capaces
de absorber radiacion IR. La regla de seleccién nos indica que para que una molécula
sea visible en el IR, el momento dipolar de la misma debe cambiar mientras dure la
vibracion de los enlaces.® Cuando se aplica esta técnica para estudiar un compuesto,
se obtienen espectros de transmitancia o absorbancia frente al nimero de onda. El

empleo del nimero de onda es debido a que este varia de forma lineal con la energia.
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siendo v el nimero de onda, A la longitud de onda, » la frecuencia de vibracion, h la
constante de Planck y E la energia del haz incidente. La espectroscopia IR por
transformadas de Fourier (FT-IR), emplea la interferometria para obtener
informacién sobre la molécula en estudio. Su funcionamiento estad basado en el
principio del interferémetro de Michelson, en donde un haz IR golpea a un separador
basado en un espejo semirreflejante que divide el haz de la luz en dos partes iguales.
Estos dos haces de luz se unen de nuevo en el separador durante su viaje de vuelta,
tras ser reflejados sobre otros dos espejos. Uno de ellos movil dispuesto frente a la
trayectoria del haz original, y el otro fijo perpendicular al primero. El espejo movil
se encarga de generar un pequefio desfase, haciendo que el camino 6ptico de cada
haz sea diferente. Desde el separador, el haz se enfoca hacia el compartimento de
muestra y de ahi hacia el detector. El grafico resultante (Intensidad vs. Desfase) se
denomina interferograma. Para interpretar la informacién contenida en los
interferogramas, hay que calcular los espectros de absorcién mediante transformadas
de Fourier. Las transformadas permiten calcular la intensidad de luz para cada
longitud de onda (0 nimero de onda) a partir de la suma contenida en el
interferograma. La transformada de Fourier est constituida por el sumatorio de

senos y cosenos de las distintas frecuencias 6pticas que componen la radiacion. 01!

Figura 5. Espectrofotometro FT-IR (imagen obtenida de https://www.bruker.com/products/
infrared-near-infrared-and-raman-spectroscopy/ft-ir-routine-spectrometers/compact-ftir-

alpha-ii.html”)
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Los espectros FTIR de transmision presentados en esta memoria se obtuvieron
con un espectrofotometro Alpha de la marca comercial Bruke (Figura 5), propiedad
del Departamento de Quimica Fisica y Termodindmica Aplicada. Para ello, las
muestras en estado solido se mezclaban con la sal de bromuro potasico y se
preparaban pastillas con la ayuda de una prensa hidradlica (10 toneladas de presion

durante 5 minutos).

2.3. TECNICAS ELECTROQUIMICAS.

Este tipo de técnicas electroanaliticas permiten analizar las propiedades eléctricas
de una muestra en disolucién o sobre la superficie de un electrodo empleando una
celda electroquimica. La informacién se obtiene a partir de analizar la respuesta
eléctrica, mediada por una reaccién quimica, que el sistema genera al aplicarle una
determinada sefial eléctrica. Este conjunto de técnicas se caracteriza por una alta
sensibilidad, gran selectividad y elevada precisién. Mediante el empleo de un
potenciostato/galvanostato se pueden realizar medidas de potenciales de oxidacién
y reduccién de materiales, de intensidad de corriente, de capacidad de transferencia
electronica, anlisis de corrosion de materiales. Por lo tanto, los analisis
electroquimicos también pueden ser interesantes para caracterizacion de

nanomateriales.

2.3.1. La Celda Electroquimica.

Una celda electroquimica es un dispositivo que es capaz de obtener energia
eléctrica a partir de reacciones quimicas o bien producir las reacciones a partir de un
aporte de energia eléctrica externo (Figura 6). Para ello, es necesario disponer de al
menos dos electrodos: Un electrodo de trabajo (E.T.), que proporciona el potencial
de manera controlada y facilita la transferencia de electrones hasta la muestra en
estudio, y un segundo electrodo de referencia (E.R., que debe tener un potencial
conocido) con el que se mide el potencial del electrodo de trabajo. El inconveniente
de esta configuracion esta en la dificultad de mantener un potencial constante

mientras pasa la corriente por el electrodo. Por este motivo, se suele emplear una
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configuracion de tres electrodos, la cual incorpora un contraelectrodo o electrodo
auxiliar (E.A). El E.R. actta como referencia en la medicion y es un electrodo por el
que no pasa ninguna corriente. Por el contrario, a través del E.A., pasa toda la
corriente necesaria equilibrando al E.T.*2 Todas las mediciones experimentales se
realizaron con un potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT30 y/o con
PalmSens EmStat3. En todos los casos, se usé una celda electroquimica de tres
electrodos, siendo el E.T. un disco de carbon vitrificado de 5 mm. Dicho electrodo
era modificado con las NPs sintetizadas, por la técnica de evaporacion de gota
(“drop-casting”), empleando un volumen de muestra fue de 25 pL y con la misma
concentracion de oro en todos los casos. Como E.R. se usé un electrodo de Ag/AgCl

y como E.A. se us6 una lamina de platino.

ENTRADA DE GASES

Figura 6. Representacion esquematica de una celda electroquimica de tres electrodos.

2.3.2. Voltamperometria ciclica (VC).

En la voltamperometria se mide la intensidad de corriente en funcién del potencial
aplicado y como resultado se obtiene un voltamperograma, que nos da informacion
sobre los procesos de oxidacion y reduccién de la muestra objeto de estudio. Cuando
se realiza una medida voltamperométrica es necesario tener en cuenta la cinética,
ademas de la termodinadmica del sistema en estudio. Dentro de la voltamperometria,

la voltamperometria ciclica es una de las técnicas electroquimicas mas empleadas,
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debido a su versatilidad y a la cantidad de informacion que se puede obtener a partir
de sus resultados. Durante la medida se realiza un barrido de potenciales en sentido
anodico y catddico, observandose a lo largo del proceso diferentes bandas que se
generan como resultado de los procesos de oxidacion y reduccion de las especies
sometidas al estudio, pudiéndose realizar los ciclos de barrido "n" cantidad de veces.
Se obtiene informacion acerca de los potenciales redox, la cantidad de carga,
concentracion, reversibilidad de las reacciones, informacion de las interacciones de
especies absorbidas sobre los electrodos de trabajo y los coeficientes de difusion de
las especies en estudio, entre otras. La medida se realiza midiendo la intensidad de
corriente que pasa por el E.T. sumergido en un electrolito sin agitacion (condiciones
estaticas), aunque también es posible realizar el estudio anulando el movimiento por
difusion de las especies en estudio (condiciones dindmicas). El potencial aplicado va
desde un potencial inicial (Eo) hasta un potencial final (Es), conocido como potencial
de inversién, momento en el que se produce una inversion en el sentido del barrido
y de vuelta al valor inicial Eo. El intervalo de potencial de inversion impuesto en
cada experimento es aquel en el que ocurre la oxidacién o la reduccién controladas
por difusién de una o varias de las especies en estudio, mientras que la direccion en
la que se sucede el barrido dependera de la composicion de la muestra.

Cuando se analiza un voltamperograma (Figura 7), al principio no se observan
cambios en la intensidad de corriente, puesto que no hay especies que sean reducibles
u oxidables en el intervalo inicial de potencial. Cuando el potencial alcanza valores
mas positivos, se comienza a desarrollar una corriente anddica debida a la oxidacion
del material de estudio. Seguidamente, se produce un rapido aumento de la corriente
a medida que la concentracidn superficial de iones se hace cada vez mayor. El total
de la corriente de pico se debe a dos componentes:

e Una corriente inicial transitoria necesaria para ajustar la concentracion
superficial de reactivo a su concentracidn de equilibrio dada por la ecuacion

de Nernst (ecuacion 8).
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e Una corriente controlada por la difusién normal.

80 x 10

40 x 10©

1(A)

-40x 10

-80x 10° |

0.0 01 0.2 03 0.4 0.5
E (V vs Electrodo de referencia)

Figura 7. Representacion de un voltamperograma ciclico en el que se indican los distintos
parametros obtenidos del proceso: Potencial del pico catddico (Epc), potencial del pico
anddico (Epa), intensidad del pico catédico (Ic) e intensidad del pico anddico (Ipa).

Esta corriente disminuye rapidamente a medida que la capa de difusion se extiende
hacia el exterior de la superficie del electrodo. Seguidamente, se alcanza el potencial
de inversion donde se invierte el sentido del barrido, en este punto la corriente sigue
siendo anddica. Una vez el potencial comienza a disminuir la corriente cae a cero y
pasa a ser catddica, como consecuencia de la reduccién de la especie en estudio. Se

genera un pico y comienza a disminuir a medida que se agota la especie.

RT , [OX°®
E:EO+FIOQW (8)

Esta es la ecuacion de Nernst, donde n es el nimero de electrones intercambiados,
R la constante de los gases, T la temperatura, Eo es el potencial estandar, F la
constante de Faraday, y Ox y Re son las concentraciones de las especies oxidadas y
reducidas elevadas a sus correspondientes coeficientes estequiométricos (al utilizar
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disoluciones diluidas el coeficiente de actividad de estas especies es
aproximadamente la unidad).

La voltamperometria es usada como una herramienta de analisis cualitativo. Los
paradmetros mas importantes que se obtienen son el potencial de pico anédico (Epa),
el potencial de pico catddico (Eyc), la corriente de pico anddica (lIpa) y la corriente de
pico catodica (Iyc).

En reacciones de especies reversibles, aquellas lo suficientemente rapidas para
mantener las concentraciones de las especies oxidadas y reducidas en equilibrio en
la interfase del electrodo, es posible aplicar la ecuacion de Randles-Sevcik. Esta

expresion cuantifica la intensidad méaxima segun:

I, =(2.6910°)n* 2 ACD"*v""2 )
donde n es el nimero de electrones intercambiados en la reaccion, A es el area del
electrodo en cm?, C es la concentracion de reactivo en el seno de la disolucion en
mol-cm?, D es el coeficiente de difusion en cm?-s? de las especies oxidada y
reducida, y v es la velocidad de barrido. Como norma general, en un sistema
reversible se cumple que:
59mV (10)

n

>
m
I
m
|
m
1k

donde E; es independiente de la velocidad de barrido, mientras que I, es proporcional
a V1/2.

Que un proceso redox sea reversible o irreversible depende no solo de la
naturaleza quimica de la muestra en estudio, sino también de las velocidades de
barrido empleadas. En el caso de sistemas irreversibles y cuasirreversibles, la
separacion de los potenciales depende de la velocidad de barrido. También las
corrientes de pico se ven afectadas, de forma que cuanto mas irreversible sea el
proceso mayor sera la disminucion de la intensidad del pico en el barrido inverso.
Esto se debe a que en sistemas irreversibles generalmente ocurre que las especies

oxidadas se difunden al seno de la disolucion, por lo que, al aplicar el potencial
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inverso, no se encuentran disponibles a tiempo en la interfase para dar lugar al pico
en el barrido inverso.

En sistemas cuasi reversibles la ecuacion de Randles-Sevcik adquiere la forma:

1/2
|, =0.4463K (A, a)nFAC,D"?v"? . (11)
' RT

donde A es el area del E.T., F es la constante de Faraday, C*4es la concentracion de
la especie electroactiva, D es el coeficiente de difusion, a el coeficiente de
transferencia de carga, n el nimero de electrones en la reaccion, T la temperatura, R
la constante de los gases y v es la velocidad de barrido empleada. En estos sistemas,
1, aumenta con v*2 pero no de forma proporcional.

En los sistemas irreversibles no hay pico de vuelta, E, es una funcion de la velocidad

de barrido y la ecuacion Randles-Sevcik adquiere la forma:

I, =(2.9910°)n(an,)"? ACD A2 (12)

Para procesos irreversibles, la intensidad de pico es proporcional al producto del
numero de electrones n por el coeficiente de transferencia de carga a y el nimero de
electrones transferidos en la etapa que limita la velocidad n.. Ademas, la intensidad
de pico depende también de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido.

En el caso de voltamperometria de barrido lineal, se mide la corriente en el E.T.
mientras se hace un barrido lineal de potencial y se registra el cambio en funcién del
tiempo. Tenemos de este modo que el potencial es igual a:

E=E +wt (13)
donde E; es el potencial inicial, v la velocidad del barrido potencial y t el tiempo
transcurrido.

Una voltamperometria de pulso diferencial (\VPD) consiste en una serie de pulsos
donde el potencial de base aumenta gradualmente en pequefios intervalos entre 10 y
100 mV. La amplitud del pulso se mantendra constante respecto al potencial de base.

La intensidad de corriente que resulta del proceso se mide antes de la aplicacion del
63
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pulso y al final de este, de este modo al representar la diferencia de corrientes que se
obtienen se puede relacionar la intensidad de corriente maxima con la concentracion
de especies que reaccionan. Ademas, VPD nos permite identificar a partir de los

picos generados cuantos procesos redox ocurren en el sistema. 314

2.3.3. Estudio de procesos cinéticos en electrocatalizadores para ORR y HER.
Hasta el momento se han tenido en cuenta medidas de voltamperometria en
condiciones estaticas, donde la muestra en estudio alcanza la superficie del electrodo
gracias a fendémenos de transporte como la difusion por el gradiente de
concentracidn, la migracion por la influencia del campo eléctrico generado, o la
conveccioén natural debido a diferencias de temperatura o densidad. Mediante el
empleo de un electrodo de disco rotatorio (RDE) es posible estudiar la cinética del
proceso (Figura 8), especialmente interesantes en procesos de electrocatélisis como
son la ORR (es decir, medidas voltamperometrias en condiciones dindmicas). El uso
de este tipo de electrodos gracias a su movimiento de rotacion elimina los
movimientos por difusién y migracién quedando UGnicamente el movimiento
mecénico de conveccion (Figura 8). Cuando se estudia la electrocatélisis mediante
voltamperometria dinamica en reacciones como en la ORR, podemos emplear las

ecuaciones de Koutecky—Levich para calcular los pardmetros cinéticos:

1 1 1 1 1
= =+ (14)
J J. J, Bo"* J,
J, =nFKC, (15)
B =0.62nFC,D?*v"®* =B*n (16)

donde J es la densidad de corriente medida, Jx y J. son las densidades de corriente
limitadas por la cinética y difusion respectivamente, w es la velocidad de rotacién
del electrodo, n es el nimero de electrones totales transferidos en la reaccion, F es
la contante de Faraday, Co es la concentracion de la especie en estudio disuelta en el
electrolito, Do es el coeficiente de difusidn de la especie en estudio, v es la viscosidad

cinematica del electrolito, k es la velocidad de transferencia constante de electrones
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durante la reaccién y B* es una constante (con valor de 2.76 x 10° A cm? rpm™'"2
para los experimentos de ORR, en nuestro caso). De los distintos pardmetros
cinéticos que se pueden calcular con un RDE, el nimero de electrones transferidos
es el de mayor importancia para la ORR, ya que esta directamente relacionado con
el mecanismo de reaccion.’® Generalmente, en medio alcalino y dependiendo del
electrocatalizador, se pueden observar dos mecanismos distintos: (1) Un proceso de
un etapa donde se transfieren cuatro electrones por cada molécula de oxigeno y/o (2)
un proceso de dos etapas donde se transfieren dos electrones por cada una.

e Procesodede: Oz+2H0 +4e - 40H

e Procesode2e: O;+HyO+2e — HO;+ OH

H.O + HO, + 2 — 30H"

En el caso de la HER en la electrolisis de agua para la obtencion de hidrégeno,
cuando la reaccidn se desarrolla en medio acido ocurren tres etapas principales que
definen el mecanismo. De esta forma, los protones adquieren los electrones para ser
reducidos y formar hidrégeno sobre la superficie del electrodo:

e Etapade Volmer: H"+e — Hags
e FEtapade Tafel: 2Has — H:
e Etapa de Heyrovsky: H"+ Has + € — H;

El estudio en condiciones dinamicas permite identificar cual de las distintas etapas
es la determinante de la velocidad de reccion para el proceso. Mediante la
representacion de las curvas de polarizacién de Tafel, obtenidas a partir de la
voltamperometria lineal, representando el logaritmo de la densidad de corriente (eje
X) frente al sobrepotencial (eje Y), se puede obtener una linea recta cuya pendiente

nos da la constante cinética de la reaccion:

e Procesos Anédicos > b=@Q—-a)nF/2.3032RT (17)

e Procesos Catddicos > b =-anF /2.3032RT (18)
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En general la pendiente de Tafel (b) es un pardmetro que determina la capacidad
catalitica de un material para la HER. Cuanto menor sea el valor obtenido de b mejor
sera la actividad electrocatalitica del material estudiado. Hay que tener en cuenta que

para el platino, material de referencia, es 35 mV-dec™.16

z

oo

Sentido
Rotacién

Superficie

Figura 8. Representacion de electrodo de disco rotatorio (RDE).

2.3.4. Estudio de las facetas cristalinas presentes en AuNPs mediante
electrodeposicion de plomo a bajo potencial.

La electrodeposicion es un tratamiento electroquimico mediante el cual cationes
metalicos presentes en una disolucion se depositan sobre el E.T., generando de este
modo una capa continua de dicho metal debido al aporte de una corriente continua
de reduccién. En el caso de los materiales basados en oro, se suele emplear la
electrodeposicion de plomo a bajo potencial para estudiar su estructura superficial o
facetas cristalinas presentes, debido a que el potencial de deposicién y disolucién
depende de la simetria de la superficie, dando lugar a varios picos caracteristicos
observables en el voltamperograma ciclico (VC) obtenido (figura 9). La
comparacion de los VCs obtenidos con los que existen en bibliografia para

electrodos de oro monocristalinos, permite identificar y cuantificar la presencia de
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diferentes facetas superficiales.''® De esta forma pueden observarse tres
contribuciones principales:

e El pico situado a 0.44 V (RHE) se corresponde con las facetas (111).

e El pico situado a 0.47 V (RHE) se corresponde con las facetas (100).

e El pico situado a 0.56 V (RHE) se corresponde con las facetas (110).

0.2(—

0.1

0.0 -

-0.1

j/ mAcm?

{ 1“6‘0) |

(111) (110)

| | | ] | ] ] |
0.1 0.2 0.3 04 05 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

E/V vs. RHE

Figura 9. Representacion de un voltamperograma UPD en el que se indican las bandas

correspondientes a las distintas facetas cristalinas para nanobarras y nanoprismas de oro.

2.4. TECNICAS COMPLEMENTARIAS
2.4.1. Dispersion dinamica de luz (DLS).

Mediante esta técnica se puede obtener informacién sobre el tamafio y la
distribucién de tamafios hidrodinamicos que presenta una suspension acuosa de NPs,
empleando los coeficientes de difusion resultantes del movimiento browniano que
estas presentan.’® La técnica DLS considera que todas las particulas son esféricas y
que los posibles agregados se van a comportar como una sola unidad de mayor
tamafio. Un haz de luz laser de 632 nm de longitud de onda interacciona con la
muestra liquida contenida en una cubeta de cuarzo o plastico, de seccion cuadrada,
con las cuatro paredes translucidas. El tamafio se obtiene a partir de la deteccion de

la luz dispersada por las NPs. Cuando la luz atraviesa la dispersion coloidal gran
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parte del haz traspasa la muestra (luz transmitida) pero una pequefia parte es
dispersada por las NPs, a consecuencia de la diferencia entre los indices de refraccion
de éstas y del disolvente, desviando de este modo la trayectoria de la luz en todas
direcciones (luz dispersada). La intensidad dependera de la posicion relativa de las
NPs en ese instante, mientras que la posicion estara condicionada por el movimiento
browniano. Las fluctuaciones de la intensidad de luz dispersada llegaran a un
detector colocado a 173° cercano a la deteccion de retrodispersion. La
retrodispersion reduce posibles efectos de dispersion madltiple, donde la luz
dispersada por una particula es de nuevo dispersada por otras particulas, evitando la
medicion de contaminantes como el polvo, que al ser mas grandes que nuestras
particulas dispersa hacia adelante, al pasar el haz por una ruta mas corta de la
muestra, permite medir a mayores concentraciones. Por otro lado, la intensidad
puede aumentar o disminuir con el tiempo de forma aleatoria, dependiendo del
coeficiente de difusion de las NPs (dependiente de la composicion quimica y el
tamafio), esto hace necesario comparar medidas sucesivas mediante tratamiento
matematico. La funcién que se ocupa de ello se denomina funcidn de autocorrelacion
y es el fundamento basico de la técnica.?°

Durante una medida de DLS, la variacion de la intensidad de luz dispersada se
registra en intervalos de tiempo de nanosegundos hasta microsegundos en
representacion logaritmica, dando lugar a la funcién de correlacién que es una
funcién de decaimiento exponencial. La funcién de autocorrelacion de intensidades
normalizada g‘®(t), esta directamente relacionada con la funcion de autocorrelacion
de campo eléctrico normalizada g”(t) mediante la relacion de Siegert:

G®@ (t) _
(i(0)i(0))

donde g es un factor éptico cercano a la unidad, denominado factor de coherencia.

(19)

g9 (1) = 1+Bg? 1)

La funcién de autocorrelacion de campo eléctrico normalizada g®(t) est4 a su vez
relacionada con el factor de estructura dindmico S(q,t) o funcidn de dispersion

intermedia, en el caso de particulas pequefias comparadas con g
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(E*MEW) s
(E*(0E(0))  S(q)
Sabiendo que q esta definido como el vector de onda:

g®(t) = (20)

4rn,
q =
A
donde 4 es la longitud de onda del l&ser incidente, no el indice de refraccion de la

.0
sm(E) (21)

muestra y @ el angulo en que el detector esta ubicado respecto al haz de luz
transmitido. Solo en el caso de muestras donde nuestro sistema en disolucién esta
compuesto de particulas esféricas, monodispersas y pequefias, la funcién de
autocorrelacion de campo eléctrico normalizada g®”(t) permite obtener el coeficiente

de difusién segln la ecuacion:

t 2
gV = =e(=1) =e 22

donde I es la tasa de decaimiento, t el tiempo de relajacion caracteristico y D el
coeficiente de difusiéon de la particula. En muestras de elevada polidispersidad,
debido a su complejidad, se utilizan métodos alternativos en los que se contempla la
suma de todas las caidas exponenciales para obtener la distribucidn de coeficientes
de difusién y con ello los tamafios. En este caso la ecuacion sin normalizar viene

dada por:
G(r) = All+Bg,(7)*] 23)

siendo ga(t) la suma de todas las caidas exponenciales contenidas en la funcién de
correlacion. Finalmente, siempre que se estudien muestras con elevada dilucion en
las que las interacciones entre las particulas son minimas o ninguna, es posible
aplicar la ecuacion de Stokes-Einstein para obtener el tamafio hidrodinamico
promedio de las particulas:

KgT

= (24)
67znr,

siendo kg la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta, # la viscosidad de

cizalla del disolvente y ry el radio hidrodindmico de la particula.?
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2.4.2. Potencial Zeta (ZP).

Mediante el modelo de la doble capa eléctrica se pretende explicar la presencia de
una carga en la superficie de las NPs y en la distribucion de iones en los alrededores,
debido a la existencia de una concentracion de iones de carga opuesta, la cual
conforma la denominada doble capa eléctrica alrededor de cada particula. Dicha
doble capa esta compuesta por una primera capa interna, que contiene las moléculas
de especies que se encuentran asociadas mas fuertemente y cargadas con signo
opuesto, denominada capa de Stern. La segunda capa la forman iones asociados mas
débilmente, ya que se aproximan a la primera capa por la atraccion de la carga
superficial de la particula pero que al aproximarse sufren fuerzas de repulsion por

las cargas que componen la capa de Stern, siendo Ilamada capa difusa (Figura 10).

Plano de deslizamiento

Nanoparticula cargada
positivamente

Potencial de superficie — 19| |

Potencial de Stern ———T*!
(Plano de Stern) mv +—— Potencial Zeta

(Plano de Gouy)

Distancia desde la superficie de la particula

Figura 10. Representacion esquemética del modelo de doble capa eléctrica.

La diferencia de potencial entre el seno de la disolucion y el sistema descrito se
denomina el potencial Zeta (ZP) de la particula. De esta manera, el ZP permite
definir la carga neta que presentan las particulas en disolucion, con lo que conocemos
la repulsion o atraccion electrostética a la que se ven sometidas y cuya medicién se
70
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realiza de forma indirecta a través de medidas en presencia de un campo eléctrico
aplicado. La presencia de este campo hace que las particulas se desplacen hacia el
electrodo que proporciona la carga opuesta. La medida del ZP permite conocer
informacion detallada de las causas que producen la dispersion, agregacion o
floculacion.?? Uno de los principales factores que afectan a la medida de ZP es el
pH. En medios acuosos, es necesario conocer el valor de pH de la muestra. Un valor
de ZP por si solo, sin definir las condiciones de la disolucion, puede inducir a error.
Generalmente, a valores altos de pH el ZP seré negativo y a valores bajos de pH el
ZP sera positivo. Al igual que ocurre con las proteinas, puede existir un punto
isoeléctrico en el que el ZP se hace cero y la estabilidad coloidal es minima debido
a la ausencia de cargas superficiales, facilitando de este modo la agregacion. El
espesor de la doble capa va a depender en gran medida de la concentracidn de iones
presentes en disolucion y es posible estimar su espesor a partir de la fuerza ionica
del medio. Cuanto mayor es la fuerza iénica mas se comprime la doble capa y hay
una mayor tendencia hacia la agregacion. Este proceso también se ve influenciado
por el estado de valencia de los iones, asi, un ion trivalente comprimira la doble capa
en mayor medida que lo hard un ion monovalente.

Cuando se aplica un campo eléctrico, las particulas cargadas son atraidas hacia el
electrodo de carga opuesta. La viscosidad del medio actuara como fuerza que se
opondra a este movimiento y, cuando se alcance un equilibrio entre ambas fuerzas,
las particulas alcanzaran un movimiento a velocidad constante. Esta velocidad va a
depender en gran medida de la fuerza del campo eléctrico aplicado, la constante
dieléctrica propia del medio, su viscosidad y la diferencia de potencial entre la
particula y el medio o ZP. Se define como movilidad electroforética a la velocidad
con la que una particula se desplaza en presencia de un campo eléctrico. EI ZP y la

movilidad electroforética estan relacionados por la ecuacion de Henry:

_ 2¢1f(ka)

)
E 3

(25)

71

Caodigo Seguro de Verificacion

VCECPGAYHMVHU25XQEWAUXFLYY Fecha 03/06/2020 12:16:37

Normativa

Este documento incorpora firma electrénica reconocida de acuerdo a la ley 59/2003, 19 de diciembre, de firma electronica

Firmante

DAVID ALBA MOLINA

Url de verificacion

http://sede.uco.es/verifirma/code/VCECPGAYHMVHU25XQEWAUXFLYY Péagina 89/224




Experimental Capitulo 11

donde Ue es la movilidad electroforética, z se corresponde con el ZP, & hace
referencia a la constante dieléctrica, # indica la viscosidad del medio y f(ka) es la
funcion de Henry. Las determinaciones electroforéticas del ZP se realizan
normalmente en medios acuosos y en presencia de concentraciones controladas de
electrolitos. Segun la aproximacién de Smoluchowski f(ka) tiene un valor
aproximado de 1.5 en medio polar y de 1 en medios no polares. Por lo tanto, el
calculo del ZP no se realiza directamente, sino que se obtiene a través de su
movilidad electroforética.?® A pesar de que la medicion del ZP no es una medida
directa de la carga superficial, permite estimar la carga neta de las particulas y con
ello nos da idea de su estabilidad coloidal. Cuando el valor obtenido de ZP esté por
encima de +30 mV o por debajo de -30 mV, para un determinado pH, la muestra se

situara en una zona de estabilidad, evitando la formacién de agregados.

Figura 11. Equipo Zeta-sizer Nano que permite medir DLS y ZP (imagen obtenida de
“https://www.malvernpanalytical.com/es/products/product-range/zetasizer-range/zetasizer-

nano-range/zetasizer-nano-zs)”

La medida de ZP se lleva a cabo introduciendo la disolucion con la muestra de
estudio en una celda, con forma de U, que contiene dos electrodos de oro en cada
extremo. A través de dichos electrodos se aplica un voltaje, provocando que las
particulas se muevan hacia el electrodo con carga opuesta. Se utiliza una técnica
Doppler para medir la velocidad de las particulas en funcion del voltaje. De forma
similar a la técnica DLS, un haz laser se divide para proporcionar un haz de
72
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referencia y otro incidente que atraviesa la celda y, a medida que las particulas se
mueven a través del haz, la intensidad de la luz dispersada fluctda a una frecuencia
proporcional a la velocidad de la particula. Se mide la velocidad de las particulas a
multiples voltajes, y estos datos se utilizan para calcular el ZP mediante la ecuacion
de Henry. La intensidad de la luz dispersada cuando llega al detector debe ser
atenuada para estar dentro de un rango especifico y no saturar.?

Tanto los valores de tamafio hidrodindmico (DLS) como de carga superficial (ZP)
de las distintas AuNPs sintetizadas en esta Tesis Doctoral fueron obtenidos en un
equipo Zetasizer NANO ZSP (Figura 11), propiedad del Instituto Universitario de
Nanoquimica (IUNAN) de la UCO.

2.4.3. Difraccién de Rayos X (DRX).

DRX es una técnica que proporciona informacion sobre las estructuras cristalinas
y geometrias de compuestos quimicos. Se puede emplear para identificar muestras a
partir de sus patrones de difraccion, ya que cada sustancia cristalina tiene un patrén
de difraccion caracteristico. EI nimero de indices de Miller observados en un

difractograma esté relaciona con la simetria que posee la celda unidad del cristal.

/

Y

Figura 12. llustracién de una celda unidad y de los distintos parametros que la identifican.
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En todos los casos las celdas unidad (Figura 12) son paralelepipedos que pueden
dar lugar mediante diferencias en sus pardmetros a un total de 7 sistemas cristalinos
que son recogidos en la tabla 1.

Un material cristalino contiene en su estructura un patrén de ordenamiento de los
atomos e iones que lo componen. Por este motivo, podemos definir la celda unidad
como la porcion mas simple de su estructura que al repetirse por translacion
reproduce todo el cristal. Las restricciones en angulos, simetria y distancias
interatdbmicas determinan los distintos tipos de sistemas cristalinos, asi como sus

simetrias.

Tabla 1. Diferentes parametros de la celda unidad que conforman los siete principales

sistemas cristalinos.

SISTEMA PARAMETROS DE i RED
SIMETRIA
CRISTALINO CELDA UNIDAD CRISTALINA
3 a=b=c
CUBICA m3m P, I,F
a=B=Y=90°
a=b#c
TETRAGONAL 4/mmm P, I
a=p=Y=90°
azb#c
ORTORROMBICA 6/mmm P
a=B=Y=90°
azb#c
MONOCLINICA 3m R
a=Y=90°% B #90°
azb#c
TRICLINICA mmm P,C, I,F
a#B#Y #90°
a=b#c
HEXAGONAL 2/m P,C
a=p=90%Y =120°
a=b=c
TRIGONAL 1 P
a=B=Y#90°

Combinando los 7 sistemas cristalinos y dependiendo de la simetria traslacional

de la estructura cristalina, se obtienen 14 configuraciones basicas diferentes que
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reciben el nombre de redes de Bravais. Se trata de operaciones que aplicando las
funciones de traslacion y rotacion de la celda unidad completan todas las
posibilidades disponibles.

Estas redes pueden ser:

e Tipo P: Denominada primitiva y tiene puntos de red en los vértices de la
celda.

e Tipo I: Red Centrada en el interior. Esta presenta puntos de red en los
vértices de la celda y en el centro de la celda.

e Tipo F: Red centrada en todas las caras. Presenta puntos de red en los centros
de todas las caras, asi como en los vértices.

e Tipo C: Red centrada en la base.

Ademas de la simetria traslacional en una red cristalina, existen también
elementos de simetria como centros de inversion, plano de reflexién, ejes de rotacién
de diferentes ordenes (Cy, Cs, Cay Cs) Y €jes de rotacion-inversion (de orden Ss, Sa,
Se). Todos estos elementos de simetria pueden coexistir en una estructura cristalina
generando los grupos puntuales de simetria. Estos 32 grupos cuando se combinan
con los elementos de simetria y las 14 redes de Bravais dan lugar a los 230 grupos
espaciales que son posibles para una estructura cristalina. Los puntos de red que
muestran la simetria traslacional del cristal quedan concentrados en los distintos
planos presentes en la estructura cristalina. Los indices de Miller describen el
conjunto de planos que presentan una misma simetria. La notacion usada es (h,k,1) y
son ndmeros enteros, positivos o negativos e incluso cero. De este modo, los indices
de Miller especifican la orientacion de los planos respecto a la celda unidad y se
calculan a partir de los reciprocos de las intersecciones de los planos con los ejes
(x,y,2).° La separacion existente entre planos se conoce como espaciado reticular, y
cuando hace referencia a una familia de planos (hkl) se simboliza por dhwi. La
relacion entre el espaciado reticular y los pardmetros de red pueden determinarse

geométricamente y dependen de cada sistema cristalino. A medida que se disminuye

la simetria del sistema cristalino aumenta la complejidad de la expresion dnki. Segin
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la ley de Bragg (Figura 13), cuando un haz de radiacién X choca con la estructura
cristalina, debido a la presencia de los atomos y su periodicidad en la red, sufre
fendmenos de difraccién en todas las direcciones. En la mayoria de estas ocurriran
interferencias destructivas, pero en algunas direcciones la radiacion difractada se
mantendra en fase, y se produciran interferencias constructivas siempre que la
diferencia en el camino dptico entre atomos equidistantes sea igual a un nimero
entero de longitudes de onda (nA):
nA = 2d-send (26)

donde d es la distancia entre los planos imaginarios que unen los puntos equivalentes
de la red cristalina. Se establece asi la condicién esencial para que ocurra la
difraccion del haz. A pesar de que fisicamente es un proceso de refraccion, debido a
las interferencias constructivas que ocurren, se genera un efecto similar al de
reflexion, motivo por el cual se emplean los términos como planos de reflexion y

haz reflejado.?

1 . Ley de Bragg v
' nA = 2d-senf

1A

1

hkl oo ——0—0— 2
!20

Figura 13. Esquema que representa la ley de Bragg

Un diagrama de difraccion de rayos X (difractograma) proporciona las
intensidades en funcién de los angulos de difraccion 26, obteniéndose una serie de
indices de Miller caracteristicos del compuesto. A partir del andlisis de un

difractograma de rayos X se pueden obtener los siguientes parametros:
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e La posicion de los picos expresados en valores normalmente 20, pero
también se pueden poner en funcion de 0, d o 1/d2.

e Intensidad de pico tomando la altura del pico o en casos de andlisis méas
especificos incluso el area.

e Perfil de picos presente en la muestra, permite obtener informacion sobre el
tamarfio de grano y las tensiones.

Respecto al funcionamiento de un equipo de DRX, consiste en un haz colimado
de rayos X con una longitud de onda en el rango de 1.5406 A, el cual se hace incidir
sobre una muestra preparada sobre un soporte. El haz de radiacion X es difractado
por las fases cristalinas de la muestra en estudio de acuerdo con la ley de Bragg. El
experimento requiere de la programacion previa mediante el software
correspondiente del rango de angulos de trabajo y tiempo de exposicién que durara
el experimento.

Figura 14. Equipo de DRX Bruker D8 DISCOVER, (imagen obtenida de
“https://www.bruker.com/products/x-ray-diffraction-and-elemental-analysis/x-ray-
diffraction/d8-discover-family.html”)

Los distintos difractogramas de las AuNPs presentados en esta Tesis Doctoral
fueron obtenidos empleando un soporte de vidrio recubierto por un éxido mixto de
77
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indio y estafio (ITO), previa deposicion y secado de una dispersion coloidal
concentrada de la muestra, y empleando un equipo de DRX Bruker D8 DISCOVER
VARIO (Figura 14). Dicho equipo es propiedad del IUNAN-UCO, el cual emplea
un tubo de rayos X de Cu, A = 1.5406 A, y opera a 40 kV y 40 mA. El equipo esta
provisto de un goniémetro Bragg Brentano de alta precisién, un monocromador de

haz primario y un detector de alta sensibilidad ultrarrapido.

2.4.4. Espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS).

La espectroscopia XPS es una técnica analitica de superficie que permite
determinar la composicion, de manera tanto cualitativa como cuantitativa, y
determinar el estado de oxidacion de los elementos quimicos presentes en la
superficie de un material. Su fundamento fisico esta basado en el efecto fotoeléctrico
que causa la irradiacion con rayos X sobre la superficie de una muestra, causando la
fotoionizacidn de los &tomos de la misma y permitiendo la emisién de fotoelectrones
a partir de los niveles de energia determinados por la estructura electrénica propia
del material (Figura 15). El registro de las energias cinéticas y el nimero de estos
fotoelectrones emitidos de la capa superior (0-10 nm de penetracién) del material
analizado proporciona informacién acerca de la distribucion y poblacion de los
niveles de energia electrénicos, permitiendo determinar la composicién quimica de
la muestra, los estados de oxidacidn de los elementos quimicos que la constituyen y
las cantidades en las que estan presentes. Comuinmente, como fuente de radiacion X
se emplea la linea Kai, de Mg o Al con energias de 1253.6 y 1486 eV,
respectivamente. El proceso de fotoemisidn es extremadamente réapido, del orden de
106 s y queda descrito por la ecuacion de Einstein para el efecto fotoeléctrico:

E, =hv-KE (27)
donde Eg es la energia de enlace del electron en el &tomo, hv es la energia de la
fuente de radicacion X y KE es la energia cinética del electron detectado.

Debido a la carga negativa del electron, este es atraido hacia el ndcleo del 4tomo
del que forma parte. Cuanto mas interno es el electrén, mas fuerte es la atraccion que

sufre y mas fuerte es enlace entre ambos, por lo que la energia de enlace varia segln
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el tipo de &tomo al que esté unido y los &tomos que forman parte de su entorno (esta
influencia se debe a la distribucion electronica). Aunque en gases la energia para
romper el enlace es igual a la energia para ionizarlos, en el caso de los s6lidos debido
a la influencia de la superficie se requiere una energia adicional para remover el
electrén. Dicha energia extra es conocida como la funcién de trabajo del
espectrofotometro y va a depender tanto del material como del propio equipo. De
este modo, la energia cinética y la energia de enlace no es igual a la energia de la
radiacion X. La energia de unidn de cada electron emitido se puede determinar
usando la ecuacion de Ernest Rutherford:

E; ()= En — (Ef +4¢) (28)
donde Eg(i) es la energia de unidn del electron en el nivel i, En es la energia del foton
de la radiacién X, Es es la energfa cinética del electron 'y ¢ es la funcion de trabajo.?’

Existe la posibilidad de que al irradiar un sélido se emitan los llamados electrones
de Auger (Figura 15), electrones cuyo analisis es posible llevar a cabo. Cuando un
electrén de un nivel interior es expulsado de un atomo, un electrén de un nivel
superior ocupara la vacante que ha quedado disponible. A veces, esta transicion esta
acompafiada por la emision de un fotdn, cuya energia coincide con la diferencia de
energias entre el nivel superior e inferior. Por lo que estos electrones se diferencian
de los fotoelectrones en que su energia es independiente de la energia de
irradiacion.

@ Emision
electrones

Auger

Radiacién X

Emision foton
Radiacion X

Figura 15. Representacion esquemaética de los distintos procesos de emision de

fotoelectrones por interaccion con radiacion X.
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La espectroscopia XPS estudia la superficie de las muestras hasta un méaximo de
10 nm de profundidad, ya que los electrones poseen menor capacidad para atravesar
los s6lidos en comparacién con la radiacién X. Por tanto, los electrones que son
emitidos a causa de la radiacion X, que ha penetrado mas alla de las primeras capas
de la superficie, no pueden escapar de la muestra y alcanzar el detector. También
existe el problema de que se formen capas de contaminacion en la superficie de la
muestra por exposicion ambiental. Por ello, se requieren condiciones de ultra-alto
vacio para poder medir la superficie que se quiere analizar. La metodologia de
trabajo, en andlisis de XPS, consiste en realizar un amplio barrido del espectro
(llamado Survey), cubriendo un rango de unos 1000 eV. Posteriormente, empleando
mayor resolucion y mayor nimero de convoluciones, se analiza con més detalle

rangos mas pequefios de energia de enlace de unos 20 eV.

Detector
Hemisférico

Fuente de
Radiacién X
Analizador de
gas residual

Fuente de
Gas Argén

Brazo para manipulacién

Brazo Introduccién de la muestra

muestra
Bomba
de Vacio

Figura 16. Representacion esquematica de un equipo de espectroscopia XPS.

Los principales componentes de un equipo XPS son: el sistema de vacio, la fuente
de rayos X, un analizador de energia del electrén y un sistema para poder procesar
los datos (Figura 16). Las distintas muestras son introducidas en una primera cdmara,
donde se procede a generar un vacio entorno a valores de 0.013 — 0.0079 atm. En la
80
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siguiente etapa, es necesario alcanzar condiciones de ultra-alto vacio en el equipo,
un proceso que es lento y que puede llegar a ocupar horas. La introduccion de la
muestra en el interior de la cdmara se realiza mediante una barra extensora porta
muestras. Una vez en el interior de la camara principal, la muestra puede ser
orientada en distintas posiciones, y se puede elegir la zona de la superficie a estudiar
gestionando la correcta posicion de la muestra mediante la ayuda de una camara de
video.

Al igual que para las medidas de DRX, las medidas de XPS presentadas en esta
Tesis Doctoral se realizaron depositando una gota de la dispersién de NPs sobre un
ITOy dejando evaporar el disolvente durante al menos 12 horas. Las medidas fueron
adquiridas en un espectrometro Physical Electronics PHI 5700, propiedad del SCAI-
UCO, el cual cuenta con una fuente de radiacion X no monocromética Mg-Ka En=
1253.6 eV, 15kV y 300W, que se encuentra en posicién perpendicular al eje
analizador y ha sido calibrado empleando la linea 3ds. de Ag con una anchura a

media altura de 1.1 eV. El alto vacio generado en el sistema fue de 7.9-10! atm.

2.5. Tratamiento de datos.

Para el tratamiento y representacion del conjunto de datos obtenidos
experimentalmente en cada técnica, se emplearon los programas: Zetasizer 7.12
software, Opus 6.5 software, Casa-XPS version 2.3.16 PR 1.6, PSTrace 5 version
5.5.2231, OriginPro 2018 64bit, Microsoft Office: Excel 2016 y Microsoft Word
2016. Para el tratamiento y disefio de las distintas imagenes mostradas en esta Tesis
Doctoral se han usado los editores graficos: Microsoft Power Point 2016,
XnConvert, GIMP 2.10.2 y CoreDRAW X7.
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Fuel cells stand out as one of the most promising

alternatives for non-sustainable fossil-based economy.

Efficient electrocatalysts for the Oxygen Reduction
Reaction (ORR) are required for the mass application of fuel cells. Citrate-stabilized
gold nanoparticles (AuNPs) are proposed as potential-dependent electrocatalysts for
the ORR. AuNPs were synthesized by a green, reproducible and easy scale-up
method. After exhaustive characterization, the electrocatalytic activity of the
resulting  AuNPs was investigated in alkaline media. Static and dynamic
electrochemical studies showed a core-size dependent tendency both for their
potentials and intensities. For the first time ever, the hysteresis effect in the ORR
profile over Au nanoelectrocatalysts is reported herein. In addition, the
electrocatalytic efficiency was comparable to those obtained for Au clusters,
suggesting the benefits of citrate stabilizing agent on the electrocatalyst performance
of nanomaterials based on noble metals for ORR. These results pave the way for the

design of non-coated AuNPs as strong candidate for ORR.
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Introduction

The development of effective and easily scaled-up nanomaterials which can
achieve needed current densities for the fabrication of ORR cathodes electrodes for
practical applications constitute one of the hottest research topic in the field of
electrocatalysis in sustainable energy.’ Pt-based nanomaterials have been widely
investigated as active catalysts for ORR cathode reactions in the last decade owed to
their highly efficient electrocatalytic properties.® Nevertheless, their instability as
ORR electrocatalysts together with sluggish reaction dynamics and the high cost of
Pt precious metal have considerably limited the wide-spread commercialization of
fuel cells based on the aforementioned materials.’ Consequently, in recent years, a
number of endeavors has been focused to the developed of non-platinum
nanoelectrocatalysts such as nitrogen-doped carbon nanotubes,® porous gold
nanoparticles,” gold-nanoparticle/graphene as nanocomposites materials,® porous
carbon-supported gold nanoparticles® or even atomically dispersed Fe—Nx species
on porous porphyrinic triazine-based frameworks.°

Gold nanostructures are revealed as promising electrocatalytic platforms given
that gold nanoclusters acts an electron transfer (ET) enhancer and their large active
surface area improve the oxygen adsorption.’*** Gold nanoclusters have been
proposed as relevant nanomaterials for electrocatalysis for the ORR. The effect of
the gold core size on the electrocatalytic performances was deeply addressed.
Despite the afore mentioned studies, the elucidation of the electrocatalytic size
dependence behavior as well as the kinetics properties of gold nanoparticles (AuNPs)
with size above 10 nm has not been reported.

We propose herein a green and an easily scaled-up seeded growth method
previously reported by Bastus et al., for the synthesis of high-quality and long-term
stable citrate-stabilized AuNPs with sizes of 15 nm, 28 nm, 55 nm and 95 nm,
respectively.'®1” After exhaustive characterization, citrate-stabilized AuNPs with
different size were tested for the electroreduction of oxygen by detailed static and

dynamic electrochemical measurements.
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Experimental

Synthesis of citrate-stabilized AuNPs. 15 nm (step 2), 28 nm (step 4), 55 nm
(step 8) and 95 nm (step 11) citrate-stabilized gold nanoparticles (AuNPs) with a
uniform quasi spherical shape and a narrow size distribution were synthesized, by
sequential manner, following a kinetically controlled seeded growth strategy via the
reduction of HAuCI, by sodium citrate.!8” Briefly, 150 mL of 2.2 mM sodium
citrate solution was heated in a 250 mL three-neck round-bottom flask for 15 min
under vigorous stirring. Once the boiling starts, 1 mL of 25 mM HAuUCI, was
injected. After 30 minutes, the reaction was finished. After that, the sample was
diluted by extracting 55 mL of sample (step 1) and adding 53 mL of ultrapure water
and 2 mL of 60 mM sodium citrate. The resulting solution was then used as a seed
solution to the next growing step, and the process was repeated (i.e. the dilution was
heated until the boiling starts, and then 1 mL of 25 mM of HAuCl, was injected.
After 30 minutes, the reaction was finished and 55 mL of sample (step 2) was
extracted). In this way, a total of eleven growth steps were performed obtaining
finally citrate-stabilized 95 nm AuNPs (step 11).

For the resulting AuNPs, the molar gold concentration was estimated from the
absorbance at 400 nm, which is assumed to have a size independent absorption
coefficient.

Material characterization. UV-visible spectra were recorded on a Cary 100 Bio
UV-Vis spectrometer in disposable polystyrene cuvettes with 1.0 cm path length.
Samples for transmission electron microscopy (TEM) were prepared by drying,
under ambient conditions, a dispersion of the particles on 200 mesh copper grids
coated with Formvar/Carbon film. TEM images were obtained in a JEOL JEM 1400
TEM microscope, operated at an accelerating voltage of 80 kV. Powder X-ray
diffraction (XRD) experiments were performing using a Bruker D8 ADVANCE
diffractometer operating at 40 kV and 40 mA and using Cu Ka radiation (1.5406 A).

Electrochemical experiments. Chronoamperometric, cyclic (CVs) and
differential pulse (DPVs) voltammetric measurements were recorded on an

AUTOLAB PGSTATS30 electrochemical analyzer using a three-electrode system. A
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glassy carbon (GC) disc (5 mm in diameter; Pine Instruments Company) were used
as working electrodes. A drop of 25 puL of AuNPs sample (Au®-concentration ~0.7
mM) was loaded onto the clean surface of GC electrode and then dried overnight at
4°C. A platinum sheet and an Ag/AgCl electrode were used as counter and reference
electrodes, respectively. A 0.5 M KOH was used as supporting electrolyte. All the
solutions were purged prior to electrochemical measurements using nitrogen (N.) or

oxygen (O) gas, depending on the experiment.

Results and Discussion
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Figure 1. (A) UV-visible spectra and (F) XRD of citrate-stabilized AuNPs with different
particle sizes. (B—E) TEM images of 15 nm (B), 28 nm (C), 55 nm (D), and 95 nm AuNPs
B).

Figure 1A shows the normalized spectra of each growth step of the citrate-
stabilized AuNPs. The surface plasmon resonance (SPR) band maxima were located
at 521, 525, 535, and 558 nm, respectively. The expected particle size values were
ca. 18, 24, 52, and 96 nm, respectively.'® The morphological characterization of the
AuNPs was performed by TEM, see Figure 1B-E. The citrate-stabilized AuNPs
were quasi-spherical in shape with a narrow distribution in size. Figure S1 shows the
size-distribution histograms obtained from TEM images, demonstrating a good
correlation with the theoretical sizes obtained from SPR bands. X-Ray diffraction
(XRD) analysis was performed to confirm the crystalline structure of the resulting

AuNPs. Figure 1F shows the XRD patterns for the four different growth steps on
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ITO support, which presented diffraction patterns at 38.9°, 44.5°, 65°, and 77.7°
corresponding to the (111), (200), (220), and (311) planes of a face centered cubic
(fcc) structure, respectively. The latter Miller indices were almost identical to the
given values in the standard JCPDS file 4-0784 of fcc Au.'® Furthermore, as it was
expected for larger crystalline nanomaterials, the relative intensity of the XRD peaks

increase with the particle size.

—— 15nmAuUNPs
—— 28nmAuUNPs
—— 55nmAuNPs
—— 95nmAUNPs

20 uA

Intensity (a.u.)

-1,0 -0.8 -06 -0.4 -0.2 00
E (V vs. Ag/AgCl)
Figure 2. Desorption voltammetric profiles of the different AuNPs in 0.1 M NaOH and 1

mM Pb(NOs3), recorded under a N,-saturated atmosphere. Scan rate: 20 mV-s .

To study the electrochemical behavior of the resulting citrate-stabilized AuNPs,
they were deposited by drop-casting, and subsequent drying, on the surface of a
glassy carbon electrode. First, the surface structure and the ratio of the existing facets
on AuNPs of four different sizes were studied by lead underpotential deposition (Pb-
UPD).™® During the positive potential sweep, three stripping peaks corresponding to
the desorption of lead layer on Au(111), (100) and (110) facets can be observed at
around -0.7, -0.57 and -0.47 V, respectively (Figure 2). Overall, variations in the
relative intensity of these three desorption peaks can be observed with the increase
of the particle size. For instance, 15 nm AuNPs showed a single broad desorption
peak, indicating that the most of their surface sites have (100) symmetry. Whilst, 95
nm AuNPs showed well-defined three domains (i.e. (111), (100) and (110)) with a
similar relative intensity. These results suggest that citrate-stabilized 15 nm AuNPs

are the best candidates as ORR electrocatalysts.
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Figure 3. (A,B) Cyclic and (C,D) differential pulse voltammograms of GC electrodes
modified with citrate-stabilized AuNPs of different particle sizes in N»-saturated (A,C) and
Oy-saturated (B,D) 0.5 M KOH. Scan rate: 0.1 V-s™.

Figure 3A,B displays the cyclic voltammograms (CVs) of the citrate-stabilized
AuUNPs in alkaline medium (0.5 M) saturated with N, and O, respectively. No
electrochemical response within the potential ranges of -1.0 and -0.10 V in N.-
saturated solution was found, whereas well-defined cathodic peaks arise at -0.20 V
in O»-saturated conditions indicating the electrocatalytic effect of the citrate-
stabilized AuNPs in oxygen reduction processes. Importantly, the intensities of the
cathodic peaks as well as the onset potential of the O reduction varied significantly
with the size of the citrate-stabilized AuNPs, suggesting a clear dependence of the
electrocatalytic activity with the nanoparticle size. These findings were supported by
the differential pulse voltammograms (DPVs) of the AuUNPs/GC electrodes in N»-
and O»-saturated conditions (Figure 3C,D). In the absence of O, the resulting peaks
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were associated with the Au/AuOx redox process of the AuNPs. On the other hand,
the peaks located between -0.20 and -0.38 V in the DPV curves correspond to the 2-
electron oxygen reduction processes in the presence of O,.

The variation of the intensity values of the DPV curves clearly revealed a
significant influence of the size of the citrate-stabilized AuNPs on the ORR
processes. Interestingly, the peaks located between -0.80 and -1.00 V correspond to
ORR via 4-electron processes, showing the same core-size dependent tendency both
for the potential and intensity values.

Further insights on the effect of citrate-stabilized AuNP core size on the
electrocatalytic activity in ORR were pursued by analyzing the reaction kinetics
properties by rotating-disk voltammetry. Note that the maximum current density
values obtained at the initial forward scan were lower than those at the return scan
during the rotating-disk voltammograms (RDVSs), see Figure 4A.

J (mA-cm®)
PR
J (mA-cm™©)

5 —— 2500 rpm

G2 10 08 06 04 02 00 02 04 0 500 1000 1500 2000 2600
E (V vs. Ag/AgCI) Time (s)

Figure 4. Hysteresis effect during measurements with the rotating disk electrode. (A)
Rotating-disk voltammograms and (B) chronoamperograms of GC/15 nm AuNP electrode at
a rotating rate of 2500 rpm in O,-saturated 0.5 M KOH. Scan rate: 10 mV-s".

The hysteresis might be attributed to the different interaction between Au surfaces
and dioxygen in each scan. The dioxygen adsorption requires the displacement of
the capping ligands on the Au surface during the initial forward scan, which might
require a higher amount of energy than the one during the return scan. Probably, in

the latter case, the oxygen adsorption is much favored because it requires the
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displacement of the reaction product (i.e. OH- or HO2-).20 Figure 4B demonstrates
that the same value of maximum current density obtained during the return scan of
the CV was achieved applying a constant potential of —1.0 V, see Figure 2B. Thus,
the latter result validates the use of return scan for the following Kinetic analysis.
Figure S2 compares the hysteresis effect on ORR for the different citrate stabilized
AuUNPs, showing clear size dependence.

In order to further understand the latter mentioned hysteresis effect on AuUNPs-
based electrocalysts toward ORR reaction, two types of dynamic experiments were
carried out using rotating-disc electrode modified with citrate-stabilized 15 nm
AuUNPs (Figure S3). The first experiment was performed by decreasing the amount
of citrate-stabilized 15 nm AuNPs deposited on the surface of the GC electrode
(Figure S3A-D), and the second one, shortening the initial potential applied during
the cyclic voltammetry measurements (Figure S3D,E). These results demonstrated
that, at least, the hysteresis effect is a process dependent both on the amount of
electrocatalyst deposited on the surface of GC electrode and on the range of applied
potential during the voltammetric measurements.

Figure 5A shows the comparative rotating-disk voltammograms (RDVs) for ORR
of the four different AUNPs/GC electrodes at the same rotating rate of 2500 rpm. On
the one hand, the maximum current density at -1.0 V increased with decreasing the
particle size, obtaining values of -5.58, -5.08, -4.47 and -3.71 mA.cm2 for 15nm-,
28nm-, 55nm- and 95nm-AuNPs/GC electrodes, respectively. A clear core-size
dependence can be observed, in agreement with our previous CVs and DPVs
analysis. This dependence can be attributed to the comparatively higher surface area
of the smaller AuNPs. Noticeably that the limiting current density obtained for our
citrate-stabilized 15nmAuNPs/GC electrode at 2500 rpm was the maximum possible
value following a four-electron pathway and considering the geometrical area of the
GC working electrode.?* It is a clear evidence of the suitability as electrocatalyst for
the ORR of the citrate-stabilized 15nmAuNPs.

The onset potential values of ORR shift negatively with the increase of the AUNP
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size, see Table 1. Note that the same onset value (i.e. -0.20 V) is obtained for citrate-

stabilized 15nmAuUNPs/GC and AussCis(PPhs)1 clusters.?? These interesting results

can be attributed to the different capped ligands, which can block catalytically active

sites of metal NPs and lower the catalytic activity.?® Therefore, the electrostatically

adsorbed citrate ligand appears as a much more suitable ligand for oxygen adsorption

than covalently bound tiol- and tertiary phosphine- binding ligands.

J (mA-cm?)
[

—— GCHM5nmAUNPs
—— GC/28nmAuNPs
—— GC/55nmAuNPs
—— GC/95nmAuNPs

42 10 08 08 04 02 00 02 04
E (V vs. Ag/AgCl)

—— 250 rppm
—— 500 rpm
—— 1000 rpm
—— 1500 rpm
—— 2000 rpm
——— 2500 rpm

J (mA‘cm'Z)
&

-2 10 -08 -06 04 -02 00 02 04
E (V vs. Ag/AgCl)

0
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Figure 5. (A) Rotating-disk voltammograms (RDVs) of GC electrodes modified with citrate-

stabilized AuNPs of different particle sizes at the same rotating rate of 2500 rpm and (B)

RDVs for a GC/15nmAuNP modified electrode at different rotation rates in O-saturated 0.5
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M KOH. Scan rate: 10 mV-s™!. (C) Koutecky—Levich plots at different electrode potentials

obtained from panel (B).

Table 1. Kinetic parameters for ORR of the GC electrodes modified with citrate-stabilized

AuNPs of different particle sizes.

15nmAUNPs  28nmAuUNPs  55nmAuUNPs  95nmAuUNPs

Onset potential (V) -0.20 -0.24 -0.28 -0.30

Number of electrons

2.36 2.34 2.68 2.01
transferred at -0.50 V
Jk (MA-cm2)
-8.33 -5.11 -2.95 -2.55
at-0.50 V
k (cm-s?)
0.035 0.022 0.011 0.012
at-0.50 vV
Number of electrons
4.07 4.08 3.92 3.56
transferred at -1.00 VV
Jk (MA-cm2)
-115.2 -43.97 -21.25 -12.64
at-1.00 vV
k (cm-s?)
0.285 0.108 0.054 0.035
at-1.00 V

Figure 5B shows the resulting RDVs for 15nmAuNPs/GC electrode at different
rotation rates from 2500 to 250 rpm. The shape of our curves was similar to the one
reported previously for 1 nm Au thin film/GC electrode prepared by vacuum
evaporation of gold at a base pressure of 2:10° Torr, requiring a rotation rate of 4600
rpm for obtaining a similar limiting current density at -1.0 V (i.e. -5.58 mA.cm?).%
RDV was applied to citrate-stabilized AuNPs of different sizes; see Figure S4 and
Table 1:
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==t (1)

B =0.62nFC,D?"*v"'® )
J« =nFkC, (3)

where J is the measured current density, Jkx and J. are the Kinetic and diffusion
limiting current densities, respectively,  is the electrode rotation rate, n is the
overall number of electrons transferred in oxygen reduction, F is the Faraday
constant, Cq is the bulk concentration of O dissolved in the electrolyte (1.03-103
mol-L* for 0.5 M KOH), Dy is the diffusion coefficient of O, (1.63-10° cm?-s* for
0.5 M KOH), v is the kinematic viscosity of the electrolyte (0.01 cm?2-s? for 0.5 M
KOH), and k is the electron transfer rate constant during ORR.?® Figure 5C shows
the Koutecky—Levich (K-L) plot obtained from the RDVs of the 15 nm AuNPs/GC
electrode. The excellent linearity of the experimental points demonstrates a first-
order reaction kinetic toward dissolved O,. According to equations (1) and (2), the
values of JK and n can be obtained from the slope and intercept of this K-L plot,
respectively. The rate constants (k) were estimated using the equation (3). Table 1
summarized the resulting kinetic parameters of our 4 different AuNPs/GC
electrodes, both at -0.50 V and at -1.00 V. Overall, the ORR was found to proceed
by a four-electron reaction pathway at -1.00 V, while at -0.50 V the ORR was
performed by a two-electron reaction route. In other words, depending of the applied
potential, the formation of OH" or HO;" as byproduct of the ORR can be conveniently
controlled.?® Therefore, the present concept of potential-dependent electrocatalyst
using exclusively citrate-stabilized AuNPs/GC electrode could be extrapolated to
other reduction reactions and improve the control of product selectivity in
electrocatalytic processes. Finally, the stability of citrate-stabilized 15 nm AuNPs
was evaluated using an accelerated aging test (AAT), which uses thousand scanned

potential performed by cyclic voltammetries in oxygen-saturated 0.1 M KOH
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solution.?”? Figure S5 shows that, after ATT, the ORR onset- and peak-potential
associated with 2 electrons transfer pathway were negatively shifted by 92 mV, while
these same parameters were positively shifted by 170 mV for the 4 electrons transfer
pathway. Moreover, the peak current densities for both ORR mechanisms have
clearly increased after ATT, indicating a possible activation process of this type of
Au-electrocatalyst. These results clearly demonstrated its excellent suitability as

ORR electrocatalyst in alkaline electrolyte.

Conclusions.

The nano-size effect on the electrocatalytic properties of citrate-stabilized AuNPs
for ORR has been assessed. The proposed nanoelectrocatalysts were synthesized by
a green and scaled-up synthesis method. The particle size of the citrate-stabilized
AUNPs influences the maximum current density and the onset potential values, being
two relevant parameters in the quantitative assessments of electrocatalytic
performance. The citrate-stabilized AuNPs render a comparable electrocatalytic
performance to those reported for Au-clusters. This work highlights the crucial role
of the capping ligands coating the Au-core even for Au nanoclusters. Therefore, our
work paves the way for ligand-oriented and surface chemistry design of highly
efficient nanomaterials for electrocatalysis of the ORR. We consider that our
findings may remarkably impact their possible application in fuel cell technology,

where the high cost of the electrocatalyst is one of the critical aspects.

Supporting Information Description. Size-distribution histograms obtained from
the TEM images for each growth step, additional rotating-disk voltammograms and
the AAT. The following files are available free of charge Supporting Information
(PDF).
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Figure S1. Size-distribution histograms from TEM images of citrate-stabilized
AuUNPs: (A) 15nmAUNPs, (B) 28nmAuNPs, (C) 55nmAuNPs and (D) 95nmAuUNPs.
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Figure S2. Hysteresis effect during measurements with rotating disk electrode of

GC electrodes modified with citrate-stabilized AuNPs of different particle size at

same rotating rate of 2500 rpm.
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Figure S3. Cyclic voltametries (CVs) using rotating-disc GC electrodes modified

with different amount of citrate-stabilized 15 nm AuNPs, without dilution (A) and
diluted to 1:2 (B), 1:4 (C) and 1:8 (D), respectively. (E) The latter dilution but
shortening the initial potential applied for the CV.
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Figure S4. Rotating-disk voltammograms for
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04

(B)

GC/55nmAuUNPs, and (C) GC/95nmAuUNPs electrodes at different rotation rates in

Oy saturated 0.5 M KOH. Scan rate 10 mV-s™.
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Figure S5. CVs of GC electrode modified with citrate-stabilized 15 nm AuNPs in
Oysaturated 0.1 M KOH solution, before and after 1000 cycling stability tests. Scan

rate of 0.1 V-s!,
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Tailoring the ORR and HER electrocatalytic performances of
gold nanoparticles through metal-ligand interfaces
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Oxygen reduction (ORR) and hydrogen evolution (HER) reactions are the most
important cathodic processes involved on fuel cell and water splitting technologies,
respectively. The development of bifunctional electrocatalysts materials plays a key
role on the rapid advance of these renewable energy strategies. This work proposes
citrate-stabilized gold nanoparticles (AuNPs) as bifunctional electrocatalysts for ORR
and HER. The capping ligand shows a great influence on their resulting
electrocatalytic performance. A simple ligand exchange method based on
concentration gradient has been optimized. The surface structure of the different
ligand-stabilized AuNPs was inferred by lead underpotential deposition (Pb-UPD).
Static and dynamic electrochemical studies for both ORR and HER have been
performed using different ligand-stabilized AuNPs as electrocatalysts, demonstrating
that citrate ligand confers the best performance. This work suggests that AUNPs may

be suitable as bifunctional electrocatalyst in fuel cells and hydrogen production.
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Introduction

Electrocatalysis appears as key process for mass hydrogen production and fuel
cell in the essential energy economy for mitigating the climate change and fossil
fuels exhaustion.* The precise design of bare metallic surfaces in nanostructures is
receiving intense attention.52° Controlling catalytic rates of organic ligand-capped
metal nanoparticles through a precise tuning of metal-ligand interfaces is ultimately
becoming a fundamental task to design boosted catalytic nanosystems.*-1%

Traditionally, organic ligands have been closely associated to play an active role
over the control of the size and shape of metal nanoparticles as well as their surface
properties, such as electron transfer and hot electron cooling processes, ' switchable
dynamic self-assembly,’” metal-support interactions®® or colloidal stability.'®?
Organic surface ligands have a significant impact on both electronic and steric states
of nanostructured systems. The choice of the surface chemistry of nanomaterials
modulates their electronic densities and reactant accessibilities.??®* Consequently,
the rationale design of ligand coating of the electrocatalysts can potentially tune the
activity and selectivity of metal nanoparticles in a wide range of catalytic
reactions.?*?

Organic linkers have recently emerged as promising strategy to increase the
catalytic performances of nano-sized structures. Guo et al. stated that the electron-
donating properties of phosphine ligands (PPhs) magnify the surface electronic
density of PdNPs improving the chemoselective catalytic hydrogenation of
acetophenone.? In the same direction, Zheng et al. have concluded that interfacial
electronic effects provoked by simple organic variations performed on Pt nanowires
can greatly modify their performances towards the catalytic hydrogenation of
nitroaromatics.?® Additionally, controlling the molecular arrangement of organic
modifiers could be changed the strength of the Brgnsted acid sites and therefore
markedly improve the catalytic efficiency.® In summary, the aforementioned works
have opened new horizons to take advantages of the versatility of organic ligands to

tune the catalytic function of nanostructured materials in a large variety of reactions.
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Despite the tremendous endeavors performed in this emerging field, only a few
works have investigated the organic ligands influence applying an electrochemical
potential at the metal-ligand interface. Indeed, no reports are available on the effects
of organic linkers over the activity of bifunctional nanoparticle electrocatalysts for
oxygen reduction (ORR) and hydrogen evolution reactions (HER), which are

currently the keystone for the development of renewable-energy technologies.?%

Experimental
Synthesis of AUNPs@Citrate

15 nm citrate-stabilized gold nanoparticles (AuNPs) with a uniform quasi
spherical shape and a narrow size distribution were synthesized following a
kinetically controlled seeded growth strategy via the reduction of HAuCl4 by sodium
citrate.3*% Briefly, 150 mL of 2.2 mM sodium citrate solution was heated at ~90 °C
in a 250 mL three-neck round-bottom flask for 15 min under vigorous stirring. Once
the boiling starts, 1 mL of 25 mM HAUCI, was injected. After 30 minutes, the
reaction was finished. The molar gold concentration of the resulting AUNPs@Citrate
was estimated from the absorbance at 400 nm.3¢
Ligand exchange processes

Citrate ligand-exchange to CTAB was performed by a simple method based on
concentration gradients. For this, 100 mM CTAB solution at 28-30 °C was added to
a previously synthesized AuNPs@Citrate dispersion, with an Au® concentration of
around 0.7 mM, in a ratio of 3:2 v/v. The resulting mixture was incubated overnight
at 28-30 °C to allow the incorporation of the CTAB ligands on the surface of the
AuUNPs. Afterwards, the sample was centrifugated at 7500 rpm for 50 minutes. Then,
the supernatant was discarded, and the solid was resuspended into a 100 mM CTAB
solution at 28-30 °C. After overnight incubation, the sample was centrifugated again
at the same conditions. This incubation/centrifugation procedure was performed
twice in order to guarantee a complete ligand exchange. Finally, the resulting
AUNPs@CTAB were suspended in 10 mM CTAB solution and stored at 28-30 °C

until used.
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Citrate ligand-exchange to PSS to obtain AuNPsS@PSS was performed using
similar protocol described above. The main difference was the used PSS solutions,
which had concentrations of 0.4 wt % and 0.15 wt % Na-PSS (Mw = 70 kDa) for the
incubation steps and the storage, respectively.

To perform citrate ligand-exchange to MUA, the most difficult stage was to
control the pH~12, both to allow the aqueous solubility of MUA, which requires
basic conditions, and to avoid the aggregation of AuNPs. For this, an aqueous
solution containing 300 mM MUA and 0.1 M NaOH was prepared. Once MUA was
perfectly dissolved with the help of sonication, the resulting solution was water
diluted 1:10, and subsequently added to the previously synthesized AuUNPs@Citrate
as previously described ligand exchange processes (i.e. in a ratio of 3:2 v/v with an
Au° concentration of ~0.7 mM). After overnight incubation at 28-30 °C, the sample
was centrifugated at 7500 rpm for 50 min. Then, the supernatant was discarded, and
the solid was resuspended into the 1:10 diluted MUA solution (30 mM, pH~12) at
28-30 °C. As described above, the incubation/centrifugation procedure was
performed twice in order to guarantee a complete ligand exchange. Finally, the
resulting AUNPS@MUA were suspended in 30 mM MUA solution (pH~12) and
stored at 28-30 °C until used.

Material characterization

UV-visible spectra were recorded on a Cary 100 Bio UV-Vis spectrometer in
disposable polystyrene cuvettes with 1.0 cm path length. Samples for transmission
electron microscopy (TEM) were prepared by drying, under ambient conditions, a
diluted dispersion of the particles on 200 mesh copper grids coated with
Formvar/Carbon film. TEM images were obtained in a JEOL JEM 1400 TEM
microscope, operated at an accelerating voltage of 80 kV.

XPS studies were performed on a Physical Electronics PHI 5700 spectrometer
(non-monochromatic Mg-Ko. radiation, 300 W, 15 kV and 1253.6 ¢V). Spectra were
recorded in the constant pass energy mode at 29.35 eV, using a 720 um diameter
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analysis area. Charge referencing was carried out using the adventitious carbon peak
(C 1s at 284.8 eV). The energy scale was calibrated using Cu 2ps, Ag 3ds;2, and Au
4f72 lines at 932.7, 368.2 and 84.0 eV, respectively. A PHI ACCESS ESCAV6.0 F
and MULTIPAK V9.6 software packages were used for acquisition and data
analysis, respectively.

Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy was performed in an ALPHA-T
Bruker spectrometer. Spectra were recorded from dried-samples diluted in KBr, at

room temperature in a 4000-600 cm wavenumber range, using the OPUS software.

Electrochemical experiments

Cyclic (CVs) and differential pulse (DPVs) voltammetric measurements were
recorded on an AUTOLAB PGSTAT30 electrochemical analyzer using a three-
electrode system. A glassy carbon (GC) disc (5 mm in diameter; Pine Instruments
Company) were used as working electrode. A drop of 25 uL of AuNPs sample (Au°-
concentration ~0.7 mM) was loaded onto the clean surface of GC electrode and then
dried overnight at 4 °C. A platinum sheet and an Ag/AgCI electrode were used as
counter and reference electrodes, respectively. 0.5 M KOH O»-saturated and 0.5 M
H>SO4 No-saturated solutions were used as supporting electrolytes for ORR and
HER, respectively.

For the HER measurements, all the potentials versus the Ag/AgCl (3 M KCI)
reference electrode were converted to the reversible hydrogen electrode (RHE) scale

using the Nernst equation:®’

Erve = Engrager +0.059pH +Ej, 1

Ag/AgCl

Where Erwe is the converted potential versus RHE, Eagagel iS the experimental
potential measured against the Ag/AgCl reference electrode, and E°agagci is the
standard potential of Ag/AgCl (3 M KCI) at 25 °C (0.205 V). The HER
electrochemical measurements were carried out in 0.5 M H,SO4 (pH = 0.29) at room

temperature: therefore, Erne = Eagiagel + 0.222 V.
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Results and Discussion
Ligand exchange characterization

Stable aqueous dispersions of AUNPs@CTAB, AuNPs@PSS and AUNPs@MUA
were successfully prepared from AuNPs@Citrate through simple ligand-exchange
processes based on concentration gradient. To demonstrate the efficient
functionalization of AuNPs with different capping ligands, UV-visible, Fourier-
transmission infrared (FTIR), transmission electron microscopy (TEM) and X-ray

photoelectron spectroscopy (XPS) analysis were performed.
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Fig. 1 (A) UV-visible spectra of the different ligand-stabilized AuNPs. (B-E) TEM images
of AuNPs@Citrate, AUNPs@CTAB, AuNPs@PSS and AUNPs@MUA, respectively. Inset
their size distribution histograms. (F) FTIR spectra of all these AuNPs.

Fig. 1A shows the normalized UV-vis spectra for the ligand-stabilized AuNPs.
Slight variations on the broadening of the surface plasmon resonance (SPR) band
related to the different electronic interactions between Au-core and the surface
capping ligands were observed. The SPR band maxima (Amax = 521 nm) did not show
a significant change after the ligand-exchange processes, suggesting good
preservation of the Au core. TEM images of the different ligand-stabilized AuNPs
further confirmed the absence of significative changes both on size distribution and
on morphological parameters, see Fig. 1B-E.

The molecular species associated with the obtained AuNPs from the reported
ligand-exchange processes could be identified by FTIR analysis (Fig. 1F).

AuNPs@Citrate showed the expected carboxylate bands of the citrate coating, such
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as the asymmetric C=0 (1637 cm™) and symmetric C-O (1408 cm™) stretching
bands.®2 The presence of CTAB on the AUNPs@CTAB was verified by strong
bands associated with sp3 C-H stretching (2800-2900 cm), -CH3 deformation
(1477 cmt), and C-N stretching (920 and 966 cm™).3® While citrate ligand-exchange
to PSS, AuNPs@PSS showed additional peaks associated with the -SOs™ groups
(1010-1220 cm™).* Finally, after exchange with MUA, the FTIR spectrum of
AUNPs@MUA exhibited a typical COO stretch at 1637 cm™, which red-shifted from
the COOH stretch in MUA (1690 cm in Fig. S1) due to the formation of H-bonds
between neighboring carboxylic acids. In addition, the lack of S-H stretching band
(2520-2700 cm™ in pure MUA, Fig. S1) and the appearance of a C-S stretch at =580

cm* confirmed both the presence of MUA and the formation of Au-S bonds.*04

30000 | A B —
—— AUNPs@Citrate 25000 1 /\ —_ :::g:ggg:‘g
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2 2 20000 - / \
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Fig. 2 High-resolution XPS spectra of N 1s for AuUNPs@Citrate and AUNPsS@CTAB (A),
and of S 2p for AuNPs@Citrate, AUNPsS@PSS and AuNPs@MUA (B). The deconvoluted
high-resolution S 2p core level spectra for AUNPs@PSS (C) and AUNPS@MUA (D).

XPS measurements not only assisted in further confirming the ligand-exchange

procedure, but also offered insights on the oxidation state of Au-surface. Fig. 2 plots
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the survey spectra of the different ligand-stabilized AuNPs on ITO supports,
showing the presence of Au 4f, C 1s and Au 4d in all samples. As expected, Na 1s
and O 1s were detected in all AuNPs, except in the case of AUNPs@CTAB. On the
other hand, S 2p and S 2s were only detected in AUNPs@PSS and AUNPs@MUA
samples displaying significant differences between both signals, while N 1s, Br 3p
(180 eV) and Br 3d (68 eV) were only detected in AUNPS@CTAB.*
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Fig. 3 High-resolution XPS spectra of Au 4f for the different ligand-stabilized AuNPs (A),
and the deconvoluted high-resolution Au 4f core level spectra for AUNPS@CTAB (B),
AUuNPs@PSS (C) and AuUNPS@MUA (D).

Fig. 2A compares in greater detail the high-resolution N 1s core level spectrum of
AuNPs@Citrate and AuNPs@CTAB, showing a single contribution at 402 eV
typical of an alkylammonium cation.® The deconvoluted S 2p core level spectra of
S-containing AUNPs@PSS and AuNPs@MUA show the typical doublet S 2ps, and
S 2pu2. The peaks at 168.4 and 169.6 eV were assigned to the sulfonic group on the

Au surface of AUNPs@PSS (Fig. 2C), whereas the main doublet at 163.2 and 164.4
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eV was assigned to thiolated AUNPs in AUNPS@MUA (Fig. 2D).* Additional
contributions with comparatively much lower relative intensity were assigned to
sulfide groups at low binding.

To gain further insights in Au binding energies associated with distinct capping
ligands, high-resolution XPS spectra of Au 4f were compared in Fig. 3A. Significant
shifts on the Au 4f states of the different decorated AuNPs can be observed, which
can be attributes to changes in their interfacial composition due to the influence of
the surface ligands. Fig. 3B-D show the deconvoluted high resolution Au 4f core
level spectra for AUNPS@CTAB, AUNPs@PSS and AuNPsS@MUA, respectively.
The Au 4f signal for AUNPs@Citrate did not require deconvolution, where the peaks
at83.1eV and 86.7 eV were assigned to Au 4f;, and Au 4fs,, respectively, belonging
both photoemissions to Au(0).442 Intriguingly, the Au4fz, binding energy (83.1 eV)
was clearly shifted to lower value energy compared with the same signature reported
for a pure metallic Au, which was attributed to the negatively surface charged
AuNPs@Citrate.** The Au-CTAB interaction also provided the appearance of two
doublets, where two contributions of Au 4f;, appear at 82.4 eV (17 %) and 84.1 eV
(83 %), respectively (Fig. 2B). The low binding energy signal was assigned to the
positively charged AUNPs@CTAB whilst the second one, much more intense, to Au
interacting with bromide ion. For AUNPs@PSS (Fig. 3C), the Au 4f spectrum also
showed two doublets, but two contributions of Au 4f7, located at 83.7 eV (92 %)
and 85.6 eV (8 %), respectively. The main signal was assigned to Au interacting with
sulfonic group and the weaker one to metallic Au. Fig. 3D shows the deconvoluted
spectrum for AUNPs@MUA with two doublets, with the Au 4f7, signals at 82.4 eV
(39 %) and 84.3 eV (61 %), respectively. Although the resulting binding energy
values of the Au 4f core level were quite similar to the one obtained for
AUNPs@CTAB, the relative intensities for the latter presented more intense signal
probably due to the high binding energy of the Au-S interaction.

The variations in Au binding energies of the different ligand-stabilized AuNPs
and the influence on their surface structure and the ratio of the existing facets were

further investigated by lead underpotential deposition (Pb-UPD).
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Fig.4 Desorption voltammetric profiles of the different ligand-stabilized AuNPs, before (A)
and after (B) ORR measurements, in 0.1 M NaOH and 1 mM Pb(NO3), recorded under N»-

saturated recorded at 20 mV-s2.

Typically, during the positive potential sweep, three stripping peaks corresponding
to the lead layer desorption on the Au (111), (100) and (110) facets could be observed
at around -0.7, -0.57, and -0.47 V, respectively.*** Fig. 4A shows that
AuNPs@Citrate mostly presents (100) symmetry whilst the surface sites of
AUNPs@CTAB, AuNPs@PSS and AuNPs@MUA display (111) domains but with
two peaks of different relative intensities and widths. The latter electrochemical
analysis supports our hypothesis that binding energy shifts were associated with
variations on the surface structure of the AuUNPs due to the influence of the capping
ligands.“® Although the Au(111) surface is the most populated facet due to having
the lowest surface energy, our results for AUNPs@Citrate agreed with Park et al.,
demonstrating that citrate chains also fit to the surfaces of Au(100) and Au(110) with

the same configuration of van der Waals and hydrogen bond interactions that
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Au(111) facets.®® The obtained surface structure for AUNPs@CTAB was surprising,
given that CTAB shows preferential adsorption on gold facets as:
(100)=(110) > (111).% Concerning AUNPs@MUA, Kumar et al. proposed that thiol
derivatives preferentially bind onto the (111) planes because they provide the lowest
surface energy among other facets,* whereas Chen et al. concluded the following
sequence for thiol adsorption at different sites: corner > edge > (100) ~ (111) facets.*®
No reports are available for AUNPs@PSS to the best of our knowledge. According
to our results PSS seemed to present preferential adsorption by facets (111).
ORR analysis

Static and dynamic electrochemical studies were performed using the ORR as
model to investigate the influence of the Au-ligand interface on their electrocatalytic

properties.
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Fig. 5 CVs curves obtained for GC electrodes modified with different ligand-stabilized
AUNPs in Np-saturated (A) and O-saturated (B) 0.5 M KOH at 0.1 V-s%,
Fig. 5A shows the electrochemical response of the Au-core under N»- saturared
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conditions. AUNPs@MUA and AuNPs@PSS do not show the typical Au/AuOx
redox process associated with AuNPs due to both steric and electronic effects of
these capping ligands, which passivate the Au-surface. While the cathodic peak
maximum of AuUNPs@CTAB was located at -0.05 V that is approximately 0.1 V
negatively shifted regarding AuNPs@Citrate. Fig. 5B includes the electrocatalytic
effect of AUNPs in oxygen reduction processes. It should be noted that the intensities
of the cathodic peaks as well as the onset potential of the O. reduction varied
significantly with the capping ligands, demonstrating a clear dependence of the
metal-ligand interface. This observation is consistent with the DPVs measurements
(Fig. S3). Further insight of the ligand-capping effect on the electrocatalytic activity
of AUNPs towards ORR were provided by analyzing the reaction kinetics properties
using rotating-disk electrode voltammetry (RDV). A significant hysteresis between
the initial forward- and the return-scan attributed to the different interaction between
Au surfaces and dioxygen molecules was found, see Fig. S4.4° Hysteresis has been
reported to depend on several factors, such as: particle size, amount of loaded sample
and applied potential range.

We provided herein experimental evidence on the dependence of hysteresis with
the Au-ligand interface. The physicochemical process leading to the observed
hysteresis is the of the capping ligand required for the dioxygen adsorption during
the initial forward scan, which is highly dependent on the ligand type and bonding
interaction with gold surface. Moreover, secondly, the limited current density at -1.0
V using the return scan for the kinetic analysis varies significatively according to the
following order: AuNPs@Citrate > AuNPs@CTAB > AuNPs@PSS >
AUNPS@MUA, obtaining values of -5.58, -3.64, -3.15, and -2.67 mA-.cm?,
respectively (Fig. 6A).

The onset potential values were quite similar for the different ligand-stabilized
AuUNPs (Table 1). The passivation both the AuNPs and GC surfaces was confirmed
by the lower resulting maximum current density at -1.00 V for AUNPs@MUA than
for bare-GC. The striking influence of the ligand coating on the ORR electrocatalytic
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performance was revealed by the comparatively higher differences in the obtained
intensity values for AuNPs with different capping ligands than for varying size of
the AuNPs, e. g., from 15 to 95 nm.*®
o
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Fig. 6 (A) RDVs curves of GC electrodes modified with different ligand-stabilized AuNPs
at same rotating rate of 2500 rpm. Scan rate: 10 mV-s™. (B) Koutecky-Levich plots obtained
from the RDVs in Fig. S4 at -1.00 V.
Table 1 summaries the kinetic parameters at -1.00 V for the different ligand-
stabilized AuNPs obtained from Plots in Fig. S5 by applying the Koutecky-Levich
(K-L) equations:
1 1 1 1 1 @
37373, 7B 3,
L K @ K
Jo=nFkc, @
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where J is the measured current density, Jx and J_ are the kinetic and diffusion
limiting current densities, respectively, o is the electrode rotation rate, n is the
overall number of electrons transferred in oxygen reduction, F is the Faraday
constant, Co is the bulk concentration of Oz dissolved in the electrolyte (1.03-10-3
mol-L* for 0.5 M KOH), Dy is the diffusion coefficient of O, (1.63-10-5 cm?-s™ for
0.5 M KOH), v is the kinematic viscosity of the electrolyte (0.01 cm?-.s? for 0.5 M
KOH), and k is the electron transfer rate constant during ORR.* B* is a constant
(2.76-10° A-cm2-rpm*2) that is the same for all the performed experiments. Fig. 6B
shows the resulting K-L plots for all AuNPs samples, demonstrating first-order
reaction kinetics toward dissolved oxygen due to the excellent linearity of the
experimental points. Overall, the obtained values for n, Jk and k during ORR
decrease as a function of the capping ligand in the following order: AUNPs@Citrate
> AUNPsS@PSS ~ AuNPs@CTAB > AuNPs@MUA. Therefore, AuNPs coated with
citrate ligand revealed as highly efficient electrocatalysts, whereas coating of the
AuNPs with MUA ligands significantly decreased the electrocatalytic performance.
directed by the sequence of each dipeptide and might be tuned by including the
adequate residues.
B =0.62nFC,D?*v"®* =B*n )

Table 1. Kinetic parameters for ORR of the GC electrodes modified with different ligand-
stabilized AuNPs at -1.00 V, obtained from Plots in Fig. S5.

ORR Kinetic
AUNPs@ AUNPs AUNPs AUNPs
parameters . Bare-GC
Citrate @CTAB @PSS @MUA

at-1.00 v
Onset potential
-0.20 -0.20 -0.24 -0.24 -0.27
V)
n 4.07 2.94* 3.57* 2.58* 1.82
Jk (MA-cm?) -115.2 -29.2 -8.7 -13.6 -2.2
k (cm-s?) 0.285 0.100 0.024 0.053 0.012

*n is an apparent value, please see comment in the main text.
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The K-L equations model considers that, at high overpotential, the electrolytic
process is controlled by mass transport (i.e. Jk tends to infinity), and therefore, J ~
JL. Thus, the current density must show a plateau (i. e., a constant value and equal to
Ju) at high overpotential. The expected behaviour was clearly observed for Bare-GC
and AuNPs@Citrate at E < -0.90 V. However, AUNPS@CTAB, AuNPs@PSS and
AuNPs@MUA displayed a different behavior, where the resulting current density
monotonically increased for AUNPsS@PSS and AuNPs@MUA, whilst it decreased
for AUNPs@CTAB (Fig. 6A). As a consequence of this, the K-L equations model is
not applicable to those systems probably due to the electrochemical processes are
more complex than in the mentioned model. The calculation of the overall number
of electrons transferred in oxygen reduction for these ligand-coated AuNPs cannot
be made with the mentioned equations, and the n values might be considered as
apparent, Table 1. This finding is supported by the crossing of the K-L plots for the
CTAB, PSS and MUA ligand-stabilized AuNPs that can be considered as an
inconsistency of the K-L model, given that no crossing is expected when the process
is purely controlled by mass transport (i.e. at rotating conditions), see Fig. 6B.
Additionally, Pb-UPD analysis after ORR measurements were performed on the
different ligand-stabilized AuNPs (Figure 4B). Surprisingly, significant faceting
transformation can be observed for AUNPs@Citrate with a clear tendency to acquire

(111) symmetry, which is the one of the lowest surface energies.*®

HER analysis

The influence of the capping ligands on the electrocatalytic properties of AUNPs
for HER in N-saturated acidic solution was also assessed. Figure 7A shows the
resulting linear sweep voltammograms (LSVs) for HER. Table 2 summaries the
values of onset overpotential (77), the 77 at 10 and 50 mV-cm obtained from LSVs
in Fig. 7A. An evident effect of the capping ligand can be observed for HER similarly
to ORR, obtaining the best performance for the citrate-stabilized AuUNPs. The Tafel

slopes were calculated from Fig. 7B. The resulting overpotential (7) at -10 mV-cm-
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2 and Tafel slope values for AUNPs@Citrate were quite similar to those reported
recently by Tran et al. for 350ug-Au-NPs-13nm/FTO electrode.*® In addition, the
obtained catalytic activity is only 2-fold lower than the best reported for a Pt-based
electrocatalyst.5® The mechanistic pathway in the HER process for the different
ligand-stabilized AuNPs was examined by RDVs measurements (Fig. S6). The
hydrogen evolution rate increases at the rotation rate of 1600 rpm, further confirming
that for AuNPs-based catalysts the mass diffusion of proton is limiting stage, and
thus, the Heyrovsky step may be the rate-determining step (RDS):5!
Au-H + H;0" + e — H+H.0 + Au

A
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Fig. 7 (A) Linear sweep voltammograms (LSVs), without iR-correction, of GC electrodes
modified with different ligand-stabilized AuNPs in N.-saturated 0.5 M H,SO4. Scan rate: 2
mV-s, and (B) the resulting Tafel polarization plots.

Next, durability test of the different ligand-stabilized AuNPs was performed by
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chronopotenciometry at a current density of -10 mA-cm for 12 h.52 As can been
observed in Fig. S7A, in all cases the overpotential remained almost constant for 12
h, demonstrating the good electrochemical stability of AuNPs. In order to further
confirm the good long-term stability of the different AuUNPs toward HER, linear
sweep voltammograms were performed after durability test. Fig. S7B shows that
AuUNPs not only maintained the electrocatalytic capabilities for AUNPs@CTAB and
AuNPs@MUA, but also enhanced for AuNPs@Citrate and AUNPS@PSS. The latter
improvement could be associated with the ligand loss during the long-term
measurements because it was only observed for AuNPs with the weaker Au-ligand
bonding interactions.

Finally, Turn Over Frequency (TOF) and Faradaic Efficiency (FE) values were
calculated for AUNPs@Citrate. The resulting TOF value at -200 mV was 0.1 s,
which was obtained from Fig. 7A and using the equation (5) that considers two
electrons to produce one Hz molecule:®

TOF=J-AR2-F-m (5)
Where J is the current density at a given overpotential (77=-200 mV), A is the surface
area of the electrode (0.2 cm), F is the Faraday constant (a value of 96485 C/mol),
and m is the number of mol of gold on the electrode (1.75-10°® mol de Au). Whilst
to calculate the FE value for AUNPs@Citrate, chronoamperometry measurements at
a constant potential (E = -270 mV) for two specific times were carried out, and the
volumes of the generated hydrogen were measured by water displacement method.
Then, FE values were estimated by comparing the experimental volume of produced
hydrogen with the theoretically calculated for the charge passed (e.g. considering a
conversion of 100 %, 1 C should produce 0.116 mL of Hy), using the following
equation:
FE = 2-F-nH./Q (6)

Where nHz(mol) is the total amount of hydrogen produced and Q(C) is the total
amount of charge passed through the cell. As it can be observed in Fig. S8, the
resulting faradaic yield of AUNPs@Citrate for HER was nearly 100 %.
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Post ORR and HER analysis

XPS analysis of the different ligand-stabilized AuNPs were performed after ORR
and HER measurements (Fig. S9-S13). Overall, the oxidation state of gold cores
does not vary after both cathodic processes, whilst the ligands display two different
behaviours: On the one hand, AUNPs@Citrate and AUNPs@PSS (i.e. Au-O bonds)
show significant loss of their respective surface coverage of ligands. And on the
other hand, AUNPs@CTAB (i.e. Au-N bond) y AuNPs@MUA (i.e. Au-S bond)
almost do not change. This difference can be attributed to the distinct bonding
interaction forces between Au-core and each stabilizing ligand (i.e. Au-S and Au-N
bonds are stronger than Au-O interactions).
Table 2. HER electrochemical parameters for HER of the GC electrodes modified with
different ligand-stabilized AuNPs, obtained from Plots in Fig. 7.

HER

o AuNPs@Citrate AuNPs@CTAB AuNPs@PSS AuNPs@MUA
activity

Onset

Overpotential -0.12 -0.40 -0.25 -0.47

(V)
7 (V) at 10
mV-cm2
7 (V) at 50

mV-cm?

-0.27 -0.72 -0.50 -0.72

-0.37 -0.90 -0.69 -0.86

Tafel slope
(mV-dec?)

74 154 122 118

Conclusions

For the first time ever, non-doped chemically synthesized AuNPs with suitable bi-
functional electrocatalytic performance for ORR and HER was reported. The
resulting catalytic parameters of AuNPs@Citrate were quite similar to the one
obtained for another recently reported bifunctional electrocatalysts (see Table S1).

In addition, the drastic influence of the Au-ligand interface on the electrocatalytic
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performance for both cathodic reactions were demonstrated. Both the metal-ligand
bonding interaction force and the degree of surface coverage are dependent
parameters of the organic ligand type that affect not only to the available surface of
metal for the reactant adsorption (e.g. Oz and H* for ORR and HER, respectively)
but also to facilitate the ligand displacement. Therefore, the capping ligand plays an
important role on the resulting electrocatalytic performances of nanoparticles-based
electrocatalysts. In this direction, the outstanding electrocatalytic properties of the
AuNPs@Citrate towards ORR and HER reactions were attributed to the ability of
this molecule to allow the efficient adsorption of O, and hydronium ions onto the
nanoparticle’s surfaces. The small dimensions of citrate molecules combined with
both their weak attachment to the Au-cores and the high overall negative surface
charge density may strongly increase the number of O, molecules and hydronium
species at the electrochemical interfaces and in turn decrease the activation energy
of the electrocatalytic processes. The chemical versatility of citrate is a weak binding
ligand for allowing successful ligand exchange processes based on simple
concentration gradients has been proven. The proposed procedure paves the way for
exploring other organic and organic/inorganic ligand derivatives for tuning the
electrocatalytic performance of bifunctional Au-cores. Our approach can be readily
extrapolated to other metal-based nanocatalysts. Significant Au-faceting
transformations on AuNPs can be observed after ligand exchange process and
oxygen electroreduction reaction. This work suggests that easy, on-demand chemical
functionalization of the metallic surface of nanostructures can finely adjust the

electrocatalytic activity in renewable energy applications.
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Fig. S1 FTIR spectra of the four pure ligands used in this work.
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Fig. S2 XPS survey spectra of the different ligand-stabilized AuNPs on ITO.
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Fig. S3 DPVs curves obtained for GC electrodes modified with different ligand-
stabilized AuNPs in No-saturated (A) and O2-saturated (B) 0.5 M KOH at 0.1
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Fig. S4 Hysteresis effect during measurements with rotating disk electrode of GC

electrodes modified with different ligand-stabilized AuNPs at same rotating rate

of 2500 rpm. Scan rate: 10 mV-s.
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Fig. S5 Rotating-disk voltammograms for AuNPs@Citrate (A), AUNPS@CTAB
(B), AuNPs@PSS (C) and AuNPs@MUA (D) modified GC electrodes at different
rotation rates in Oz-saturated 0.5 M KOH. Scan rate 10 mV-s%,
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Fig. S6 Linear sweep voltammograms, without iR-correction, of GC electrodes
modified with different ligand-stabilized AuUNPs in N»-saturated 0.5 M H,SO, at

rotation rate of 1600 rpm. Scan rate: 2 mV-s™.,
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Fig. S7 (A) Chronopotenciometry measurements at J = -10 mA-cm for the different
ligand-stabilized AuNPs. (B) LSV curves, without iR-correction, of the different
ligand-stabilized AuNPs before (solid lines) and after (dash-dotted lines) the long-

term stability test.
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Fig. S8 Faradaic efficiency plot of AuUNPs@Citrate for HER at -270 mV (E vs.

RHE).

139

Caodigo Seguro de Verificacion

VCECPGAYHMVHU25XQEWAUXFLYY

Fecha

03/06/2020 12:16:37

Normativa

Este documento incorpora firma electrénica reconocida de acuerdo a la ley 59/2003, 19 de diciembre, de firma electronica

Firmante

DAVID ALBA MOLINA

Url de verificacion

http://sede.uco.es/verifirma/code/VCECPGAYHMVHU25XQEWAUXFLYY

Péagina

157/224




Articulo 1l

Capitulo 111

Fig. S9 High-resolution XPS spectra of Au 4f (A), C 1s (B) and O 1s (C) for
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Fig. S10 High-resolution XPS spectra of Au 4f (A), C 1s (B) and N 1s (C) for
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Fig. S11 High-resolution XPS spectra of Au 4f (A), C 1s (B), O 1s (C) and S 2p (D)
for AUNPs@PSS, before and after ORR and HER measurements.
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Fig. S12 High-resolution XPS spectra of Au 4f (A), C 1s (B) and S 2p (C) for
AUNPs@MUA, before and after ORR and HER measurements.
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Fig. S13 High-Resolution XPS spectra of Au 4f for AuNPs@Citrate (A),
AUNPs@CTAB (B), AUNPs@PSS (C) and AuUNPs@MUA (D), including schematic
representation of the spatial distribution of each capping ligand on AuNPs surface

(not drawn to scale).

CTAB - Cetyltrimethylammonium Bromide
PSS - Polystyrene Sodium Sulfonate
MUA - 11-Mercaptoundecanoic acid
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Unprecedent 3D nanobiosystems composed of recombinant CotA lacccases and
citrate-stabilised gold nanoparticles have been succesfully achieved by an
electrostatic self-assembly strategy. The bioelectrochemical reduction of O driven
by CotA laccase at the spore coat was mimicked. Consequently, key insights of its

bioelectrocatalytic function were unravelled.

The hierarchical arrangement of multiple building blocks to form complex
structures with specific functionalities, from well-ordered protein aggregates to more
sophisticated nanomachines like nucleosomes and ribosomes, is often observed in

Nature.® Such well-organized biological structures can be found performing vital
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functions in the cells such as protein synthesis, genome packing, cellular structural
support, information storage and regulation of metabolic reactions.®” As a result, the
building of artificial self-assembled nanostructures to mimic the function of natural
systems has become an attractive research topic in the last years.®

Recent advances in supramolecular and synthetic chemistry have triggered the
development of useful techniques towards the design of new artificial biomaterials
with unique properties.®*2 Up to now, a wide range of strategies have been developed
to construct well-organized nanostructures from the self-assembly of nanoparticles
and proteins as principal building blocks for a myriad of applications such as drug
delivery,** drugs design®® and biocatalysis.’®* With this aim, electrostatic self-
assembly has been successfully used to achieve CdSe-ZnS quantum dot
bioconjugates!” and protein-ArgNPs superstructures,'® among others. %2

Multiccoper oxidases (MCOs) are a family of metalloenzymes that couple the
one-electron oxidation of a variety of substrate molecules, both inorganic and
organic, to with four-electron reduction of dioxygen to water. These enzymes are
distinguished by having three distinct copper sites, Cu types 1, 2 and 3; the oxidation
of the reducing substrate occurs at the type 1 (T1) Cu site while the reduction of O,
occurs at the T2/T3 trinuclear cluster. Specifically, CotA laccase, is a bacterial MCO
that is abundant in outer coat layer of spores of the soil bacterium Bacillus subtilis.?*
Spores are cellular structures designed to resist a wide-range of physical-chemical
extremes such as wet and dry heat, desiccation, radiation and UV light. Although
CotA-laccase exact function within the spore coat is still not fully understood, it was
proposed its involvement in the formation of the spore brown pigment that contribute
to spore resistance against UV-light and hydrogen peroxide.?? Particularly, it has
been shown that spore coat components of marine Bacillus species promote, using
molecular oxygen, the oxidation of Mn?* by a biologically catalysed process.?®
Consequently, the analysis of the bioelectrochemical oxygen reduction processes on
3D-nanobiomimetic systems composed of recombinant CotA laccases and AuNPs

can shed light over the catalytic function of these metalloenzymes in spore coat. The
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aforementioned systems are taking a core-shell configuration where enzymes are
disposed along the nanoparticles surfaces that in turn simulate the spore coat shape.
In this work, the recombinant CotA laccase was electrostatically attached to citrate-
stabilised AuNPs of 15 nm and 95 nm, respectively, at physiological pH using a
simple one-pot electrostatic self-assembly approach (Scheme 1).

e ¥
AuNPs ;,S,_‘g};* ,, > £
CotALac@15nmAuNPs CotA Laccase CotALac@95nmAuNPs
Scheme 1. Overview of the direct bioelectrocatalytic reduction of oxygen by the

electrostatically self-assembled nanobioconjugates.

To the best of our knowledge, this is the first time that the bioelectrocatalytic
function of CotA laccase is mimicked by electrically active 3D nanobioarchitectures
and linked to the nanoparticles size, ionic environment and temperature effects.

The isoelectric point (pl) of the CotA laccase is 7.7?and the overall charge of the
enzyme surface is positive at neutral pH, which facilitates its electrostatic anchorage
onto the negatively charged citrate groups of the AuNPs. Indeed, citrate groups can
provide not only suitable 3-D platforms for tethering enzymes, but also a flexible
linker to trigger the electronic communication between the redox biomolecules and
the gold nanoparticles.® Additionally, the electrostatic self-assembly was achieved
from solution allowing thus the full coverage of the nanoparticles. This strategy
differs from previuos reports where laccases were immobilised onto AuNP-covered
electrodes.?® UV-vis measurements were carrried out to determine the effects of the
enzyme immobilization on the surface plasmon resonance (SPR) bands of the gold
nanoparticles.

Figure 1A,D displays the UV-vis spectra of the unbonded AuNPs as well as the
147
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corresponding electrostatically assembled biocojugates CotALac@15nmAuNPs and
CotALac@95nmAuUNPs. It can be noted a slight shift of the SPR bands of both
AuNPs from 600 nm to 610 nm upon the immobilization process. These results
indicate a change in the dielectric nature surrounding of the metal surface
nanoparticles driven by the possible salt-bridges mediated interactions (i.e.
combination of two non-covalent interactions: hydrogen- and ionic-bonding)
between AuNPs and enzymes as well as the maintenance of a relatively good
dispersity of the nanoparticles.?” The similar wavelenght up-shifts observed for both
bioconjugates suggest a similar protein layer thickness surrounding the nanoparticles
surfaces. The absence of agglomeration and the efficient enzyme coating after
bioconjugation were confirmed by TEM analysis (Fig. 1 B-F). The resulting TEM
images of the particles, before and after the electrostatic self-assembly process,
showed no variation in Au-core size and shape but with a significant variation in
their protein-corona, which was especially evident in CotALac@95nmAuNPs (Fig.
1F).

\ » "
06 -/ <
04 . 15nm AuNPs
A ' . 2o 15nm Aut

400 500 600 700
Wavelength /nm 22000 &’ 200 nm 20 nn
1.0 E . J:
NEIN

06

04 — \ .

0Zh e e | 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm'1)

Transmittance (a.u.)

i Lac@som AuNPs

400 500 600 700 .
Wavelength / nm 200 nm 200 nm

Fig. 1. (A) UV-visible spectra of 15nmAuNPs and its bioconjugate CotALac@15nmAuUNPs.
(B and C) TEM images of 15nmAuNPs and its bioconjugate CotALac@15nmAuNPs,
respectively. (D) Same as (A) but for 95nmAuNPs. (E and F) TEM images of 95nmAuNPs
and its bioconjugate CotALac@95nmAuNPs, respectively. (G) FTIR spectra of 15nmAuNPs
(black line), CotALac@15nmAuNPs (red line), 95nmAuNPs (blue line),
CotALac@95nmAuNPs (pink line), and CotALac (dark-yellow line).
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The immobilization of CotA laccase was confirmed by FT-IR (Figure 1G).
AuUNPs, with both 15 nm and 95 nm particle sizes, showed the typical carboxylate
bands of the citrate coating, such as asymmetric C=0 stretching (1641 cm™) and
symmetric C-O stretching (1400 cm™).28 FT-IR spectra of CotALac@15nmAuUNPs
and CotALac@95nmAuNPs exhibited the presence of amide | vibrations (C=0
stretch and C-N in-plane bending) overlapped with carboxylate ones. The
appearance of a double peak (1639 and 1619 cm™) can be attributed to C=0
stretching from Amide I and asymmetric C=0 stretching from carboxylate groups,
respectively. On the other hand, significance changes in intensity of the peak at 1400
cm® can be assigned to a combination of C-N in-plane bending from Amide I and
symmetric C-O stretching from carboxylate groups.?® Also, both bioconjugates
presented C-O-C (1102 cm™) and C-C (600 cm™) stretching modes observed in
pristine CotA laccase spectra. These observations clearly confirmed the presence of
CotA laccase in the coating. Surprisingly, amide 11 band of the CotA laccase, which
is located at 1554 cm?, dissappeared upon the immobilization step for both
bioconjugates suggesting the existance of an interaction between the N-H groups of
the enzymes and the carboxylate groups of the citrate capped AuNPs.* Although the
amide | band contribution of both bioconjugates retained the same positions in
comparison to the free-CotA laccase, the absence of the amide Il bands clearly
suggest that the enzymes underwent slight conformational changes due to the salt-
bridges interactions between the carboxylate groups of the citrate-stabilized AuNPs
and the amine and/or quaternary ammonium groups of the CotALaccase.*

The formation of both bioconjugates was also monitored by Dynamic Light
Scattering (DLS) and Zeta-Potential (ZP) measurements (Table S1). As it was
expected for the electrostatic adsorption of enzyme molecules to AuNPs surface,
DLS analysis showed an increase in the hydrodynamic diameters (HD) of the
particles after bioconjugation. Considering the given HD of the CotALac and
assuming a slight variation of the hydration shell of the AuNPs, the resulting
bioconjugate volumes indicate both, the formation of a monolayer of CotA laccase

molecules and the absence of aggregation during the self-assembly process. In
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addition, ZP analysis displayed a decrease of the surface charge of the particles after
bioconjugation. A similar behaviour was recently reported after conjugation of Rhus
vernicifera laccase to negatively charged AuNPs by using a non-covalent binding
approach.®

5000 Al ;‘ B| 1000 N ©
. i y

Intensity (a.u.)
Intensity (a.u.)

205 200 285 280 295 290 285 280 404 400 396
Binding Energy (V)  Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)

F

|, |
‘ 10000 10000

Intensity (a.u.)

, ——,
90 85 8090 85 80
Binding Energy (eV)  Binding Energy (eV)
Fig. 2. (A) XPS spectra of the prepared bioconjugates for C1s; Deconvoluted high-resolution
C1s XPS spectra of (B) 95nmAuNPs and (C) CotALac@15nmAuNPs; Deconvoluted high-
resolution N1s XPS spectra of (D) CotALac@95nmAuNPs and (E) CotALac@15nmAuNPs;
(F) XPS spectra of the prepared bioconjugates for Au4f, Deconvoluted high-resolution Au4f
XPS spectra of (G) CotALac@95nmAuNPs and (H) CotALac@15nm AuNPs 95nm AuNPs
(pink line), 15nmAuNPs (blue line), CotALac@95nmAuNPs (green line) and
CotALac@15nmAuNPs (red line).

XPS measurements were performed in order to fully understand the chemical
properties of the prepared nanomaterials, as well as, to corroborate the successful
protein immobilization on the nanoparticles surface. The obtained spectra revealed
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the presence of C, Au and O for all the samples. Particularly, XPS analysis of the
protein modified materials showed a band around 399 eV, which can be assigned to
N1s, confirming the effectiveness of the functionalization process. N1s spectra of
both CotALac@95nmAuNPs and CotALac@15nmAuNPs (Figure 2D-E) displayed
two contributions associated to N from peptide bonds and pyrimidinic groups. In
addition, not Au-N coordination was observed, since it is well known that N1s
binding energy decreases by 1-3 eV upon binding to metallic surfaces due to a
transfer of electron density from nitrogen to metals.*? Deconvoluted high-resolution
Cls XPS spectrum of 15nmAuNPs (Figure 2B) exhibited four well-defined
contributions at 284.6, 285.9, 287.9 and 290.2 eV, which can be attributed to C-
C/C=C, CH,-COH, COO-(Au) and COO-(H), respectively. In turn, Cls XPS
spectrum of CotALac@15nmAuUNPs (Figure 2C) can be deconvoluted in five peaks
at 284.6, 286.2, 287.2, 288.1 and 290.3 eV, related to C-C/C=C, CH,-COH, C-N,
COO-(Au) and COO-(H), respectively.> Specially, the band at 287.2 eV
corroborated the successful protein immobilization. It is also worth to mention that
the relative intensity of the peak assigned to COO-(Au), consistent with the presence
of citrate coordination to Au surface, decreases for the laccase functionalized
nanoparticles, most likely due to the salt-bridge mediated interaction of the protein
with the citrate groups (contributing to the C-N peak) and partial citrate displacement
after the immobhilization process.*® Furthermore, high-resolution XPS spectra of the
Au 4f core level exhibited two peaks around 82.9 and 84.4 eV from Au(0) and Au(l),
respectively, suggesting that the dominant oxidation state of gold in the samples is
Au(0), with minimal charge transfer at the citrate/AuNPs interface.®* Noticeably, the
N/Au ratio was determined for both CotALac@95nmAuNPs and
CotALac@15nmAuNPs, being 4 times higher for CotALac@15nmAuNPs than for
CotALac@95nmAuUNPs (protein content higher for functionalized 15nmAuNPs,
Table S2) The electrocatalytic properties toward the reduction of oxygen of the
CotA laccases, CotALac@15nmAuNPs and CotALac@95nmAuNPs deposited onto
ITO electrodes, were subsequently evaluated by cyclic voltammetry (Figure 3).
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Fig. 3. Cyclic voltammograms (CVs) of Bare-ITO and ITO electrode modified with pristine
CotALac in N»-saturated (A) and O-saturated (B) sodium phosphate buffer (50 mM, pH
7.0). (C) CVs of ITOs modified with CotALac@15nmAuNPs and CotALac@95nmAuNPs
in No-saturated sodium phosphate buffer (50 mM, pH 7.0). (D) CVs of ITOs modified with
CotALac@15nmAuNPs and CotALac@95nmAuNPs in O,-saturated sodium phosphate
buffer (50 mM, pH 7.0) in the absence or presence of NaF (30 mM). 100 mV-sec™.

Free-CotA laccases exhibited a poor electrocatalytic activity (Figure 3B) most
probably due to unsuitable orientations of the enzymes onto the ITO surfaces
towards the electroreduction of oxygen, which adopt mainly a random orientation.
On the other hand, when the redox biomolecules were electrostatically anchored to
gold nanoparticles, remarkable electrocatalytic currents were observed (Figure 3D).
These results suggest that AuNPs allow the direct electron transfer (DET) of the
enzymes, act as efficient electronic bridges between the proteins and the surface
electrodes, provide active ET orientations and thus greatly enhance their
bioelectrocatalytic performances. It is well-established that the difference in the
electrocatalytic behaviour of redox enzymes is driven by their orientation
distribution patterns. A random distribution of enzyme orientation commonly leads
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to low electrocatalytic signal® whereas the immobilization of proteins at highly
oriented active ET configurations produces excellent bioelectronic yields.3” Rudiger
et al. have proved that both orientation and electrocatalytic properties of enzymes
bearing a dipole moment can be controlled by electrostatic interactions at the
protein/amino-terminated monolayer interfaces.® Since CotA laccase exhibits two
well-defined positively and negatively charged regions at the surface (Figure S2), it
can adopt, after the electrostatic attachment, a preferential orientation resulting in
efficient ET configurations, with a very positive impact on their bioelectrocatalytic
activities.

Also, the apparent midpoint potential (E®") of the resulting bioconjugates in N,-
saturated sodium phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) were -0.156 and -0.154 V for
CotALac@15nmAuNPs and CotALac@95nmAuNPs, respectively, more negative
as compared to -0.072 V, the value obtained for the free-CotA laccase (Figure 3A
and 3C). This result could be understood by the influence of the negatively charged
surface nanoenvironment of the citrate groups.®®“! Interestingly, enzymes
immobilized onto the smallest nanoparticles delivered higher electrocatalytic
currents indicating that the nanometric dimensions of the AUNPS provides an extra-
improvement of the electrostatically tied enzyme DET reaction rate. Such remarks
are in good agreement with the Antonio D. Lacey et al. work, where laccases were
covalently attached to gold nanoparticles of 5 and 16 nm respectively, following an
oriented immobilization approach.?® On the opposite trend, Sergey Shleev et al.
concluded by strong experimental evidences that bioelectrocatalytic reaction rates
do not changes with particle sizes of the gold nanoparticles in the 20-80 nm range.*?
In order to explain the influence of the nanoparticle size on the bioelectrocatalytic
performances of CotA laccase-citrate capped AuNPs bionanostructures, we propose
the following ideas. Firstly, the bioelectrocatalytic features of each electrically active
nanobioarchitecture is strongly related with the particular methodology used to
synthesize the pristine nanostructures as well as the immobilization approach used
to anchor the redox enzymes. In these sense, it is worth to point out that spherical

character of the nanoparticles suffers a significant decreasing at larger sizes using
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our synthetic approach.® Therefore, it could be expected a lesser organization of the
citrate layer structure at the smallest nanoparticles due to the increase of the
nanoparticles curvature, which in fact may induce some disorganization on the
citrate nanodomains as described in various works for monolayer-protected gold
nanoparticles.** Bearing in mind these facts, CotA laccases immobilized onto
disordered citrate nanodomains of the 15 nm AuNPs can more easily penetrate and
accommodate their redox sites closer to the electrodes surfaces and consequently
improve both the DET responses and the enzymatic bioelectrocatalytic yields.

The pronounced shifting toward negative potentials of the onset potential values
of the CotA laccase immobilised on citrate-stabilised gold nanoparticles (0.005 V
(vs Ag/AgCl)) is remarkable compared with the values of 0.60 V and 0.37 V (vs
Ag/AgCI) obtained for fungus and recombinant laccases immobilized on carbon
nanotubes (CNTSs), respectively.*>* The remarkable changes in the onset potential
of the CotALac@AuUNPs can be explained by the structural and functional
differences among the enzymes and/or the singular nanoenvironmental conditions
created by the citrate groups at the enzymes/AuNPs interfaces.* 4

The influence of halides ions over the electrocatalytic activity of laccases has been
widely investigated to provide additional insights into their ET pathways. It is well
known that fluoride anions binds to T2/T3 trinuclear copper center and supress the
intramolecular ET (IET) from the type 1 copper centre (T1) to the T2/T3 Cu cluster.*®
In order to obtain a deeper understanding of the prepared nanobiomimetic systems,
the electrocatalytic behaviour of the biocojugates were assessed upon the addition of
30 mM of NaF, which in fact have never been investigated so far. Surprisingly, the
electrocatalytic activity of the CotA laccases (Figure 3D) did not drastically changes
in the presence of NaF, in strong contrast with previous works where a totally
hindered of the bioelectrochemical reduction of O, even at very low concentrations
(1-30 mM), was observed.**° At the same time, onset potentials shifted to -0.11 V
for both bioconjugates, which constitute a very unusual performance of laccases

exposed to fluoride anions solutions. This is in accordance with the seminal work of
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Marius Dagys et al., which have elegantly demonstrated that the electronic wiring of
laccases to gold nanoparticles takes place via T2/T3 Cu cluster instead of T1 redox
sites, with the trinuclear copper centre facing the electrode surfaces, bypassing the
intramolecular electron transfer, which under certain conditions is the rate-limiting
step of oxygen bioelectroreduction.51 Thus, the unusual electrocatalytic behaviour
of the CotALac@AUuNPs bioconjugates may be related to the effective electronic
connection of CotA laccases to citrate stabilised AuNPs via the T2/T3 Cu redox
center.

Finally, we have conducted electrocatalytic experiments at 60°C taking into
account the high thermophilic character of the CotA laccases? (Figure S3). At this
temperature the bioelectrocatalytic activity of the bioconjugates significantly
dropped likely due to a partial break-up of the electrostatic interactions between the
enzymes and the AuNPs. This work opens the doors towards the development of
laccase-based nanobioelectrocatalytic materials constructed by electrostatic self-
assembly methodology. To deeply study the salt-bridges interaction in our systems,
it could be interesting to address in future works the electrostatic or enthalpy-driven
nature of these types of interactions following previous protein-protein binding

studies.>?

Conclusions

A mimicking of the CotA laccase bioelectroctalytic function in the spore coat
components was successfully accomplished through the formation of a full
monolayer of metalloenzymes onto citrate-coated AuNPs, lead by attractive
electrostatic interactions. Such interactions can modulate the orientation of the
enzymes an in turn their bioelectrocatalytic performances. Noteworthy, the onset
potential values of the bioconjugates for the bioelectrochemical reduction of O, were
very close to 0 V (0.005 V), which suggest that CotA Laccase need low
overpotentials in spore coat to reduce molecular oxygen and participate in enzymatic
physiological processes, giving support for the location and function of an

oxidoreductase in the thickest spore coat layer where the diffusion of oxygen is
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hampered. Interestingly, the electronic wiring of the enzymes is likely produced via
a T2/T3 trinuclear with the T2/T3 redox groups facing the electrodes surfaces. This
work paves the way towards the design of new nanobioelectrocatalytic systems for
a deeper understanding of the biological structure and function of recombinant

metalloenzymes.
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ELECTRONIC SUPPLEMENTARY INFORMATION
Mimicking the bioelectrocatalytic function of recombinant CotA laccase
through electrostatically self-assembled bioconjugates
David Alba-Molina,* Daily Rodriguez-Padron,” Alain R. Puente-Santiago,® Juan J.
Giner-Casares,* Maria T. Martin-Romero,* Luis Camacho,? Ligia O. Martins,®
Mario J. Mufioz-Batista,” Manuel Cano* and Rafael Luque®®*
Experimental Part
Production of the recombinant CotA Laccase (CotALac)
Recombinant CotA Laccase from Bacillus subtilis was produced using a previously
described protocol.»? Briefly, pLOM10 plasmid encoding the CotA-laccase gene
was transformed into Escherichia coli Tuner (DE3) pLacl strain (Novagen) and cells
were grown in Luria-Bertani medium supplemented with ampicillin (100 pg mL™)
at 37 °C. Gene expression was induced at OD600nm=0.6 with 0.1 mM isopropyl-D-
thiogalactopyranoside, at that time 0.25 mM CuCl, was added for full copper loaded
protein production and growth temperature was switched to 25 °C. Agitation was
stopped after 4 h and cells were harvested by centrifugation after 24 h of growth.
Cells were disrupted using a French-Press apparatus and purification was performed
using a two-step protocol with a cationic-exchange SP-Sepharose followed by a
Superdex-200 size-exclusion column. Purified enzyme was stored at -20 °C.

Synthesis of CotALac functionalized AuNPs

First, 15 nm and 95 nm monodisperse citrate-stabilized gold nanoparticles
(AuNPs) with a uniform quasi spherical shape and a narrow size distribution were
synthesized following a Kkinetically controlled seeded growth strategy via the
reduction of HAUCI, by sodium citrate.® Both 15 nm (step 1) and 95 nm (step 11)
AUNPs, the molar gold concentration was estimated from the absorbance at 400 nm,
which is assumed to have a size independent absorption coefficient.

Next, the resulting 15 nm AuNPs (step 1) and 95 nm AuNPs (step 11) were
162
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functionalized with the CotALac enzyme by exploiting the electrostatic self-
assembly of the positively charged redox enzyme on the surface of the negatively
charged citrate capped AuNPs. For this, 1 mg of CotALac was dissolved in 2 mL of
50 mM sodium phosphate buffer (PBS; pH 7.0; free chloride and fluoride) solution
and subsequently added to 2 mL of AuNPs solution (~0.63 mM Au). This mixture
was incubated for 24 hours at 4 °C under gentle stirring. Then, both bioconjugates
were collected by centrifugation at 5000 rpm for 5 min at 4 °C. The supernatant was
discarded, and the pellet was resuspended in 2 mL of 50 mM PBS (pH 7.0; free
chloride and fluoride) solution. The resulting bioconjugates was stored in the dark at
4°C.

Material characterization

The electrostatic surface potential calculations were carried out using the AMBER
algorithm to generate the PQR file (PDB2PKA package) and Adaptive Poisson-
Boltzmann Solver (APBS package) to generate the DX file. Color representation of
the molecules was performed employing the UCSF Chimera 1.11.2 software
package and considering a color range from red to blue (from -10 to 10 kT/e,
respectively).

UV-visible spectra were recorded on a Cary 100 Bio UV-Vis spectrometer in
disposable polystyrene cuvettes with 1.0 cm path length.

Samples for transmission electron microscopy (TEM) were prepared by drying,
under ambient conditions, a dispersion of the particles on 200 mesh copper grids
coated with Formvar/Carbon film. TEM images were obtained in a JEOL JEM 1400
TEM microscope, operated at an accelerating voltage of 80 kV.

Dynamic light scattering (DLS) and Zeta-potential measurements were carried out
using a Malvern Zetasizer Nano ZSP ZEN5600 analyzer equipped with 10 mW laser
He-Ne (633 nm). Samples were dispersed in ultrapure water and the measurements
were recorded in triplicate (n = 3) at 25 °C.

Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy was performed in an ALPHA-T
Bruker spectrometer. Spectra were recorded at room temperature in a 4000-600 cm-

! wavenumber range, using the OPUS software.
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X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) was carried out in a SPECS mod.
PHOIBOS 150 MCD. Prior to the analysis, the sample was evacuated overnight
under vacuum (<10 Torr). The experiment was accomplished at pressures <102
mbar, using a conventional X-ray source (XR-50, Specs, Mg-Ka, hv=1253.6 eV, 1
eV = 1.603 x 10 J) in a "stop and go" mode. The deconvolution of the obtained
curves and element quantification was carried out using the XPS CASA program.
Electrochemical experiments

Cyclic and linear sweep voltammetries were recorded on an AUTOLAB PGSTAT30
electrochemical analyser using a three-electrode system. ITOs (Naranjo Substrates)
were used as working electrodes. A drop of 25 pL of sample (i.e. AuNPs,
CotALac@AUNPs or pristine CotALac) was loaded onto the clean surface of ITO or
GC electrode and then dried overnight at 4 °C. A platinum sheet and an Ag/AgCl
electrode were used as counter and reference electrodes, respectively. A 50 mM
phosphate buffer solution (PBS, pH 7.0) was used as supporting electrolyte. All the
solutions were purged prior to electrochemical measurements using nitrogen (N2) or

oxygen (O;) gas.

Table S1. Particle-diameters determined by TEM and DLS measurements, and Z-potential

values of the NPs under physiological conditions.
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NPs TEM size Hydrodynamic  zeta-Potential
(nm) size (nm) / PDI (mv)

CotALac = 19.7/0.249 -6.9+28

15nmAuNPs 149+24 29.4/0.158 274+47

CotALac@15nmAuNPs 20.4+3.2 63.9/0.264 -9.2+6.2
95nmAuUNPs 953+5.1 110.3/0.173 -30.3+6.1

CotALac@95nmAuNPs 128.3+8.5 141.2/0.244 -16.8 £8.3
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Table S2. XPS binding energy and N/Au atomic ratio.
Position (eV)

Sample Au
Cls N1s O1ls Au(0)
15nmAuUNPs 284.6 - 530.8 82.8
95nmAUNPSs 284.6 - 530.9 82.9
CotALac@15nmAuUNPs 284.6 399.2 530.9 83.0
CotALac@95nmAuUNPs 284.6 399.3 530.8 82.9
Amide Il C-O-C
C-H Amide |:C-O: c.c
15nm§AuNPs OHE i :
—~ : Lac@15nm AuNPs i
3
s :
95nm AuNPs ==
8 N
c . He H H
£ | i/Lac@osnmAunps ¥i [ f i
€ | : : : ;
2 : i H H
E I { CotALac H = :
W W

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)

Capitulo 111
4f 712 N/Au
Au(l) (at.)
84.3 -
84.3 -
84.5 7.3
84.4 1.8

Fig. S1. FTIR spectra of 15nmAuNPs (black line), CotALac@15nmAuNPs (red line),
95nmAUNPs (blue line), CotALac@95nmAuNPs (pink line), and CotALac (dark-yellow

line).

Fig. S2. Electrostatic surface distribution of CotALac at pH 7.0 (PDBID 4YVU) generated

by the AMBER algorithm and Adaptive Poisson-Boltzmann Solver package. Blue and red

areas represent the positively and negatively charged surface domains respectively.
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Fig. S3 CVs of ITO modified with CotALac@15nmAuNPs and CotALac@ 95nm AuNPs
in Oz-saturated sodium phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) at room temperature (RT) and at
60 °C. Scan rate: 100 mV-s,
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Plasmonic nanoparticles (NPs) are one of the most promising and studied inorganic
nanomaterials for different biomedical applications. Plasmonic NPs provide
excellent biocompatibility, long-term stability against physical and chemical
degradation, relevant optical properties, well-known synthesis methods and tuneable
surface functionalities. Herein, a review of recently reported bioconjugated
plasmonic NPs using different chemical approaches and loading cargoes (such as
drug, gene, and proteins) for enhancement of transdermal delivery across biological
tissues is presented. The main aim is the understanding of the interaction of the
complex skin structure with biomimetic plasmonic NPs. This knowledge not only
plays an important role for enhancing transdermal delivery of pharmaceutical
formulations but also for controlling undesired skin penetration of industrial
products, such as cosmetic, sunscreen formulations and any other mass-usage

consumable containing nanoparticles.
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1. Introduction

This review is focused on plasmonic nanoparticles (NPs) throughout the whole
range of inorganic NPs. Plasmonic NPs are composed of colloidal particles of noble
metals which present a characteristic surface plasmon resonance (SPR) band. The
SPR band is attributed to the electric field of incident light, which induces coherent
oscillation of conduction band electrons of the positively charged metallic core (Fig.
1). These optical and electronic properties of the plasmonic NPs can be easily tuned
by changing the size, shape, and surface chemistry [1-3].

Among the different plasmonic NPs, this work is mainly focus on Au and Ag-
based NPs, which are considered as non-allergenic compounds that should not
induce cytotoxicity, therefore being highly attractive for biomedical applications [4,
5]. In addition to their inherent characteristic properties of nanometric materials,
such as small size and high surface area-to-volume, the surface chemistry of the
AUNPs can be easily modified through the covalent Au-S bond [6, 7]. These features
have made AuNPs one of the most widely used nanomaterials both in technological
and in biomedical applications, such as electronics [8, 9], catalysis [10, 11], sensory
probes [12, 13], plasmonic photothermal therapy [14, 15], targeted drug delivery
carrier [16, 17], contrast agents in x-ray imaging and computed tomography for
cancer diagnosis [18, 19], to name only a few. AgNPs display an inherent
antimicrobial capacity against bacteria, viruses, and other eukaryotic
microorganisms [20, 21]. For this, silver compounds have been historically used in
fields to prevent microbial growth, in wound care and in products such as odour-
reducing clothing, acne creams, and face masks [22, 23].

Topical administration of compounds presents several advantages against other
routes, such as oral, nasal, and intravenous administration. Transdermal delivery
overcomes the first-pass hepatic metabolism and can reduce harmful side-effects
[24-26]. However, skin is a complex multilayer structure (mainly composed of
epidermis, dermis, and hypodermis) with highly impermeable barriers to most

molecules on the basis of particle size, water-solubility and surface charge [24]. In
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addition, hair follicles have also been explored as a more permeable transporting
channel for transdermal drug delivery [27-29]. An excellent review of the influence
of size on the penetration of both metal and non-metal NPs through skin was

published by Larese Filon et al. [30].

A Spherical plasmonic NPs

Absorbance

Electrons «— =
Cloud

Wavelength (nm)

B Anisotropic plasmonic NPs

Transverse electron oscillation Longitudinal
Plasmon
band

Transverse T

Plasmon

band

T
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i
U

Fig. 1 Schematic representation of Surface Plasmon Resonance (SPR) band in spherical (A)

Absorbance

Wavelength (nm)

and rod-shape (B) plasmonic NPs.

Bare NPs do not overcome skin barriers efficiently as reported by Nufiez-Lozano
et al.[31] In other words, non-functionalized NPs constitute poor transdermal drug
delivery systems [32, 33]. Therefore, many efforts have been made to enhance the
skin penetration of the NPs through purposefully designed chemical

functionalization with biomolecules and bioinspired polymers to form biomimetic
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NPs and providing additional abilities in skin penetration. Herein we aim at
compiling the latest advances on the development of different approaches to
fabricate bioconjugated plasmonic NPs for enhanced skin penetration. This review
is organized as follow: Firstly, the influence of the key parameters on the skin
penetration of non-bioconjugated plamonic NPs is discussed and, secondly, some of
the more recently reported bioconjugated plasmonic NPs for enhanced skin

penetration is presented.

2. Influence of key-parameters on the skin penetration of non-bioconjugated
plasmonic NPs.

The ability of plasmonic NPs for skin penetration can be tuned by controlling their
core-composition, particle-size and -shape, surface charge, water solubility and the
functionalization strategy, including both capping-ligands and delivered cargoes,
i.e., drugs, genes, and proteins. Relevant examples of the most prominent studies in

each of these parameters are mentioned below:

2.1. Core composition (noble metal type).

The literature indicates a significant difference in terms of skin penetration
behaviour between organic and inorganics NPs. There are also significant
differences for skin internalization depending on its chemical composition (i.e. TiOa,
SiOz, ZnO, FeO, CdSe, Pd, etc.) within the latter group, as previously reported by
Larese Filon et el., [30]. In the case of plasmonic NPs, the in vitro penetration of
AgNPs through intact human skin samples has been reported for several authors
(with particle size in a narrow range between 19 and 25 nm), suggesting that ions
release is the most feasible penetration mechanism [34, 35]. Whilst for AuNPs, its
penetration through intact human skin samples has been demonstrated by several
authors (size ~12 nm), although the penetration process is unclear, being discarded
the ions release mechanism. The absence of Au ions in physiological solutions of

AuNPs has been reported, indicating its higher long-term colloidal stability than
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AgNPs [30, 36]. This high stability could explain the absence or low cytotoxicity of
this type of plasmonic NPs.

2.2. Particle size-effect.

Although the literature shows contradictory results in this issue, skin penetration
of NPs is considered a size-dependent process [30]. Note that the stability of the NP
coating should be taken into account because it plays a key role both in the
interaction between skin and NP core (see section 2.4), and between the NPs (i.e.
steric stabilization) by avoiding the particle aggregation when they come into contact
with the stratum corneum and constituent cells of the skin, mainly keratinocytes.

A representative study showing that AUNPSs penetrate through intact skin samples
in a size-dependent manner was reported by Sonavane et al., who analysed the
penetration of 15, 102 and 198 nm citrate-capped AuNPs, with spherical shapes and
surface negative charge, through rat-skin and rat-intestine using Franz diffusion cells
[37]. The smallest AuNPs showed higher permeation than the larger particles. In a
similar study with rats, Raju and co-workers reported that 22 nm citrate-capped
AuUNPs showed higher penetration than 105 and 186 nm particles across the thick
stratum corneum of the plantar rat skin [38].

A key aspect on the experimental design for assessing the skin penetration of
plasmonic nanoparticles is the in vitro or in vivo model used to perform the analysis.
Indeed, the choice of biologically relevant and realistic model for studying the
biological effect of nanoparticles is a comparatively unexplored field [39]. Although
rat, mouse and rabbits have been extensively used for these penetration studies, pig
skin is probably the most similar animal model to the human skin [40]. Pig and
human skin are structurally very similar in thickness and dermal-epidermal thickness
ratio. Hair follicles and blood vessel patterns in the skin are also similar. In addition,
the thickness of the human skin varies considerably as a function of the body region,
gender and age, among other factors. For this reason, the results obtained are quite
different depending on the used in vivo model, and even depending on the part used

of human body. An interesting study on porcine skin using AgNPs was reported by
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Samberg and co-workers [22], who evaluated the in vitro and in vivo toxicity of eight
different commercial AgNPs supplied by nanoComposix (San Diego, CA), such as
unwashed/uncoated (diameter of 20, 50, and 80 nm), washed/uncoated (20, 50, and
80 nm), and carbon-coated (25 and 35 nm). They observed that the toxicity of AgNPs
in human embryonic kidney (HEKSs) was influenced significantly by residual
contaminants in their supernatant, and that AgNPs themselves may not be
responsible for the observed increase in cell mortality. The degradation of AgNPs
within the cell was also considered as a source of reactive oxygen species that would
be damaging to the cell machinery and DNA [41].

Obviously, human skin would be ideal to perform in vitro skin penetration
analysis. In 2012, Liu et co-workers [42] investigated the in vitro penetration and
metabolic effects of 10, 30 and 60 nm citrate-capped AuNPs within viable excised
human abdominal skin after 24-hour exposure. Using multiphoton tomograph-
fluorescence lifetime imaging microscopy, they only observed penetration into the
stratum corneum, without significant penetration into the lower layers. They
demonstrated that viable human skin resists permeation of small NPs, which had
been previously reported to penetrate deeply in other animal skin models.

Note that a remarkable attempt to categorize the size range with its skin
penetration ability was carried out by Larese Filon et al.[30] They suggested that: (i)
NPs smaller than 4 nm can both penetrate and permeate intact skin, (ii) NPs in the
size range between 4 and 20 nm can permeate both intact and damaged skin, (iii)
NPs with diameter between 21 and 45 nm can penetrate and permeate damaged skin,
and (iv) NPs higher than 45 nm can neither penetrate nor permeate the skin. They
also considered the hydrodynamic diameter of the NPs, which is an important
parameter of the colloidal particles that can be greatly affected both for the ligand-

coating and the electrolyte composition of the colloidal solution [43].
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2.3. Shape-effect

Despite the enormous literature reporting protocols for the synthesis of plasmonic
NPs with different morphologies, such as rod, triangle, bipyramid, star, cube and
others [44-46], as well as the important effect on the resulting NP flow characteristic
that alters cell membrane interactions, macrophage uptake and circulating lifetimes
[47-49], research papers investigating the influence of the NPs shape on skin
penetration has been rarely reported (Fig. 2). This fact could be attributed mainly to
the resulting higher size (e. g. > 45 nm) and to the lower resulting long-term stability

of the anisotropic NPs (i.e. non-spherical geometries). Only comparative studies

between spherical and rod-shape AuNPs can be found in the literature.

Ao\ 4 N @

Sphere Rod Star Bipyramid Cube

_lEpidermis

_| Dermis
® ©® & @& ©® ©® @ ® ® ©® & ©® & e

Hypodermis

Fig. 2 Schematic representation of plasmonic NPs with different geometries (A) and of the

human skin layers (B).

A relevant study was reported by Fernandes et al. [50], showing from their culture
experiments in mouse and human skin samples than the percentage of PEG-capped
Au-nanorods (with an aspect ratio 2.8 + 0.5 nm) found in all samples was higher than
the one obtained for the similar PEG-capped spherical 15 + 1 nm AuNPs. These
results were obtained both for positively and for negatively surface charged NPs,

suggesting the great influence of the NP-shape on its penetration capacity. In the
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case of AgNPs, Tak and co-workers reported a skin penetration study of differently
shaped NPs using both in vitro and in vivo models [51]. They used spherical, rod-
shape and triangular AgNPs with similar hydrodynamic diameter (~50 nm) and zeta-
potential (+ 30 mV) to perform in vitro analysis on ultra-thin mouse skin section by
Franz cell system, and in vivo analysis on hairless mice. In agreement with previous
results for AUNPs, they showed that rod-shape AgNPs presented higher permeability
index than the spherical and triangular ones. They concluded that different shapes of
AgNPs may exhibit diverse antimicrobial activities and skin penetration capabilities

depending upon their active metallic facets.

2.4 Influence of the capping-ligand, including surface-chemistry and -charge.
Another important parameter that greatly affects the skin penetration rate of the
NPs is the surface charge and chemistry, which is directly associated with the
stabilizing ligand composition and the type of the metal-ligand bonding interaction.
Fig. 3 summarizes the most frequently found capping ligands, including the type of
interaction with the metallic core. Citrate is the main ligand for the synthesis of
plasmonic NPs [52, 53], and it is the most widely reported. Despite the resulting
water-soluble NPs present a good long-term stability, with a negatively charged
surface due to their carboxylate groups, the NPs tended to aggregate easily in contact
with the skin (specially for the smallest sizes) due to their relatively weak metal-
ligand interaction [7]. Labouta and co-workers [54] showed that water-soluble
spherical-shape 15 nm citrate-capped AuNPs tended to aggregate on the superficial
stratum corneum. In this study, the penetration rate of hydrophilic 15 nm citrate-
capped AuNPs versus hydrophobic 6 nm dodecanethiol-capped AuNPs was also
compared, showing that non-water-soluble particles penetrated through the stratum
corneum and into viable epidermal layers of human skin. This enhance on the skin
penetration using dodecanethiol as capping ligand could be attributed to: (a) The
stronger Au-S binding interaction, which avoid aggregation of NPs in contact with

the stratum corneum, and (b) to the solubility in organic solvent (i.e. toluene) that
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could facilitate the interaction with the cell membranes. A related study from the
same research group compared the different penetration rate through human skin of
two water-soluble AuNPs (15 nm citrate- and 6 nm lecithin-capped) against two
toluene-solved ones (6 nm dodecanethiol- and cetrimide-capped) [55]. They
concluded that the vehicle (toluene-versus-water) had a minimal effect on skin
penetration of AuNPs.
O OH O
Sodium Citrate Howo- Na*
07 “OH
1-Dodecanethiol Hi¢ SH
Polyvinylpyrrolidone (PVP) N ©
fg
H
" o
a-Mercapto-w-carboxy PEG HS\/\O{'\/O‘]\)LOH
a-Mercapto-w-methoxy PEG HSC{\O/\%O\/\SH
n
. ,{,\/O\]\/\
a-Mercapto-w-amine PEG HS DS NH,
HC iCHJ
Hexadecyltrimethylammonium \
bromide (CTAB) CHy
Os_-ONa
Poly acrylic acid (PAA)
n
NH,
Poly allylamine hydrochloride (PAH)
n
Fig. 3 Representative stabilizing ligand for plasmonic NPs.
Not only should the bond strength of the metal-ligand interaction be considered
but also the coating thickness and the surface coverage degree. Previous studies have
demonstrated that polymeric capping ligands as poly(N-vinyl-2-pyrrolidone) (PVP)
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are well suited to stabilize the surface of AuNPs for skin penetration, despite of the
weak metal-ligand interactions via pyrrolidone groups [56]. Huang and co-workers
[56] showed that water-soluble 5 nm PVP-capped AuNPs with spherical shape were
mice skin permeable. They attributed this effect to the nano-bio interaction with skin
lipids and the consequent induction of transient and reversible openings on the
stratum corneum. In addition, they highlighted that co-administration of these PVP-
capped AuNPs with protein drugs could enhance transdermal drug delivery.

Additionally, the capping ligand confers a given surface charge to the NPs, which
greatly affects to the resulting skin penetration rate. For instance, positively charged
drug carriers, such as dendrimers and liposomes, are well-known to induce greater
drug delivery in the skin [57, 58]. In this direction, Fernandes et al. [50] showed that
positively charged PEG-capped AuNPs were found in the skin in 2-6 folds higher
amount that their negative counterparts. These results were obtained both for
spherical- and for rod-shaped NPs, and were in agreement with the enhanced skin
permeation of cationic liposomes, which was attributed to the “Donnan exclusion
effect” and to the better interaction of cationic particles with the negatively charged
skin cells [59]. Furthermore, in this study, they also showed that AuNPs
functionalized with cell penetrating peptides (CPPs) TAT and R7 were found in the
skin in larger quantities than PEGylated AuNPs, demonstrating that bioconjugation
greatly enhance the skin penetration rate [50].

In an alternative strategy, Lee and co-workers investigated the influence of the
surface charge of Au-nanorods on skin penetration using layer-by-layer (LbL)
polyelectrolyte coating technique [60]. They observed that negatively charged
CTAB/PSS-capped Au-nanorods penetrated more rapidly through the skin than the
positively ones (CTAB- and CTAB/PSS/IPDADMAC-capped). For this, three
different multi-layer coated Au-nanorods with particle size of 18 x 40 nm were used:
Two positively charged, CTAB- and CTAB/PSS/PDADMAC-capped, and one
negatively charged, CTAB/PSS-capped. These surprising results were attributed to

both the aggregation of the positively charged Au-nanorods on the stratum corneum
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and the adsorption of proteins released from the dermis layer to the surface of Au-
nanorods. In line with these results, Mahmoud et al. [61] observed that positively
charged Au-nanorods aggregated extensively upon exposure to human skin
compared to negatively and neutrally charged ones. They attributed these findings
to the adsorption of proteins released from the dermis layer to the surface of Au-
nanorods. In this study, they prepared 49.5 x 12.0 nm Au-nanorods capped with four
different surface ligands: cetyltrimethylammonium (CTAB), poly acrylic acid
(PAA), poly(allylamine hydrochloride) (PAH), and methoxy-polyethylene glycol-
thiol (m-PEG-SH). Conversely, Hao et al. [62] also investigated the influence of the
surface charge on the skin penetration of spherical AuNPs using human
reconstructed 3D Episkin model. In this study, three different surfaces charged 5 nm-
AuNPs capped with citrate (negative), PVP (neutral), and CTAB (positive) were
tested. They observed that, although all AuNPs induced the phase change of lipid
lamella and pass through the epidermis, positively charged ones exhibited the most
efficient skin penetration through both the paracellular routes and the transcellular
pathway, when compared to neutrally or negatively charged NPs.

An interesting alternative for stabilizing NPs surface is the PEGylation, which is
a commonly used approach for improving the drug and gene delivery efficiency of
NP-based systems to target cells and tissues [63]. Hsiao and co-workers employed
this approach to investigate the positive effects of polyethylene glycol (HS-PEG-
COOH) and HS-PEG-oleylamine (OAm) functionalization on the skin permeation
of spherical 10 nm AuNPs [64]. Using an in vivo rat model, they showed that PEG-
and PEG-OAm-functionalized AuNPs were able to overcome the skin barrier and
deposit in the deeper subcutaneous adipose tissue. Moreover, the follicular
deposition of AuNPs increased 2-fold after PEG-OAm functionalization,
demonstrating a preferential accumulation mediated by the stabilizing ligand.
Mahmoud et al. [65] evaluated the preferential accumulation of Au-nanorods into
abdominal human skin hair follicles. To this end, they prepared 11.4 x 46.6 nm Au-
nanorods with five different surface chemistries (i.e. neutral, anionic, cationic, and

hydrophobic), such as CTAB, PAA, methoxy-polyethylene glycol-thiol (m-PEG-
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SH), PEG-Cystamine, and polystyrene (PS). They observed that the lipophilic
properties of sebum-rich hair follicles enhanced the accumulation of hydrophobic
PS-Au-nanorods into hair follicles, while neutral m-PEG-S-Au-nanorods were
distributed into all skin compartments, especially the dermis, which exhibits
hydrophilic characteristics. In addition, both charged Au-nanorods showed a

negligible percentage of penetration into any of the skin compartments.

3. Bioconjugated plasmonic NPs for transdermal delivery of different cargoes.

A seminal study on the development of bioconjugated plasmonic NPs for
enhancing the skin penetration of different cargoes was reported in 2010 by Huang
and co-workers [56]. They demonstrated a significant enhance of the transdermal
delivery of protein-drugs by co-administration with 5 nm PVP-capped AuNPs. This
fact was attributed to the nano-bio interaction with skin lipids, which allowed a
reversible openings of the stratum corneum. Thus, this work provided a simple and
efficient NPs-mediated method for overcoming the skin barrier for percutaneous
protein drug delivery. Labala et al. [66] reported the first bioconjugated plasmonic
NPs for iontophoretic transdermal delivery of imatinib mesylate to treat melanoma,
using a LbL assembly approach. This LbL polymer capped AuNPs contained PVP
and polyethylene imine (PEI), and was subsequentially coated with anionic
poly(styrenesulfonate) (PSS) and cationic PEI for the drug loading. The resulting
bioconjugated nanosystem showed an average particle size and a zeta-potential of
98 £ 4 nm and + 32 + 1 mV, respectively, and a shift of the SPR wavelength from
518 to 530 nm. The in vitro skin penetration studies were performed on excised
porcine ear, and they demonstrated that iontophoresis application enhanced the skin
penetration of imatinib mesylate loaded AuNP by 6.2-fold compared to passive
application.

Bessar et al. [67] prepared a water-soluble sodium 3-mercapto-
1propansulfonate(3MPS)-capped AuNPs, which were loaded with methotrexate
(MTX) via electrostatic adsorption. The resulting Au-3MPS@MTX conjugate
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showed an average size and a zeta-potential of ~5 nm and -32 + 1 mV, respectively.
Then, it was topically administrated on C57BL/6 mouse normal skin in order to
assess the absorption behaviour. In vitro and in vivo studies showed that MTX-
AuUNPs was much more efficient than MTX alone, suggesting this nanosystem as a

potential candidate for topical treatment of psoriasis, see Fig. 4A [67].

‘Control ~ " 'KGF-GNPs .

Fig. 4 A) Electron microscopy pictures of normal human keratinocytes. a) control b) treated
cells with bioconjugated plasmonic NPs [67]. Copyright from Elsevier, 2016. B) Wounds
treated with non-coated and bioconjugated plasmonic NPs, showing the absence of
granulation tissue [68]. Copyright from Elsevier, 2018.

An interesting application of bioconjugated plasmonic NPs for enhance
transdermal gene delivery was the reported by Niu and co-workers [69]. In order to
facilitate the skin penetration of plasmid DNA (i.e. pDNA encoding miRNA-221
inhibitor -Mi221-) deeply into the melanoma tissues, they synthesized an 20-25 nm

conjugated AuNPs containing a cell-penetrating TAT peptide and the cationic PEI
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that could compact the pDNAs into cationic nanocomplexes (i.e. zeta-potential ~
+35 mV). They demonstrated that the resulting plasmonic bioconjugates can
penetrate through the intact stratum corneum without any additional enhancement
physical method. This study proposed a novel topical gene therapy strategy for skin
cancer with great priority to reverse both the progression and metastasis of advanced
melanoma. Chen et al. fabricated a biocongugate plasmonic NPs for the transdermal
delivery of the vascular endothelial growth factor (VEGF) in wound repair [70]. To
that end, they performed the bioconjugation of AUNP-PEG-COOH with VEGF
through carbodiimide bonds, obtaining a negative surface charged nanosystem,
whose absorption capability was evaluated by a mouse skin model. After the
treatment, they observed not only the presence of VEGF into the dermis but also its
effect for promoting the angiogenesis, demonstrating that in this case the binding of
protein biological factors to AuUNPs could preserve the activity of the protein. Other
study reported by Safwat el al., who fabricated AuNPs capped with benzalkonium
chloride and with PEI for enhanced loading and skin permeability of 5-fluorouracil
(i.e. 5-FU/BC-AuUNPs and 5-FU/PEI-AuNPs, respectively) [71]. They performed ex
vivo permeability studies of different 5-FU preparations using mice skin,
demonstrating that the permeability of 5-FU was significantly higher for drug-loaded
AuUNPs compared with the other tested 5-FU samples. This same research group also
prepared 5-FU loaded through ionic interactions onto CTAB capped AuNPs, and the
resulting nanocomposite was incorporated into gel and cream bases to evaluate its
permeability both ex vivo in mice dorsal skin and in vivo A431 tumor-bearing mice
[72]. They observed that the nano-formulation provided around 2-fold higher
permeability through mice skin compared with free 5-FU gel and cream
formulations, and achieved 6.8- and 18.4-fold lower tumour volume compared with
the untreated control with the gel- and the cream-based nano-formulation,
respectively. On the other hand, Boca et al. [73] performed the first preliminar study
to evaluate the potential use under dermatological conditions of Ruxolitinib-

conjugated 15 nm AuNPs as alternative for treating alopecia. Using in vitro
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preclinical setting, they showed that AUNPs@ TWEEN-20@Ruxolitinib inhibited
the proliferation of fibroblasts by inhibiting JAK2 protein, suggesting it as a potential
strategy to treat alopecia.

Another novel and alternative administration strategy of bioconjugated plasmonic
NPs was proposed by Anirudhan et al. [74], who fabricated a nanocomposite film
containing methacrylate-stitched p-cyclodextrin embedded with AuNPs and
hydrophobic titanium nanotube (TNT) and tested the transdermal delivery of
ibuprofen through in vitro rat skin. They showed that the resulting film exhibited an
improved drug-delivery performance, which was attributed to synergistic action of
AuUNP and hydrophobic TNT. They proposed this nanocomposite film as an
alternative skin permeation strategy for transdermal drug delivery. Similarly, this
same research group proposed a polyelectrolyte membrane fabricated with guar
gum, poly(vinyl alcohol) and a nanogold-nanocellulose composite for the topical
administration of diltiazem hydrochloride. In vivo analysis on human skin of this
film were performed, suggesting its potential use for transdermal drug delivery [75].

Pan et al. [68] explored the effects on wound healing of keratinocyte growth factor
(KGF) cross-linked to AuNPs. Using an animal full-thickness wound model, they
showed that KGF-AuNPs were more favourable to wound healing than bare AuNPs
or KGF, thus being proposed as a promising wound healing drug for clinical
application, see Figure 4B. Crisan et al. [76] evaluated the impact on psoriatic
inflammation of AgNPs and AuNPs complexed with Cornus mas (i.e. polyphenols-
rich extracts) by using an in vitro model based on pro-inflammatory macrophages.
The results obtained from all the performed in vitro analysis suggested that these
bioconjugated plasmonic NPs provided an efficient tool for modern psoriasis
therapy, circumventing immunosuppression-related side effects of biologicals. In
another study, Wang et al. [77] fabricated an antimicrobial peptide (LL37) grafted
ultra-small AuNPs (AuNPs@LL37, ~7 nm), which was combined with pro-
angiogenic (VEGF) plasmids to analyse its potential use for the topical treatment of
diabetic wounds with or without bacterial infection. The resulting bioconjugate

(AuNPs@LL37/pDNAs) combined the advantages of cationic surface charged NPs
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that condense DNA with those of antibacterial peptides and enhance the cellular and
nucleus entry to achieve high gene delivery efficiency. AUNPs@LL37/pDNAs were
shown to greatly improve the gene transfection efficiency in keratinocytes compared
with pristine AUNPs/pDNAs, exhibiting a similar expression to Lipo2000/pDNAs (a
well-known highly efficient gene transfection agent), whilst displaying higher
antibacterial ability. Thus, this bioconjugated plasmonic NPs were suggested as a
suitable strategy for treating chronic diabetic wounds.

More recently, Fratoddi et al. [78] analysed the effects of AuNPs functionalized
with 3-mercapto-1-propansulfonate (AuNPs-3MPS) and loading MTX topically
administered in vitro on skin model and in vivo on imiquimod-induced psoriasis-like
mice model. The showed that the treatment with this system was able to induce a
reduction of Kkeratinocytes hyperproliferation, epidermal thickness and also
inflammatory infiltrate in the used in vivo model. Hernandez-Martinez et al. [79]
synthetized and evaluated a nanocomposite of AuNPs functionalized with
calreticulin. Using in vitro and in vivo wound healing mice models of diabetes, they
assessed the ability of the nanocomposite to promote proliferation and migration.
Their results confirmed the utility of this bioconjugated plasmonic NPs (AuNPs-
calreticulin) as potential treatment for wound healing of diabetic ulcers.

In the case of AgNPs-based bioconjugates, Mandal and co-workers [80] fabricated
a nanocomposite hydrogel comprised of in situ formed Ag nanowires (AgNWSs)
deposited chemically cross-linked carboxymethyl cellulose (CMC), which
demonstrated superior efficacy as transdermal anticancer drug-curcumin carrier.
This plasmonic bioconjugate had the capability to encapsulate both
hydrophobic/hydrophilic transdermal drugs. The in vitro experiments suggested that
the presence of AgNWSs on cross-linked CMC enhanced both the penetration power
of nanocomposite hydrogel and the drug release in sustained manner. Whilst the ex
vivo rat skin permeation analysis confirmed that the drug delivery through the
nanocomposite hydrogel was permeable through the rat skin in controlled fashion,

killing efficiently the MG 63 cancer cells.
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Table 1 summarises the bioconjugated plasmonic NPs cited in this review,
indicating both the loaded active molecule and the potential application.
Table 1. Representative cargoes in through bioconjugated plasmonic NPs for skin disease
treatments.
. Cargo - L
Active molecule Activity/Application ~ NPs Ref.
type
Imatinib mesylate Drug Anticancer Au [66]
Anti-inflammatory
Methotrexate (MTX) Drug o Au [67,78]
(psoriasis)
. . Tumour suppressor
microRNA mir-221 Gene Au [69]
(melanoma)
Vascular endothelial growth ) .
Protein Wound repair Au [70]
factor (VEGF)
Ibuprofen Drug Anti-inflammatory Au [74]
Diltiazem hydrochloride Drug Vasodilator Au [75]
5-fluorouracil (5-FU) Drug Anticancer Au [71,72]
Ruxolitinib Drug Anti-alopecia Au [73]
Keratinocyte growth factor . .
Protein Wound repair Au [68]
(KGF)
Polyphenols-rich extracts Natural ~ Anti-inflammatory  Au & 176}
76
(Cornus mas) extract (psoriasis) Ag
Antimicrobial peptide LL-37 .
& Pr‘:gtLe'” Diabetic wound A -
. Dro_anmi ; u 77
pDNA: Pro-angiogenic (VEGF) ol healing
plasmids
o . Diabetic wound
Calreticulin Protein . Au [79]
healing
. Natural .
Curcumin Anticancer Ag [80]
extract
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Conclusions

Bioconjugated plasmonic NPs are a promising approach for topical administration
of different cargos for several diseases. The excellent biocompatibility and the
readily adjustable physical and chemical features of the plasmonic NPs are highly
attractive options for purposefully designed nanomaterials aimed at biomedical
applications. Several examples have been presented herein, illustrating the wide
range of cargoes and functionalization strategies that might be included when
designing a bioconjugated plasmonic NPs. Different physical and chemical
parameters should be taken into account when analysing the effect of plasmonic NPs
in human skin. While the chemical routes for obtaining on-demand plasmonic NPs
are relatively well-established and a large number of simple and reproducible
experimental protocols are available, the main frontier for mass usage is still a
correct assessment of the toxicity of the NPs. Provided a relevant model for human
skin, the experimental conditions for studying location and local concentration of
plasmonic NPs greatly differs from those found in the synthesis laboratories.
Therefore, this fruitful field of research requires more efforts are to fully understand
the penetration mechanism of these bioconjugated plasmonic NPs, enabling the
decrease of associated toxicity and the potential long-term environmental impacts.
In view of the latest contribution to the field, we speculate that a reliable framework
will be available in the short term, enabling the second wave of research for directed

synthesis and application of plasmonic NPs at in vivo conditions.
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CONCLUSIONES
Al final de cada articulo en el capitulo Il de esta Memoria se incluye un

conjunto de conclusiones particulares del estudio desarrollado. En este apartado se

presentan de forma general las conclusiones de toda la investigacion realizada
durante el periodo de formacién del doctorando.

De manera general, los resultados presentados a lo largo de esta memoria
contribuyen a la comprension sobre la sintesis y adecuada funcionalizacién de
nanoestructuras basadas en oro, que abre nuevas vias hacia futuras aplicaciones de
estos materiales que exploten las propiedades fisicoquimicas aqui demostradas, asf
como su enorme potencial como electrocatalizadores y como vehiculos para el
transporte de farmacos en biomedicina. Mas concretamente:

1. Empleando AuNPs estabilizadas con citrato, se ha evaluado la influencia del
tamafio de particula sobre las propiedades electrocataliticas para la reaccion de
reduccion de oxigeno (ORR). Las AuNPs de 15 nm de diametro y estabilizadas
con citrato tienen un rendimiento electrocatalitico comparable a los reportados
previamente para clisteres de Au. Este trabajo adelanta el posible papel crucial
que los ligandos estabilizantes que recubren el nlcleo de Au juegan en la
actividad electrocatalitica de estos nanomateriales.

2. Por primera vez, se emplearon AuNPs sin dopar, sintetizadas quimicamente,
como material electrocatalizador bifuncional, para las reacciones catddicas de
ORR y HER, mostrando un elevado rendimiento electrocatalitico en ambos
casos. Ademas, se demostré la influencia dréstica que ejerce la interfase metal-
ligando en el rendimiento electrocatalitico de ambas reacciones.
Experimentalmente, se ha demostrado que la funcionalizacion quimica de la
superficie metélica de las nanoestructuras puede ajustar finamente la actividad
electrocatalitica, especialmente interesante para las tecnologias de hidrégeno,
tales como celdas de combustible y electrdlisis de agua.

3. Mediante autoensamblaje electrostatico, se ha preparado un bioconjugado de
AUNPs recubiertas de citrato y la enzima lacasa CotA. Como resultado de la

formacion de una monocapa perfectamente ordenada de multiples moléculas de
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enzima sobre la superficie de cada particula de oro, se observa la funcion
bicelectrocatalitica para la ORR de dicha biomolécula,
comportamiento en las membranas de las bacterias. De este modo, se abre el
camino hacia el disefio de nuevos sistemas nanobioelectrocataliticos.

4. Los sistemas bioconjugados basados en NPs plasmoénicas son una alternativa
prometedora para la administracién directa de diferentes tipos de medicamentos
por via dérmica. En esta revision bibliografica, se han recopilado los Gltimos
avances reportados en el campo, haciendo especial énfasis en la estrategia

empleada para la funcionalizacion, el tipo de farmaco transportado y la

enfermedad tratada.
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