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Editorial

Nanociencia y nanotecnologia cubanas

Cumpliendo un acuerdo de la junta directiva de la Sociedad Cubana de
Fisica, y a propuesta de la Facultad de Fisica y del Instituto de Ciencia y
Tecnologia de Materiales de la Universidad de La Habana, se presenta este
nimero dedicado a la nanociencia y nanotecnologia cubanas. Recoge un
grupo de trabajos relacionados con la ciencia y la tecnologia en la escala del
nandémetro cuyo elemento en comin es que en todos se presentan resultados
de cientificos cubanos de diferentes especialidades. Hemos procurado que
todos los que han realizado investigaciones cientificas en este tema hayan
sido invitados a participar.

Podemos sentirnos orgullosos de que, aun trabajando en muy dificiles
condiciones, los profesionales cubanos hayan logrado, con su trabajo de
aflos, que esta importante actividad cientifica no constituya hoy una
novedad en nuestro pais. Por eso, este nimero pudiera servir también a los
encargados de tomar decisiones sobre la ciencia para distinguir a algunas de
las personas que pudieran ser de ayuda a la hora de desarrollar diferentes
tipos de proyectos o elaborar ideas en materia de nanociencia y
nanotecnologia. Muchos de los trabajos aqui presentados han sido objeto de
premios a diferentes niveles, han sido resultados de tesis de licenciatura,
maestria o doctorado, o también han sido publicados en revistas de impacto
nacional o internacional.

Por las razones explicadas arriba no quisimos incluir trabajos que se
refirieran exclusivamente a politica cientifica o que constituyeran
Unicamente revisiones de trabajos de terceros (sin desconocer la importancia
que también tiene este tipo de articulos). Aun cuando hemos pedido a los
autores que los articulos sean escritos en un lenguaje que pueda ser
accesible a profesionales de diferentes ramas, tampoco fue el propdsito de
este nimero presentar trabajos de pura divulgacion cientifica.

Ninguna antologia es completa; podrdn encontrarse algunas ausencias
también en este nimero. M4s de 20 investigadores fueron invitados a
participar a partir de las propuestas de las diferentes secciones de la
sociedad y de especialistas con reconocido prestigio en el tema de la
nanociencia. Sin embargo, no todos han deseado o podido colaborar con el
nimero. No obstante este muestrario parece ser representativo del trabajo
cubano en la tematica.

Dr. Osvaldo de Melo
Presidente
Sociedad Cubana de Fisica
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Almacenamiento de hidrégeno en nanocavidades
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Sumario. El hidrégeno, dado su alto calor de combustién, 572 kJ/mol, tres veces el de la gasolina, y a que el subpro-
ducto que genera (agua) es compatible con el medio ambiente, estd siendo considerado como una alternativa a los deri-
vados de combustibles fésiles, en particular, para aplicaciones en transporte automotor. La aplicacion del hidrégeno en
tecnologias méviles supone tres retos: la produccion a partir de alguna fuente renovable como podria ser la disociacién
del agua; disponer de un método reversible, seguro y econdmicamente viable para su almacenamiento; e implementar su
uso mediante celdas de combustible donde la energia quimica se transforma directamente en electricidad. El H, libre
préacticamente no existe en la naturaleza; es por ello que hay que producirlo, no es una fuente primaria de energia como
s lo es el petréleo, sino un portador secundario. Su almacenamiento es, probablemente, el mds dificil de esos retos de-
bido a que el H, tiene muy baja temperatura critica (Tc = 32.97 K) y a temperaturas ordinarias es un gas en estado su-
percritico. La licuefaccion del H, es posible cuando la fortaleza de las interacciones Hy-H, (de tipo van der Waals y
cuadrupolo-cuadrupolo) supera a la energia térmica (kT). Esto sugiere la posibilidad de lograr su almacenamiento a
temperaturas por encima de Tc a través de una fuerte interaccion H,-superficie en sélidos de elevada superficie especifi-
ca, por ejemplo, en materiales laminares o nanoporosos. En esta contribucion se evalian las posibles interacciones H,-
superficie que podrian estar presentes en este método de almacenamiento y su contribucion relativa a la energia de ad-
sorcién del H, en materiales de superficie extendida. El alcance de esas interacciones se discute a partir de resultados
experimentales acerca del almacenamiento de H, en nanocavidades. Asimismo, se evalia el estado del arte y las pers-
pectivas de este método de almacenamiento.

Abstract. Hydrogen, because of its large combustion heat, 572 kJ/mol, three times that of gasolines, and an environ-
mentally compatible byproduct, water, is being considered as an alternative to fossil fuels derivatives; particularly in ve-
hicular applications. The application of hydrogen as combustible in mobile technologies involves three challenges: the
production from the water splitting, for instance; the availability of a reversible, safe and economically viable storage
method; and its use through appropriate fuel cells where the chemical energy is directly transformed in electricity. Na-
ture practically has no free H,. From this fact, H, must be produced. It is a secondary energy bearer, not a primary
source like petroleum. The storage is probably the main of these challenges because H, has very low critical tempera-
ture (Tc = 32.97 K) and at ordinary temperatures it is supercritical gas. The H, liquefaction is possible when the
strength for the H,-H, interactions (of van der Waals and quadrupole-quadrupole type) surpasses the thermal energy
(kT). This suggests the possibility of be able the H, storage at temperatures above Tc through a strong H,-surface inter-
action in solids of extended surface, layered or nanoporous materials, for instance. In this contribution the possible H,-
surface interactions that could be present in such storage method and their relative contributions to the H, adsorption
energy in materials of extended surface are discussed. The role of these interactions is dicussed from experimen-
tal results on H, in nanocavities. The state of art and perspectives on this storage method are also evaluated.

Palabras clave. Assembiles of adsorbates 68.43.Hn; Kinetics of adsorption 68.43.Mn; Structure of porous materials
61.43.Gt
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1 Introduccion

El progreso de la civilizacién humana ha estado intima-
mente ligado a la disponibilidad de fuentes de energia.
Desde la primera actividad industrial para la explotacién
del petréleo, en 1859 [1], y luego su procesamiento para
obtener diferentes derivados, pricticamente todos los
avances tecnoldgicos conocidos han estado ligados al
uso de este combustible fésil. El petréleo y otros com-
bustibles de origen f6sil son recursos energéticos no re-
novables, y para las préximas décadas se espera una de-
clinacién progresiva en su disponibilidad y produccion.
Estos recursos energéticos no son otra cosa que energia
de origen solar acumulada por la naturaleza durante mi-
llones de afios a través del proceso de fotosintesis; y que
la civilizacién humana habrd consumido en apenas tres
siglos. En el proceso de fotosintesis, en presencia de ra-
diacién solar, se produce la disociacién del agua para re-
accionar con el CO, y dar lugar a la formacién de car-
bohidratos. Para la demanda actual y futura de energia
el proceso de fotosintesis como via para aprovechar la
energia solar resulta poco eficiente. Esto permite afir-
mar que la opcién de los biocombustibles, aunque tem-
poralmente puede representar una alternativa, no lo seria
nunca a largo plazo.

La combustién del petréleo y sus derivados da lugar
a la emision de CO,, el cual es responsable del calenta-
miento global y de los cambios climéticos relacionados
[2]. Ello explica que las actividades de investigacion-
desarrollo acerca de fuentes de energia renovables y lim-
pias hayan recibido un creciente interés en las ultimas
décadas. En este sentido, el aprovechamiento directo de
la energia solar aparece como la solucién mds atractiva
[3]. Sin embargo, para aplicaciones méviles como el
transporte automotriz, y también como un medio de al-
macenamiento de energia, se requiere de un portador se-
cundario. Al respecto, el hidrégeno aparece como la op-
cién mas promisoria debido a su combustién limpia (ge-
nera agua como subproducto) y a su alto valor caldrico
(572 kJ/mol), unas tres veces el de las gasolinas. El
hidrégeno no es una fuente primaria de energia, como si
lo es el petréleo; habria que producirlo a partir de la di-
sociacién del agua, por ejemplo, empleando para ello
una fuente de energia renovable como la solar. Esto es
lo que hace la Naturaleza en el proceso de Fotosintesis
II, donde participa un cimulo de 4 dtomos de Mn, cono-
cido como “Cubane”, que actiia como catalizador duran-
te la disociacion de 1la molécula de agua.

El H, podria emplearse en un motor de combustién
interna, sin embargo, esta no seria la forma mas eficiente
de utilizarlo, sino mediante las llamadas celdas de com-
bustible, actualmente en franco proceso de desarrollo.
Una celda de combustible es un dispositivo electroqui-
mico donde tiene lugar la oxidacién del combustible li-
berando electrones que circulan por un circuito exterior
para realizar trabajo. En una celda de combustible el H,
se combina con el O, para producir directamente electri-
cidad. De modo que esta constituye una forma de pro-

ducir energfa limpia no sélo de interés en el transporte,
sino ademads, para la iluminacién, las comunicaciones, el
almacenamiento de informacién, en refrigeracién, entre
otros usos actuales de la electricidad. FEl empleo mas
efectivo del H, serd la conversién directa de su energia
quimica en energia eléctrica. Las celdas de combustible
que operan con H, pueden alcanzar una eficiencia nomi-
nal de conversion de la energia quimica en eléctrica de
un 60 %, practicamente el doble de la alcanzable a partir
de derivados de combustibles fésiles, que es aproxima-
damente un 34 %.

Para las aplicaciones arriba mencionadas del hidré-
geno como portador energético secundario, el principal
reto es encontrar una forma tecnolégicamente apropiada
y econdmicamente rentable, para almacenarlo. El hidré-
geno, en su forma molecular, H,, no puede ser llevado al
estado liquido por encima de 32.97 K (su temperatura
critica, Tc), independientemente de la presién que se
aplique, y el proceso de licuefaccién consume cerca del
40 % de la energia que seria generada. Ademads, el enor-
me gradiente de temperatura con respecto a la ambiente,
conduce a pérdidas por evaporacién inadmisibles, en
particular para largos periodos de tiempo de almacena-
miento. El almacenamiento de H, a altas presiones tam-
poco resulta practico, al menos para tecnologias méviles.
Para una presién de 345 bar se alcanza una densidad de
15 g/L, relativamente baja respecto a los 70 g/L corres-
pondientes al estado liquido.

La licuefaccién del H, es posible cuando la energia
de las interacciones H,-H, (tipo van der Waals y cuadru-
polo-cuadrupolo) supera la energia térmica (kT). Este
hecho sugiere la posibilidad de lograr el almacenamiento
de H, a relativamente altas densidades por encima de Tc
a través de una fuerte interaccién Hp-superficie en soli-
dos de superficie extendida, por ejemplo en materiales
laminares y/o nanoporosos. Se han estudiado y contind-
an estudidndose varias familias de sélidos con superficie
extendida para almacenamiento de H,, entre ellos, mate-
riales en base a carbono (nanotubos, carbones porosos,
nanofibras) [4,5], zeolitas [6,7], silices porosas [8], en-
rejados metal-organicos (MOFs, por sus siglas en idioma
inglés) [9,10], polimeros de coordinacién en base al li-
gando cianuro [11-17], entre otros. De los resultados
publicados es posible extraer una valiosa informacién re-
ferente a la naturaleza de las interacciones H,-superficie
y acerca de los calores de adsorcién involucrados en
ellas. En esta contribucidn se discute ese tipo de infor-
macién. Ademds, se presta particular atencién al papel
que juegan el enrejado y la estructura electrénica del s6-
lido en los potenciales de adsorcion para el H,. La dis-
cusién de estos factores se basa en los resultados del au-
tor y sus colaboradores sobre este tema, en particular so-
bre al almacenamiento de H, en cianometalatos porosos
[18-23].

El H, puede ser almacenado también en jaulas (cajas)
formadas por moléculas de agua [24,25], sin embargo,
este método requiere presiones excesivamente altas (>>
120 bar) y el proceso estd desfavorecido desde el punto
de vista cinético, lo que limita sus posibilidades de apli-
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cacion practica, al menos con el nivel actual del estado
del arte. Este método de almacenamiento se basa en fa-
vorecer la formacién, bajo altas presiones, de cavidades
(jaulas) que contienen moléculas de hidrégeno en su in-
terior. Las interacciones huésped-hospedero para el H,
en estas jaulas son del tipo van der Waals.

2 Metas de referencia para el almace-
namiento de H»

Respecto al almacenamiento de hidrégeno para aplica-
ciones en transporte automotor, el Departamento de
Energia de los Estados Unidos de Norteamérica, (DOE,
por sus siglas en idioma inglés), ha establecido un con-
junto de metas que hoy en dia son mundialmente acepta-
das como metas de referencia (ver Tabla 1) [26]. De es-
tas metas la mds notable se refiere a lograr una densidad
gravimétrica de H, almacenado del 9% en peso para el
2015. Hasta la fecha ninguno de los materiales que han
sido estudiados satisface la totalidad de los requerimien-
tos tecnoldgicos contenidos en esas metas, incluyendo a
los hidruros metédlicos donde el hidrégeno se almacena
en forma atémica [27]. Para varios hidruros se logran
capacidades de almacenamiento por encima de la meta
del 9 % en peso, pero con el inconveniente de una baja
reversibilidad para el proceso de adsorcién-desorcién
(carga-descarga) [28].

Para el almacenamiento de H, a través de adsorcion
fisica un pardmetro critico a tomar en consideracidn es el
calor de adsorcién (AH®,4), puesto que es la energia libe-
rada en el proceso de adsorcién la que determina que la
molécula de H, pueda permanecer como especie adsor-
bida a una temperatura dada. Para estimar esa energia a
partir de datos de adsorcion debe asumirse un modelo
que pueda describir el proceso de adsorcion de las molé-
culas de H,. Por simplicidad, supongamos que ese mo-
delo corresponde a la adsorcién localizada descrito por la
isoterma de Langmuir:

n= KPn,/(1 + KP) (1)
donde n es la cantidad adsorbida a una presién P, n,, es la
cantidad adsorbida a P = oo, y K es una constante. Par-
tiendo de este modelo, Bathia y Myers [4] han supuesto
que el proceso de carga y descarga (adsorcién-desorcion)
tiene lugar bajo condiciones isotérmicas entre dos pre-
siones P; y P,. Luego la cantidad de H, entregado ven-
dria dada por:

D(K,P,P,) = (KPn,)/(1+KP)) - (KP,n,)/(1+KP,) (2)

Para valores fijos de P, y P,, el mdximo valor de D,
seginlaec. (2), se alcanza para:

K=1/(PPy” 3)

El valor de K (en la isoterma de Langmuir) depende
del cambio de entropia, AS°, relativo a la presién estdn-
dar, P, (1 bar), del cambio de entalpia en el proceso de
adsorcién, AH®, y de la temperatura (T), de acuerdo a:

K =exp(AS°/R) - exp(-AH°/RT) 4

donde R es la constante del gas ideal. En el modelo

de Langmuir, el valor de AH® representa el calor de ad-
sorcién promedio o integral entre P, y P, y su valor ab-

soluto es igual al calor isostérico. A partir de esas consi-

deraciones, el calor integral de adsorcién para la condi-

cién de maxima desorcién (descarga) viene dado por:
AH’;, = TAS® + (RT/2) In (P\Py/P,%) 4)

Para la adsorcion de H, en materiales en base carbo-
no, MOFs, y otros, se verifica que AS° = -8R [4]. Su-
pongamos que los ciclos de adsorcién y desorcién tienen
lugar entre P; = 30 bar y P, = 1.5 bar. Luego, a partir de
laec. (5) se obtiene que AH’,, =-15.1 kI/mol a T =298
K. Si P, se incrementa hasta 100 bar, el calor de adsor-
cién requerido se reducirfa a-13. 6 kJ/mol.

El valor de AH’ se determina usualmente a través del
método isostérico, empleando isotermas registradas a
dos temperaturas cercanas, digamos 77 y 87 K, y apli-
cando la ecuacién de Clausius—Clapeyron [17-21]. Otro
método de obtener el valor de AH®, y al mismo tiempo el
de AS°, es tomar la forma lineal de la ec. (4) y combi-
narla conlaec. (1) para obtener:

In (0/(n, — n)P) = (AS°/R) - AH°/RT (6)

En lugar de la cantidad adsorbida “n” a la presion P,
se puede tomar cualquier otra magnitud proporcional a
“n”, como puede ser la intensidad integral “A” de la vi-
bracién v(H-H) de la molécula de H, adsorbida [28]. A
partir de los valores medidos “A”, el intercepto y la pen-
diente de la dependencia lineal In(A/(A,, — A)P) (ec. (6))
versus 1/T nos proporcionan directamente el valor de
AS°/R y de AH°/R, respectivamente.

A partir de los valores obtenidos para AH® y AS° es
posible estimar la temperatura 6ptima correspondiente
para el proceso de desorcion, que vendria dada por:

Tope = AH’/[AS® + (R/2) In (PPo/P,%)] (7

Para materiales en base a carbono donde AH’° = -7
kJ/mol, y AS° = -8R [4], con P, = 30 bar y P, = 1.5 bar,
resulta Top, = 138 K. Esta es una temperatura relativa-
mente baja respecto a la ambiente (300 K). El mismo re-
sultado se obtiene para materiales tipo MOFs; en particu-
lar, para aquellos donde el potencial de adsorcién para
H, esta determinado por interacciones del tipo van der
Waals, cuyos calores de adsorcién no superan los -7
kJ/mol.

Tabla I
Metas del DOE para sistemas de almacenamiento de
hidrégeno (afos 2010 y 2015)

Parametro 2010 2015
Energia disponible (kW.h/kg) 2 3
Cap. Gravimétrica (% en peso) 6 9
Densidad Volumétrica (k g/m3) 60 80
Costo (USD/kW.h) 4 2
Ciclo de Vida 1,000 1,500
Tiempo de Recarga (kg Ho/min) 1.5 2
Temperatura de Operacién (K) 243/323 | 233/333

El modelo de Langmuir supone no s6lo adsorcién lo-
calizada sino ademds, que no ocurren interacciones (late-
rales) entre moléculas adsorbidas vecinas. Realmente
estas dos condiciones dificilmente se cumplen para la
adsorcion de hidrégeno. Quizds la mds fuerte de estas

RCF vol. 26, No. 1,2009. p. 5



dos suposiciones es la primera, por la propia naturaleza
de este adsorbato. Una alternativa es realizar estimados
de los calores de adsorcién a través de célculos compu-
tacionales bajo el supuesto de condiciones mas cercanas
a las reales. A partir de cédlculos de este tipo realizados
por Zhao y col. [30] se ha estimado que los valores 6p-
timos para los calores de adsorcién se encuentran entre -
20 y -30 kJ/mol. Calores de adsorcién en ese rango o
superiores s6lo se han alcanzado para un reducido nime-
ro de materiales en los que estdn presentes iones de me-
tales de transicion con esfera de coordinacién insaturada
en la superficie [8,30], pero no llegan a alcanzar la meta
de 6 % en peso. En tales casos, la molécula de hidrége-
no podria formar un enlace de coordinacién con el centro
metalico superficial. Este podria ser, por consiguiente,
uno de los criterios a seguir para desarrollar matrices po-
rosas apropiadas para almacenamiento de H,.

3 Propiedades fisicas del H, y posibles
interacciones Ho-surperficie

El H, es la molécula mds simple de la naturaleza, con so-
lo 2 electrones, los cuales estin comprometidos en un
enlace 6. Ello explica que el H; sea relativamente poco
polarizable y que las interacciones dispersivas (van der
Waals) en que €l participa resulten débiles. Esta molécu-
la, dada su forma elipsoidal, posee momento cuadrupolar
(Q) y, por consiguiente, es susceptible de interactuar con
un gradiente de campo eléctrico (VE). Los componentes
del tensor momento cuadrupolar, en su forma diagonal,
satisfacen la siguiente relacion Q = Q, = -2Q = -2Qy,.
En la Tabla 2 se resumen las propiedades fisicas del H,
que resultan de interés a los efectos de su almacenamien-
to en s6lidos de superficie extendida. A partir de esas
propiedades fisicas, es posible establecer el tipo de inter-
acciones en que podria participar esta molécula con la
superficie de un material dado, en particular:

1) Polarizacién en presencia de un campo eléctrico
local (E) fuerte, de lo cual resultaria una energia de es-
tabilizacién dada por AH = oE%2 donde o es la polari-
zabilidad del H,. La dependencia de E* para la energia
de interaccién determina que la misma sea funcién de r™*
(r: distancia de interaccién) y, por consiguiente, su con-
tribucidn al potencial de adsorcién resultara significativa
s6lo cuando la molécula de H, pueda acercarse mucho al
centro de carga; por ejemplo, en presencia de iones muy
pequefios como Mg?*, Li*, y Na*.

2) Interaccién entre el momento cuadrupolar del H, y
el gradiente de campo eléctrico local, con una energia de
estabilizacién dada por AH = (Q-VE)/3. Esta interaccién
depende de 1 y se manifestard a distancias mayores que
la de polarizacién. El hidrégeno tiene un momento cua-
drupolar (Q) electrénico positivo de 0.4926 ea(,2 (ea02:
unidades atomicas, e: carga del electrén, a,: radio de
Borh) (Tabla 2), que si bien es pequefio, no lo es tanto
cuando lo comparamos con el reportado para N, (-1.052
ea,”) 0 el CO, (-2.987 ea,?). Su signo positivo nos indica
que frente a un gradiente de campo eléctrico dado, para

el Hy y el N, (0o CO,), por ejemplo, la orientacién serd
muy diferente. Las moléculas de N, y CO,, que tienen
momento cuadrupolar negativo, se orientardn con el eje
mayor del elipsoide segtn la direccién del gradiente de
campo, mientras que el H; lo hard en disposicién trans-
versal, formando un complejo adsorbido en forma de
“T”. Este hecho puede tener implicaciones en los proce-
sos de transporte y adsorcion del hidrégeno en enrejados
porosos (se discute mas abajo).

3) Una interaccién dispersiva, cuya naturaleza estd en
la fluctuacion resonante de la distribucion de carga elec-
trénica entre la molécula de hidrégeno y la superficie, o
entre moléculas huéspedes vecinas. Esta interaccion tie-
ne dos términos, uno atractivo que depende de ry uno
repulsivo (debido al solapamiento de las nubes electréni-
cas) que lo hace seginr . Por consiguiente, es de espe-
rar que esta interaccién se manifieste s6lo para distancias
H,-superficie del orden del didmetro de esta molécula y
para una disposicién huésped-hospedero que favorezca
el miaximo acercamiento entre sus nubes de carga. Esta
interaccion se veria favorecida para cavidades pequeiias,
del orden de dos veces el didmetro cinético de la molécu-
la de hidrégeno, o algo menor, digamos para cavidades
de unos 0.6 nm de didmetro. Como ya se ha menciona-
do, en carbones nanoporosos, los cuales estan formados
por ldminas de grafeno donde la interaccién Hy-
superficie es s6lo de tipo dispersiva, los calores de ad-
sorcién para H, no exceden los -7 kJ/mol [4]. Esta es la
situaciéon también para muchos enrejados metal-
organicos libres de centros de cargas en la superficie de
las nanocavidades [5,9,10].

Las tres interacciones arriba mencionadas tienen una
fuerte dependencia de 1/r (r’3, r y r'6), y se verdn favo-
recidas cuando la molécula de hidrégeno estd confinada
en pequefios volimenes, cuyas dimensiones no excedan
tres veces su diametro. En tales casos las interacciones
H,-superficie y la H,-H, podrian resultar relativamente
fuertes. Tales pequefios volimenes corresponden a na-
nocavidades de aproximadamente 1 nm.

El hidrégeno molecular existe en dos formas, orto
hidrogeno y para hidrégeno. FEl estado orto es aquel en
el cual los dos protones de los niicleos tienen sus espines
paralelos, conformando un estado triplete (I = 1), mien-
tras que en el para los protones tienen sus espines anti-
paralelos para dar lugar a un estado singlete (I = 0). A
temperatura y presion normales el 75 % del hidrégeno se
encuentra en configuracion orto y el 25 % restante en es-
tado para. Esta proporcién entre orfo y para no es esta-
ble, y depende de la temperatura y la historia térmica de
la molécula. A muy bajas temperaturas la forma mas es-
table es la para y el proceso de conversion de orto a pa-
ra es exotérmico. La configuracién orto corresponde a
un estado excitado de esta molécula. La energia liberada
durante la transicién de orto a para resulta suficiente pa-
ra contribuir al proceso de evaporacién durante la licue-
faccion del H, (~ 1 kJ/mol). Por consiguiente, esta seria
una propiedad importante a considerar durante el alma-
cenamiento del hidrégeno en su estado liquido, no asi
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durante los procesos de adsorcién fisica o, al menos, su
contribucion es significativamente menor que la del resto
de las interacciones arriba discutidas.

Las dos interacciones del tipo electrostiticas deben
manifestarse a la vez, con diferente intensidad, en de-
pendencia de la naturaleza y propiedades de los centros
de cargas presentes. Para iones Mg**, los cuales dado su
pequefio radio i6nico y su cardcter divalente deben resul-
tar altamente polarizantes, situados en los canales de una
zeolita (Na, Mg)-Y, se han reportado calores de adsor-
cién medidos para el H, de -18 kJ/mol [29,34], y de -10
kJ/mol, segin cédlculos computacionales [6]. Para iones
K*, Rb* y Cs* situados en las cavidades de hexacianome-
talatos de cinc, Zn;A,[Fe(CN)g], donde A = K, Rb, Cs
(Figura 1), los valores experimentales para AH® resultan
-8.3, -6.8 y -6.4 kJ/mol, respectivamente [21,22]. Com-
parado con el Mg**, el K* es un catién mucho menos po-
larizante, 0.433 versus 2.704 en unidades de Ze/r’. [34].
Cuando se comparan los valores obtenidos para AH® en
la serie homéloga con K*, Rb* y Cs*, con sus poderes
polarizantes respectivos, 0.433, 0.363 y 0.305 [35], se
observa una correlacion practicamente lineal. Esto hace
suponer que en esos materiales el potencial de adsorcién
para la molécula de hidrégeno estd determinado por la
interaccion electrostitica.

La interaccién de polarizaciéon de la molécula de
hidrégeno con un centro de carga puede ser evaluada, de
forma sencilla y directa, mediante espectroscopia IR
[29,34]. La vibracién v(H-H), que en la molécula de H,
libre se observaria en 4163 cm’', en presencia de un cen-
tro de carga se desplaza hacia valores menores de fre-
cuencia, como consecuencia de un debilitamiento del en-
lace H-H. Para la serie Li-ZSM-5, Na-ZSM-5, K-ZSM-
5 esta vibracion se detecta a 4092, 4101 y 4112 cm’!
[29], respectivamente. Para iones Mg2+, también en zeo-
litas, esta vibracién se observa en 4056 cm’, para un
desplazamiento de -107 cm’' [29]. Para las dos configu-
raciones de la molécula de hidrégeno (orto y para) la di-
ferencia en la frecuencia de vibracion v(H-H) no excede
los 6 cm’ y por consiguiente, resulta muy inferior al
desplazamiento debido a la interaccidn de polarizacion.

La interaccién del H, con un centro de carga alta-
mente polarizante o un gradiente de campo eléctrico in-
tenso en cavidades y canales estrechos podria, incluso,
limitar significativamente la difusion del hidrégeno hacia
los espacios libres en el interior de enrejados porosos.
En tal caso las curvas de adsorcién manifestarian pro-
nunciados efectos cinéticos. Para la misma serie de
hexacianometalatos de cinc pero con Na* en los canales
(Zn3Na,[Fe(CN)gl,), se observa que aun con tiempos de
equilibrio que conducen a una semana de medicién, los
efectos cinéticos son muy pronunciados, incluso para
temperaturas cercanas a la ambiente donde el incremento
en energia cinética para el H, favoreceria el proceso de
difusién en canales estrechos (Figura 2). El poder pola-
rizante del Na* (0.743) es mayor que el del K* (0.433).
Tales efectos no se observaron, por ejemplo, para la ad-
sorcién de CO, en la misma serie, aun en presencia de

Na* cerca de las ventanas de acceso a las cavidades (Fi-
gura 1) [20]. Esto podria estar relacionado con la forma
en que entraria el CO, a través de las ventanas, respecto
al H,, dada la diferencia de signo para su momento cua-
drupolar.

Tabla 11
Propiedades de la molécula de H, que resultan rele-
vantes para su adsorcion fisica.

Parametro y Unidades Valor
Temperatura critica, T, (K)® 32.97
Presi6n critica (bar)* 12.96
Densidad critica (kg/m’)* 30.09
Temperatura de licuefaccién, a 1 bar = 20.35
(K)*

Punto de fusién a 1 bar (K)* 13.95
Densidad a 1 bar y 293 K (kg/m’)* 0.085
Densidad a 1 bar y 20 K (kg/m®)* 1.312
Polarizabilidad, o (10** cm?)* 0.8023
Momento cuadrupolar, Q (ea,))’ 0.4926*
Didametro cinético (nm)* 0.29
Radio de van der Waals (nm)* 0.24
Entalpia de licuefaccion (kJ/mol)* 0.9

Entalpia de sublimacién, (kJ/mol)* 1.028

Calor especifico (J/kg.K)* 1.4304.10*
Coeficiente de exp. térmica (KhH? 0.00366
Distancia H-H (nm)® 0.074

Tomado de: * Ref. [30]; ® Ref. [36]; € Ref. [32]; * Para N,
y CO,, moléculas sondas comiinmente usadas en estudios
de adsorcion en materiales porosos, los valores de Q son de
signo contrario, -1.052 y -2.987 ea,’, respectivamente.

Figura 1: Enrejado poro-
so para hexacianometala-
tos de cinc tipo zeolitas.
Los metales intercambia-
bles se encuentran cerca
de las ventanas de acceso
a las cavidades.

]
o
.A AY

Un comportamiento andlogo hemos observado para
la adsorcion de H, en canales estrechos en ausencia de
iones intercambiables pero con centros metdlicos super-
ficiales con esfera de coordinacién incompleta. Este es
el caso de los nitroprusiatos de Mn y Cd,
(M[Fe(CN)sNOJ]), M = Mn, Cd). El enrejado poroso de
estos materiales estd formado por canales de forma irre-
gular de unos 0.7 nm de altura como promedio (Figura
3). En presencia de aire himedo, el espacio libre entor-
no a cada metal (Mn, Cd) estd ocupado por 3 moléculas
de agua por metal, una coordinada y dos estabilizadas
por interacciones tipo puente de hidrégeno con la prime-
ra. Las tres moléculas de agua se pueden remover a tra-
vés de un calentamiento ligero (< 350 K), liberando el
espacio que ocupan. Las curvas de adsorciéon de H, en el
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enrejado anhidro de estos materiales muestran pronun-
ciados efectos cinéticos (Figura 4) [19]. La interaccién
del H, con la superficie es lo suficientemente fuerte co-
mo para limitar su difusién hacia el interior del micro-
cristal y ocupar todo el espacio libre en este. En canales
tan estrechos estarian contribuyendo los tres tipos de in-
teracciones arriba discutidos, y posiblemente también
cierta interaccion especifica de coordinaciéon H,-metal.
Para el CO, se observa un comportamiento totalmente
diferente. El espacio libre en el enrejado se satura rapi-
damente con moléculas de CO, [19]. Los calores medios
de adsorcién en este caso resultan superiores a los -15
kJ/mol. A esta marcada diferencia en comportamiento
para H, y CO,, podria estar contribuyendo también la di-
ferencia en propiedades fisicas para estas dos moléculas,
en particular, el signo de Q y, ademads, la posibilidad de
una interaccién de coordinacién del H, con los centros
metalicos.

Las caracteristicas de las interacciones H,-superficie
arriba discutidas, y los calores de adsorcidn que se obtie-
nen, sugieren que el desarrollo de un material para alma-
cenamiento de hidrégeno molecular que satisfaga los re-
querimientos de la tecnologia a través de interacciones
puramente fisicas, constituye un reto inmenso. Esto s6-
lo considerando el valor del calor de adsorcién requerido
para lograr que la molécula de H, permanezca en las ca-
vidades como especie adsorbida hasta una temperatura
cercana a la ambiente, que seria lo mas recomendable
desde el punto de vista tecnolégico. Cuando observamos
los valores reportados para la densidad gravimétrica de
H, almacenado, se concluye que para ningin material se
ha alcanzado la meta del 9 % en peso, excepto en algu-
nos MOFs a altas presiones [36], > 100 bar, mds all4 de
lo que se supone pueda admitir la tecnologia.

Los estudios reportados acerca del almacenamiento
de hidrégeno en materiales porosos revelan que los vo-
limenes adsorbidos a relativamente bajas presiones estan
determinados por las energias de adsorcién involucradas,
esto es, por la fortaleza huésped-hospedero. A relativa-
mente elevadas presiones, > 100 bar, el drea superficial
disponible en el sélido y el tamafio de las cavidades son
los pardmetros que determinan la cantidad de moléculas
almacenadas y no la energia sélido-Ho,.

Lo hasta aqui discutido sugiere que el disefio de ma-
teriales porosos apropiados para el almacenamiento de
H, no puede estar basado, dnicamente, en optimizar las
interacciones fisicas Hp-superficie; hay que aprovechar
interacciones especificas hidrégeno-superficie que invo-
lucren mayores energias de adsorcién. Este pudiera ser
el caso de la interaccion de coordinacion del H, con cen-
tros metdlicos, cuya discusién se aborda en el siguiente
epigrafe.

4 Interacciones Ha>-H>
Bajo condiciones de confinamiento en nanocavidades y

en estados condensados, sélido, liquido e incluso para
especies adsorbidas cuando la distancia entre los sitios

de adsorcién es del orden del doble del radio de van der
Waals de la molécula de H, (0.24 nm), ademas de las in-
teracciones tipo van der Waals ya mencionadas, pueden
estar presentes otras interacciones intermoleculares (Hp-
Hy).

2.04

1.5

0.0

=

Figura 2: Curvas de adsorciéon de H, en Zn;Nay[Fe(CN)¢], a
tres temperaturas diferentes [21]. El pronunciado efecto cinéti-
co que se observa se atribuye a una fuerte interaccion de la mo-
lécula de hidrégeno con los iones Na* situados cerca de las
ventanas de acceso a las cavidades.

Figura 3: Enrejado
poroso de los nitro-
prusiatos de Mn y
Cd formado por ca-
nales estrechos (~
0.7 nm por el lado
mayor) con centros
metdlicos  superfi-
ciales (MII = Mn,
Cd) con esfera de
coordinacién  insa-
turada.

o 00 a0 400 B0
Pressurs, [Ton]

Figura 4: Curvas de adsorcién de H, en Mn[Fe(CN)sNO] para
dos tiempos de equilibrio diferentes [19]. El pronunciado efec-
to cinético que se observa se atribuye a una relativamente fuer-
te interaccion de la molécula de hidrégeno con la superficie de
los canales.

Estas udltimas incluyen a interacciones electrostaticas,
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en particular, de polarizacién y entre sus momentos cua-
drupolares permanentes (Q), ambas de cardcter atractivo,
y la interaccién de intercambio que resulta del solapa-
miento entre las nubes electrénicas de moléculas veci-
nas. Esta ultima de caracter repulsivo. Este tipo de in-
teracciones ha sido ampliamente estudiado mediante cél-
culos computacionales para las diferentes configuracio-
nes posibles entre dos moléculas de H, [37].

La Figura 5 ilustra las 4 configuraciones que han sido
consideradas. La configuracién de menor energia, (mis
estable), es aquella en la cual las dos moléculas se dis-

ponen de forma transversal (X) maximizando la interac-
cién entre sus momentos cuadrupolares y, al mismo
tiempo, minimizando el solapamiento y con ello la inter-
accion repulsiva. De las interacciones atractivas, la cua-
drupolar aporta mds del 90 % de la energia de interac-
cion [38]. El minimo para la energia potencial para la
configuracién mads estable corresponde a una distancia,
entre el centro de las dos moléculas, de unos 0.34 nm y
por debajo de 0.31 nm la interaccién resulta repulsiva.
En consecuencia, la separacién entre dos sitios de adsor-
cién vecinos no puede ser inferior a los 0.31 nm y la
configuracién adoptada entre moléculas adsorbidas veci-
nas debe ser tal que la energia para la interaccién cua-
drupolar sea maxima.

5 Coordinacion del H, a centros metali-
cos

Como se ha mencionado antes, la molécula de hidrégeno
tiene la capacidad de formar un enlace de coordinacién
con centros metdlicos. El H, se coordina de forma late-
ral para donar carga desde su enlace ¢ al metal. Esto su-
pone que en el metal esté disponible un orbital de ener-
gia suficientemente baja para recibir densidad electréni-
ca desde la molécula de hidrégeno. Esta es una interac-
cién de coordinacion relativamente débil pero que se ve
favorecida si el metal posee orbitales d, en particular, ty,
en una disposicion apropiada para retro-donar densidad
de carga electrénica al orbital 6* del H, (Figura 5). Este
proceso de donacién metal — H, es mas favorable para
metales con orbitales d muy extensos (difusos), en parti-
cular, aquellos con carga nuclear pequefia (Sc, Ti, V) o
de la tercera serie (5d: W, Os, Ir, Pt), puesto que en ellos
se facilita la superposicién de sus orbitales d con el orbi-
tal 6* de la molécula de hidrégeno. Esta interaccion se
ve ain mds favorecida para estados de valencia bajos en
esos metales, esto es, donde los orbitales d tengan una al-
ta poblacion de electrones, una fraccién de la cual podria
ser donada. Esto supone que el orbital 6*, si bien es an-
ti-enlazante respecto al orbital ¢ del H,, no tiene por qué
serlo respecto a un orbital d de un metal de transicién.
Efectivamente, este puede ser el caso para muchos meta-
les de transicién. Los compuestos de coordinacion del
H, a metales de transicion se vienen estudiando desde
hace mds de 20 afios y se conocen cientos de ellos [32].
No debe resultar sorprendente que el primer compuesto
de coordinacién del H, en ser estudiado involucre a un

metal de transicion de la  tercera  serie,
[W(CO)3(PiPr3)(Hy)] [33]. En estos compuestos de
coordinacién, la molécula de hidrégeno se comporta co-
mo donador y como aceptor de electrones a la vez, del
mismo modo que lo hace la molécula de CO.

Figura 5. Orientacion re-
lativa para dos moléculas
de hidrégeno. La confi-
guracién mds estable es
aquella en la cual los cen-

oo 06 o6 I
tros de las moléculas son

(%)
(9
mutuamente perpendicu-

lares (extrema derecha, inferior) donde se hace maxima la in-
teraccion cuadrupolar (atractiva) y se minimiza la repulsiva de-
bida al solapamiento de las nubes electronicas.

Figura 6. Interaccién de
coordinacion lateral del H, a
un centro metalico. El H,
dona densidad electrénica a
un orbital d; (e,) del metal y
al mismo tiempo, el metal
retro-dona carga al orbital
o* del H, a través de un or-
bital dy (t;,).

La energia de la interaccién de coordinacién del H, a
un metal dependera de la naturaleza del metal, de su es-
tado de valencia y configuracién electrénica, pero tam-
bién de los restantes grupos presentes en su esfera de
coordinacién. Aquellos grupos que contribuyan a in-
crementar la densidad de carga sobre el metal podrian
favorecer la donacién metal — H, y con ello proporcio-
nar una mayor estabilidad al complejo metal-H,. La for-
taleza de esa interaccién se estudia, normalmente, mi-
diendo la energia de disociacién del complejo [36], y en
estudios de adsorcién determinando los calores isostéri-
cos involucrados [11,14-22]. De forma indirecta, las dis-
tancias metal-H, y H-H determinadas a partir de datos de
difraccién de neutrones [13], y datos espectroscépicos
(IR y '"H RMN) [32], también nos proporcionan infor-
macion sobre la fortaleza de la interacciéon H,-metal.
Dado que la donacién metal — H, se realiza a un orbi-
tal anti-enlazante (6*), a mayor densidad electrénica do-
nada mayor serd la densidad electrénica sobre este orbi-
tal (6*) y ello da lugar a un debilitamiento del enlace H-
H,y a unincremento en la distancia H-H.

Para la molécula de hidrégeno libre la distancia H-H
es de 0.74 A (Tabla 2). A medida que la interaccién M-
H, es mas fuerte, el enlace H-H se debilita y la distancia
H-H puede crecer hasta aproximadamente 1.6 A [33],
mas del doble de su valor original, sin que ocurra la di-
sociacién de la molécula. Por encima de este limite la
donacién de carga del metal al orbital 6*(H,) provoca la
ruptura de la molécula de hidrégeno para formar 2 iones
H' y entregar dos electrones (2¢"). Esto es lo que sucede,
por ejemplo, en las celdas de combustible, donde se em-
plean electrodo de Pt para facilitar la disociacion del Hs.
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Por debajo de ese limite para la distancia H-H, la fre-
cuencia de vibracién v(H-H) constituye un indicador di-
recto de la fortaleza de la interaccién H,-metal. Asi-
mismo, también lo es la constante de acoplamiento J(H-
H), que se puede determinar en un experimento de RMN
'Y, o la barrera rotacional del H, segiin el eje M-H,, cu-
yo valor se puede estimar mediante dispersion ineldstica
de neutrones [33].

Los valores reportados para las energias de disocia-
cién de complejos H,-metal varian desde unos 7 hasta 80
kJ/mol [33,36], correspondientes a interacciones que
pueden catalogarse desde débiles hasta fuertes. De mo-
do que el valor ideal para el calor de adsorcion de H,, de
-20 kJ/mol, podria lograrse a través de una interaccién de
coordinacion, no disociativa, con centros metalicos su-
perficiales, la cual preservaria la identidad de la molécu-
la y, por consiguiente, la reversibilidad del proceso.

La interaccién del H, con centros metalicos superfi-
ciales en materiales porosos ha sido estudiada para
MOFs [36,39-45], zeolitas [46-50], silices [8], y ciano-
metalatos [11,14,18,19], entre otros. En MOFs practi-
camente todos los estudios reportados corresponden a
enrejados que contienen Mn**, Ni**, Cu?*, y Zn** con es-
feras de coordinacidn insaturadas y cuyos valores de
AH’,4s, en kI/mol, varian entre -4.5a-7.0en Cu, -6.8 a -
10.4 en Ni, -8.3 a-13.5en Zn, y -10.1 para Mn [36]. En
estos enrejados el metal estd generalmente unido a gru-
pos carboxilatos, que no se caracterizan por tener una
gran capacidad donante al metal y, por consiguiente, es-
tos ligandos no favorecen un notable incremento en la
densidad electrénica sobre el centro metalico.

Esa particularidad del grupo carboxilato podria ex-
plicar la relativamente baja capacidad de retro-donacién
M— ¢*(H,) en los MOFs, que es, en definitiva, la inter-
accion que estabiliza la coordinacién Hp-metal y, por
consiguiente, los bajos valores de AH® que se obtienen
en esta familia de materiales porosos. Aun cuando en
MOFs con centros metilicos superficiales no se han lo-
grado los valores deseados para AH®,y, el efecto de una
posible interaccion especifica H,-metal resulta evidente
cuando se comparan los valores maximos de H, adsorbi-
do, a relativamente altas presiones en materiales de esta
familia que poseen centros metdlicos superficiales, con
aquellos que se obtienen en enrejados porosos anilogos
pero donde la superficie de las nanocavidades estd libre
de metales disponibles para la coordinacién del H,. Por
ejemplo, la adsorcién de hidrégeno en

Mn;[(Mn,Cl)3(btt)s(CH30H) 0] 2
(btt = 1,3,5-bencenotristetrazolato),
con sélo la mitad de la superficie especifica reportada
para el MOF-5 (3800 m’/g), bajo las mismas condicio-
nes, es un 50 % superior a la del MOF-5, que no contie-
ne centros metdlicos superficiales [36]. Tal comporta-
miento se ha atribuido a la presencia de dtomos de Mn
con esfera de coordinacidn insaturada en la superficie de
las cavidades, a diferencia del MOF-5 donde toda la in-
teraccion posible H,-superficie es de tipo van der Waals.

En zeolitas, la interaccién H,-metal mejor estudiada
es aquella donde, en el interior de los canales, se encuen-
tran 4tomos de Cu* [45-50]. Para Cu-ZSM-5 con H, ad-
sorbido se ha reportado la vibracién v(H-H) en 3070 y
3125 cm'!, correspondientes a dos sitios de adsorcién pa-
ra el H, sobre dtomos de Cu* [46,49]. El desplazamiento
en frecuencia aqui es mucho mayor, -1093 y -1038 cm’’,
que el observado para Mg** (-107 cm™). El poder pola-
rizante reportado para Cu* es mucho menor (0.857) que
el arriba mencionado para Mg** (2.704), de modo que el
desplazamiento en frecuencia observado para la vibra-
cién v(H-H) en la interaccién Cu-H, no puede ser expli-
cado como resultado de un efecto de polarizacién. En
este caso, resulta evidente que estd ocurriendo una retro-
donacién de carga del Cu” al orbital 6*(H,), de forma tal
que el enlace 6(H-H) se ve significativamente debilitado.
Una disminucién de la frecuencia v(H-H) nos esta indi-
cando que ha disminuido el valor de la constante de
fuerza para el movimiento vibracional entre los dos &to-
mos de hidrégeno. Los calores de adsorcién reportados
para la interaccién Cu’-H, varian desde -73 a -39 kJ/mol
[49]. En cambio, no existen evidencias de que el Cu*,
en zeolitas, participe en una interaccién de coordinacién
con el H, [49]. Esto pone de manifiesto la importancia
de una elevada densidad electrénica sobre el metal, que
favorezca la interaccién de retro-donacidn para estabili-
zar el enlace de coordinacién metal-Ho.

Las silices porosas son otra familia de materiales con
superficie extendida donde se han situado iones de meta-
les de transicion con una esfera de coordinacién abierta
para estudiar su interaccién con moléculas de hidrégeno.
Asi, para iones de Ti** se han reportado calores de ad-
sorcién de -22 kJ/mol [8], que se encuentra en el rango
ideal arriba mencionado para AH’,. Sin embargo, la
densidad gravimétrica de H, que se logra resulta inferior
al 6 % en peso (meta para el 2010).

Los cianometalatos del tipo azules de Prusia y los ni-
troprusiatos son familias de materiales porosos cuya pre-
paracién es relativamente simple, y su estructura cristali-
na es conocida, y tienen la totalidad de los metales si-
tuados en la superficie de las nanocavidades, enlazados
al terminal N del grupo CN [51-54]. Sus cavidades tie-
nen unos 0.85 nm de didmetro, con 6 centros metalicos
con esfera de coordinacién incompleta sobre la superfi-
cie (Figura 6). Idealmente, en ese diametro de cavidad
seria posible almacenar al menos 7 moléculas de H,, seis
de ellas a través de una interaccion directa Hy-metal y
una en el centro de la cavidad, estabilizada por interac-
ciones electrostaticas y de tipo Hy-H,. Ello explica que
estos materiales resultan modelos ideales para estudiar la
interaccién Hy-metal en superficie y esto explica el rela-
tivamente elevado nimero de estudios recientes sobre
almacenamiento de H, que en ellos han sido reportados
[11-22]. El ligando CN tiene la capacidad de donar elec-
trones al metal situado sobre la superficie de las cavida-
des, lo cual constituye un hecho favorable a la interac-
cion de coordinacién metal-H,. Sin embargo, aun cuan-
do los calores de adsorcién, AH 4, reportados muestran
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una definida dependencia del metal situado en la superfi-
cie de las cavidades, estos resultan inferiores a 10 kJ/mol
en todos los casos [11,18]. Las mayores evidencias de
coordinacién M-H, se han observado para Cu y Ni
[18,55], que son los metales con mayor densidad de elec-
trones en los orbitales t, y, por consiguiente, donde es
mas favorable la interaccion de retro-donacion M— H..

Desde el punto de vista tedrico, la mayoria de los re-
portes se han orientado al estudio computacional de la
formacién de complejos de coordinacion con H, para io-
nes de metales como Sc y Ti [30,56-58], en algunos ca-
sos, supuestamente, decorando la superficie de materia-
les en base a carbono, en particular nanotubos con cen-
tros metdlicos superficiales. Para esos materiales se ha
predicho la adsorcion de hasta 8 % en peso de H, y calo-
res de adsorcion superiores a los -20 kJ/mol. [30]. Sin
embargo, los estudios experimentales no han logrado re-
producir las predicciones tedricas.

Los complejos de coordinacién laterales con un cen-
tro metdlico no constituyen una exclusividad del H,. Las
olefinas (compuestos que presentan al menos un doble
enlace carbono-carbono, C=C) forman complejos de este
tipo, llamados complejos de Dewar [33]. En este caso,
el enlace se forma por donacidn lateral de densidad elec-
tronica desde un orbital 2p7 lleno de 1a olefina a un orbi-
tal d(c) vacio del metal. Un mecanismo andlogo se ha
reportado para la formacién de complejos entre la molé-
cula de nitrogeno e iones Ag" en las cavidades de zeoli-
tas, para poder explicar su mayor selectividad por el N,
respecto al O, [59]. La estructura de los orbitales exter-
nos del Ny est (62)(6%2) (02) () (Mop) (m¥3)°
(n*zpz)o. El N, dona electrones desde su orbital 2pm lle-
no al orbital 5s vacio del 4tomo de Ag*, 1o cual es menos
favorable para el O, donde el orbital 7 disponible para la
interaccion lateral s6lo estd parcialmente lleno, ((525)2
(6%2) (0 2p) (Tapy) (M) (T2 (W) . Los complejos
H,-metal se diferencian de esos complejos laterales con
participacién de un orbital 7 del ligando (complejos de
Dewar), en que para el caso del H, la donacién lateral
ocurre desde el orbital 6. Estos complejos se conocen
como complejos de Kubas [33], y como ya se ha indica-
do, su existencia se ha reportado para practicamente to-
dos los metales de transicion.

6 Estado del H, adsorbido

Como se ha discutido arriba, los calores de adsorcion de-
rivados de una interaccién tipo dispersiva (van der
Waals) se encuentran por debajo de los — 7 kJ/mol. Este
valor limite es unas 8 veces el calor de licuefaccion para
el hidrégeno (0.9 kJ/mol) (Tabla 2). Por consiguiente, es
de esperar que la interaccién Hp-superficie sea mds fuer-
te que la Hy-H, correspondiente al estado liquido. Cuan-
do estdn presentes, ademds, las interacciones electrostd-
ticas, el estado de la molécula de hidrégeno se diferen-
ciard mas aun del esperado para el estado liquido. La en-
talpfa de sublimacién del hidrégeno es de 1.028 kJ/mol
(Tabla 2). Este valor es inferior a cualquier calor de ad-

sorcién reportado para la adsorcién del hidrégeno, inclu-
so en presencia de unicamente la interaccidn dispersiva.
Ello hace suponer que la interaccién H,-superficie para
el estado adsorbido resulte mucho més fuerte que la co-
rrespondiente al estado sdlido para el H, y, por consi-
guiente, que la molécula adsorbida se encuentra relati-
vamente ligada al sélido. Existen otras evidencias expe-
rimentales al respecto. El espectro IR del H, resulta muy
sensible a la interaccién con la superficie, en particular
cuando estd presente una interaccién de polarizacién o
de coordinacion, donde se observan bandas de absorcién
v(H-H) relativamente estrechas e intensas [29]. La mis-
ma espectroscopia IR proporciona evidencias de que,
aun cuando esas interacciones (polarizacién y coordina-
cién) dan lugar a una adsorcién relativamente localizada
para la molécula de hidr6geno, esta puede ejecutar osci-
laciones alrededor del sitio de adsorcidn y saltos entre si-
tios vecinos [60]. Las oscilaciones en los sitios de ad-
sorcion dan lugar a débiles bandas satélites alrededor de
la banda principal v(H-H). Debido al signo positivo para
el momento cuadrupolar de la molécula de hidrégeno,
esta forma un complejo adsorbido en forma de “T”, lo
cual posibilita el movimiento rotacional del orfo hidré-
geno como especie adsorbida, lo que efectivamente se
observa en los espectros IR [60].

Figura 7. Enrejado poroso en andlogos del azul de Prusia for-
mado por cavidades de unos 0.85 nm de didmetro comunicadas
por espacios intersticiales de unos 0.45 nm. Sobre la superficie
de cada cavidad se encuentran 6 centros metdlicos con esfera
de coordinacién incompleta disponibles, para una interaccién
de coordinacién con la molécula de hidrégeno.

En estudios recientes acerca de la adsorcion de H,
en hexacianometalatos y nitroprusiatos porosos hemos
observado que los mejores ajustes de los datos experi-
mentales corresponden al modelo de isoterma osmética
[18-22], donde el pardmetro osmdtico (g) nos proporcio-
na, directamente del ajuste, una medida de la fortaleza
para interaccion huésped-hospedero. Para g = 1 el mo-
delo osmético se reduce al de Langmuir (ec. (1)), el cual
supone adsorcién localizada y libre de interacciones late-
rales. Sin excepcidn, siempre hemos encontrado un va-
lor de g > 1, lo cual sugiere una interaccion adsorbente-
adsorbato relativamente fuerte, sin que se pueda descar-
tar la presencia una interaccion lateral H,-H, entre molé-
culas adsorbidas en sitios vecinos. Como es de esperar,
entre el valor de g y el calor de adsorcién, determinado
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seglin la ecuacion de Clausius-Clapeyron, se ha observa-
do una correlacidn positiva; a mayor valor de g mayor es
el calor de adsorcion AH®,4 involucrado.

Todas estas evidencias experimentales sugieren que
el estado de la molécula de hidrégeno como especie ad-
sorbida podria considerarse como condensado, con inter-
acciones mds fuertes que las correspondiente a su estado
liquido, e incluso que en el estado sélido. A diferencia
de otros muchos adsorbatos, una vez que la molécula de
H, ocupa los sitios de adsorcién que le son favorables
sobre la superficie, su interaccién con otras moléculas de
H, (interacciones adsorbato-adsorbato) no resulta sufi-
cientemente fuerte como para favorecer un incremento
en el nimero de moléculas adsorbidas. Por ejemplo, pa-
ra los andlogos del azul de Prusia, en promedio se adsor-
ben 6 H, por cavidad [55] lo cual corresponde a una mo-
Iécula por cada centro metdlico con esfera de coordina-
cién incompleta.

El hecho de que el hidrégeno se adsorba en los sitios
energéticamente mas favorables y que ello no dé lugar a
la estabilizacion posterior de otras moléculas de este ad-
sorbato es una consecuencia de su naturaleza y de su ca-
racter de gas supercritico. Una vez ocupados los sitios
de adsorcién favorables, de acuerdo a las interacciones
arriba discutidas, un incremento ulterior del mimero de
moléculas adsorbidas requiere de un incremento signifi-
cativo de la presion o de un elevado confinamiento. Ello
favoreceria la interaccion cuadrupolar entre moléculas de
H, vecinas. A partir de estas consideraciones, un mate-
rial ideal para el almacenamiento de H, seria aquel for-
mado por ldminas separadas 2 veces su didmetro cinético
(Tabla 2), esto es, 0.58 nm, para formar 2 monocapas
adyacentes de moléculas de H, adsorbidas. Esta hipdte-
sis estd soportada con resultados reportados para carbo-
nes de estructura laminar [61]. De modo que un material
para almacenamiento de H, podria ser aquel formado por
ldminas de grafeno separadas 0.58 nm, sin embargo, en
tal material el calor de adsorcion permaneceria por deba-
jo de los -7 kJ/mol, muy distante de los -20 kJ/mol nece-
sarios para satisfacer los requerimientos de la tecnologia.
Con esto se ilustra que el desarrollo de materiales poro-
sos para almacenamiento de hidrégeno molecular requie-
re tanto de la optimizacién de la superficie disponible
como de su potencial de adsorcién.

7 Conclusiones

Encontrar materiales apropiados para el almacenamiento
de H, en una matriz porosa ligera, que satisfaga los re-
querimientos de la tecnologia, constituye uno de los ma-
yores retos actuales para la Ciencia de los Materiales. El
disefio de materiales para este fin pasa por comprender,
al mayor nivel de detalles posibles, la naturaleza de las
interacciones H,-superficie y la contribucién de cada una
de ellas a la estabilidad del H, como especie adsorbida.
Tal nivel de comprension permitiria optimizar esas inter-
acciones para lograr calores de adsorcién entre -20 y -30
kJ/mol. Al mismo tiempo hay que lograr valores eleva-

dos para la superficie especifica. De acuerdo a la contri-
bucion de cada una de las interacciones consideradas, so-
lo la interaccion de coordinacidon del H, a centros metali-
cos es capaz de satisfacer el requerimiento de elevados
calores de adsorcién. Este es otro pardmetro a optimizar;
hay que encontrar combinaciones de centros metélicos y
ligandos para los cuales la interaccién H,-metal alcance
la fortaleza requerida. La incorporacién de metales de
transicién a un material dado da lugar a un incremento
de su densidad, lo que va en detrimento del % en peso de
H, almacenado. Estos son dos pardmetros criticos que
habra que compatibilizar. Cuando se comparan los calo-
res de adsorcién que se han reportado para H, en los di-
versos materiales que han sido estudiados con los calores
de licuefaccion y de fusién del hidrégeno, resulta evi-
dente que las interacciones H,-superficie son mucho mas
fuertes que las H,-H, en estado sdlido y, por supuesto,
también que las correspondientes al estado liquido. Du-
rante el proceso de adsorcién la molécula de hidrégeno
ocupa todos los sitios que le son favorables, sin embar-
go, ello no contribuye a generar interacciones adsorbato-
adsorbato lo suficientemente fuertes como para dar lugar
a un incremento en el nimero de moléculas adsorbidas.
El H, tiende a ser adsorbido formando una monocapa
molecular. Esta es una consecuencia de las propiedades
de este adsorbato.
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Sumario. Las inmunotoxinas (ITs) son proteinas quiméricas constituidas por una toxina y un componente guia que di-
rige su accién hacia un tipo de célula que se desea eliminar. Las toxinas mas utilizadas en la construccién de las ITs
afectan la sintesis proteica de la célula blanco. Sin embargo, la citotoxicidad de los inmunoconjugados construidos a
partir de esta clase de toxina depende de la internalizacion de la entidad téxica hacia el citosol, a lo que se suma que la
mayoria de estas ITs son transportadas hacia los lisosomas donde son degradadas. En este sentido las ITs que utilizan
como componente toxico las citolisinas de anémonas de mar (actinoporinas), constituyen una alternativa con ventajas
potenciales, pues su mecanismo de accion es a través de la formacién de poros en la membrana. Sin embargo, la activi-
dad inespecifica asociada a la toxina ha sido un factor comun en todas las construcciones obtenidas hasta el momento
con actinoporinas. Una posibilidad de superar esta limitacién es la construccion de ITs inactivas con un mecanismo de
activacién que responda a un estimulo biolégico. En particular las citolisinas pueden activarse por la accién de proteina-
sas asociadas a tumores. En este trabajo se discuten los avances en el disefio de ITs basadas en actinoporinas activables
por metaloproteasas de matriz (MMP) asi como las perspectivas de su uso como parte de cocktails quimioterapéuticos.
Se discuten ademads las ventajas potenciales de emplear solamente la regiéon aminoterminal de las actinoporinas en la
construccion de ITs.

Abstract. Sea anemone cytolysins based Immunotoxins (ITs) constitute an attractive alternative for construction of IT
for selective killing cancer cells. In fact the pore-forming cytolysins from sea anemones, actinoporins, are one of the
most potent groups of pore-forming proteins in nature. The requirement of internalization and translocation to the cyto-
sol and the degradation of most of the IT routed to the lysosomes after internalization would be some of the critical fac-
tors determining the cytotoxicity of the classical ITs that would be overcome in such constructions. The results obtained
using as toxic moiety actinoporins have supported the feasibility of directing these cytolysins to the surface of either
cancer cells or even the parasite Giardia duodenalis. However the main problem of the IT constructed in such fashion
is the lack of the specificity associated with the toxin moiety, a common problem of most membrane-acting ITs. An ap-
proach designed to overcome this limitation is the production of ITs using PFTs activated by tumour-associated prote-
ases. Currently, the construction of an MMP-activated IT based on an actinoporin is in development. The alternative of
using actinoporin based ITs as components of chemotherapeutic cocktails and the future prospects of employing only
the N-terminal region of actinoporins for construction of IT are discussed.

Keywords: Nanotechnology biomedical applications, 87.85.Qr, 87.85.Rs, 81.16.-c

1 Introduction cell binding ligand, such as a monoclonal antibody
(mAb) or a growth factor are coupled to a killer toxin in

Immunotoxins (ITs) are chimeric molecules in which a order to address its activity towards a specific undesired
cell. The target can be tumour cells, virally infected
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cells, subsets of normal cells or parasite cells. In fact the
use of ITs in cancer therapy, graft-vs-host disease, auto-
immune diseases, and AIDS has been ongoing for the
past three decades. Most of the ITs currently in use or
under investigation contain a toxic component, which
acts intracellularly to inactivate protein synthesis. Once
in the cytosol, a single molecule is capable of killing a
cell, making ITs some of the most potent known killing
agents. Among the most active clinically are those tar-
geted to tumours, specifically those directed against
haematological tumours. Obstacles to successful treat-
ment of solid tumours include poor penetration into tu-
mour masses, toxicity and the immune response to the
toxin component. Exploring other classes of toxin to
create new ITs is underway to improve the treatment of
cancer. Relatively few membrane-acting toxins have
been investigated for their use in immunoconjugates, in
spite of some inherent advantages to their use.

Pore-forming cytolysins from sea anemones, acti-
noporins, are one of the most potent groups of pore-
forming toxins (PFTs), and they constitute an attractive
target for exploitation in the construction of IT. In this
review we summarize the main results obtained in the
use of sea anemone PFTs in the construction of ITs. We
also discuss the biochemical and crystallographic studies
that have provided new information on the structure and
function of toxins essential to improve the design and
construction of such hybrid molecules. In particular, re-
cent elucidation of their crystal structures, advances in
the knowledge of the structure and function relationship
as well as cloning and expression of these molecules
have significantly contributed to the recent progress in
IT design.

2 Biochemistry of immunotoxins

2.1 Targeting moiety, The targeting agents currently
used to construct ITs are mAbs, growth factors and cyto-
kines but the first ones are the most frequently used. In
the case of tumour cells, mAbs that recognize differen-
tiation antigens (Ags) on normal cells are often used be-
cause unique tumour associated Ags have not been iden-
tified for most human tumours. Since tumour cells often
express higher levels of these differentiation Ags, the
tumour cells may be preferentially killed. Monoclonal
antibodies have been used in their natural, fragmented,
chemically modified, or recombinant forms!. Basic an-
tibody structure and the location of functional domains
are provided in figure 1. The first generation ITs were
constructed via chemical linkage (usually a disulfide
bond) between toxins and mAbs. In the second genera-
tion appeared ITs constructs made with Fab fragments of
antibodies (figure 1). The Fab constructs were smaller
and potentially enabled greater tumour penetration and a
more uniform final product. Third-generation ITs and
related growth factor and cytokine fusion proteins are
made by recombinant DNA techniques and as a group
are called recombinant toxins; those containing Fv por-

tions of antibodies (figure 1) are called recombinant ITs.
The two chains of Fv are held together either by a flexi-
ble peptide linker (single-chain ITs or by a novel disul-
fide bond). Recombinant ITs are homogeneous and rela-
tively inexpensive to produce.

2.2 Toxin Moiety

2.2.1 Classical Immunotoxins inhibit protein
synthesis . Many protein toxins have been used to make
ITs and excellent reviews are available'”. Nearly all
protein toxins work by enzymatically inhibiting protein
synthesis. The most common toxic moieties used in ITs
are derived from either bacteria [e.g. Pseudomonas
exotoxin (PE) or diphtheria toxin (DT)], or plants (e.g.
ricin or abrin). Both types of toxin kill cells by inhibit-
ing protein synthesis, PE and DT inactivate elongation
factor 2 (EF-2) and ricin and abrin inactivate the EF-2
binding site on the 28S ribosomal subunit.

These toxin moieties require internalization and trans-
location to the cytosol to achieve the cytotoxic effect.
Once internalized, most of the IT is routed to the ly-
sosomes, where the toxin is degradedz‘4 and this is one of
the critical factors determining the cytotoxicity of the
classical ITs. However, encouraging clinical trials have
been carried out both in haematological malignancies,
where the ITs can rapidly reach the tumour cells, as well
as in solid tumours, where tumour entry is limited. An
important fact is that, Denileukin diftitox, an IT contain-
ing human interleukin-2 and truncated DT, has been ap-
proved by the US Food and Drug Administration for
treatment of cutaneus T-cell lymphoma>® representing
the first IT approved for use in humans.

Figure 1. Antibody struc-
ture. IgG molecules are di-
vided into functional do-
mains. The main divisions
are Fc and Fab. The Fc in-
teracts with cellular Fc re-
ceptors and complement; the
Fab fragment contains the
Ag binding site. The Fab
fragment is further divided
into the Fv fragment, the
smallest fragment that re-
tains Ag binding via contacts
with both the heavy and light
chains. The two chains of
the Fab fragment are held
together.

[s]ed

Fab =

Fc

. Antigen hinding site

2.2.2 Membrane-acting immunotoxins. The use
of a killing mechanism that does not need internalization
could be one of the advantages of using membrane-
acting toxins as IT toxic components. Despite their po-
tential, relatively few membrane-acting toxins have been
investigated for use in immunoconjugates. In some in-
stances, however, membrane-damaging toxins of differ-
ent origins have been used to build such chimeras. For
example, cytolysins from sea anemones’'?, from the
snake Naja naja siamensis” and melittin, the cytolytic
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peptide from bee venom'* as well as toxins derived from
plants (Pyrularia thionin'’) or from bacteria (Bacillus
thuringiensis 8-endotoxin'® and Clostridium perfrin-
gens'") have been reported in the literature.

By selectively increasing target cell permeability,
immunoconjugates based on membrane-acting toxins
could theoretically bypass the major limitation of tradi-
tional ITs, namely their requirement of internalization
and translocation to the cytosol. In addition, this type of
immunoconjugate could strengthen the effects of con-
ventional ITs, other chemotherapeutic agents and com-
mon anti-cancer drugs by facilitating their access into the
cytosol. By disturbing the plasma membrane, they might
reverse the effects of multi-drug resistance. If applied to
treat solid tumours, inner cells could be exposed to che-
motherapy following lysis of cells located nearer the
vasculature'®,

2.2.2.1 Sea anemone cytolysins as components of
immunotoxins. The first isolated class of sea anemone
cytolysins was collectively called actinoporins'®. They
comprise a group of approximately 20 kDa proteins,
lacking cysteine residues whose activity depends on the
presence of sphingomyelin (SM) in the membrane. They
form pores in natural and model lipid membrane of ap-
proximately 2 nm in diameter?*. The formation of
transmembrane pores disrupts ion gradients, which leads
to osmotic swelling and ultimately to cell death. Acti-
noporins are extremely cytotoxic and lytic to a variety of
cells and their vesicular organelles. The cytotoxic activ-
ity of actinoporins on different cell types and cell prepa-
rations ranges from 10" to 107 M*. Taking into con-
sideration this cytotoxic activity actinoporins have been
used for construction of ITs. Previous reviews about the
use of sea anemone cytolysins as toxic components of
immunotoxins are available™. The cytotoxic activity
of the actinoporin based ITs, expressed as mean concentra-
tion required for 50 % reduction of viability (C50), is shown
in table I and ranges from 107" to 10® M.

The first attempt to use a membrane-acting toxin for
the construction of an immunoconjugate involved a
haemolytic fraction from the sea anemone Stichodactyla
(formerly Stoichactis) helianthus. Avila et al. first
linked the toxin to an mAb that recognizes a specific Ag
expressed on immature T-lymphocytes (IOR-T6)’ and
later on the toxin was bonded to an mAb directed against
the carcinoembryonic Ag (CEA)®. In both cases the cy-
totoxic activity of the hybrid molecules toward cells ex-
pressing the Ag was quasi or totally reversed by the co-
addition of an equivalent amount or an excess of the cor-
responding free antibodies, which saturated the binding
sites and prevented the action of the ITs. This result in-
dicated that the hybrid molecule obtained bound the tu-
mour cells through the mAb.

More recently, the same haemolytic fraction was
linked to IOR egf/r3, a mAb against the human epider-
mal growth factor receptor’. In this case the cytotoxic
activity of the hybrid molecule was also reversed by the
co-addition of an excess of free mAb. In addition the

differential toxicity observed for this IT against cells ex-
pressing different levels of epidermal growth factor re-
ceptor was not shown for the free toxin. These two re-
sults indicated that the toxicity of the conjugate was me-
diated by the mAb.

On the other hand, sticholysin I (StI), one of the two
isoforms of the cytolysins isolated from the sea anemone
Stichodactyla helianthus, was linked to an mAb (IOR
C5) recognizing the colon tumour-associated Ag IOR
C2'"°. The study of the binding capacity of this conjugate
to the SW948 colon tumour cell line demonstrated that
the hybrid molecule bound the tumour cells preferen-
tially through the mAb rather than by the cytolysin bind-
ing region. In agreement the conjugate showed higher
specificity of the toxic effect toward the colon tumour
cell line than the free cytolysin since the ratio between
its cytotoxic and haemolytic activities was approxi-
mately seven-fold higher than the ratio found for the free
toxin.

EqtlI has been conjugated to transferrin (Tfn), a major
regulator of cellular growth and a potent mitogen for a
variety of tumours. The resulting conjugate showed
some specificity of the toxic effect toward tumour cells
in vitro; however, the hybrid molecule retained unspe-
cific activity due to the fact that Tfn-bound toxin par-
tially retained its original ability to bind to the cell mem-
brane directly''. 1In this work the cytotoxic activity of
the conjugate was inhibited three-fold by the presence of
an excess of free ferric Tfn, suggesting that it was, at
least in part dependent on the expression of the Tfn re-
ceptor. However, the residual unspecific activity of the
conjugate was still relatively high.

While ITs are best characterized and promising as
anti-cancer tools, other uses have also been explored.
Specific targeting of the parasitic protozoan Giardia
lamblia (syn. duodenalis) was achieved using the high
affinity biotin-avidin system (figure 2A) to concentrate a
biotinylated form of a mutant of EqtII (EqtIl A179C) on
the parasite surface pre-treated with a primary anti-
lamblia antibody and a secondary Avidin-conjugated an-
tibody”. Such treatment increased specificity of target-
ing the parasite cells four-fold with respect to those that
did not receive the primary mAb, but were otherwise
treated in the same way.

A similar approach was carried out by Potrich ef al.””
who used the mAb against the Tfn receptor OKT9 and
three single cysteine mutants of Eqtll (K20C, R126C
and A179C) to target the human malignant melanoma
cell line A375. The targeting complex enhanced the cy-
totoxic activity of the mutants to the targeted A375 cells
with a two- to three-fold higher specificity factor.

The biotin-avidin method is quite advantageous be-
cause it relies on very simple chemistry to create conju-
gates that can target different cell types. In fact, simply
by using a library of primary antibodies, it is possible to
selectively target many different individual cell types.
Another possibility is to target an individual cell type
with cocktails of two or more ITs recognizing different
Ags. This alternative can be very useful since it has
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been demonstrated in several animal tumour models that
the use of a single type of IT fails to provide a complete
cure due to the survival and subsequent outgrowth of IT-
resistant tumour cells®. These cells may lack the target
Ag entirely or express it at a level too low for effective
IT-mediated killing.

Cloning and expression of actinoporins has been im-
portant for the biotechnological applications of these
proteins. It has become possible to apply the biotin-
avidin conjugation method to produce ITs containing sea
anemone cytolysins (figure 2A). Homogeneous and well
characterized preparations were obtained when mutants
of Eqtll were biotinylated with biotin maleimide, a re-
agent able to react specifically with the single cysteine
introduced in the mutants. On the other hand, enhance-
ment of the biotinylated EqtIl activity was observed in
the presence of the complete targeting complex (primary
antibody and a secondary avidin-conjugated antibody.
However, the non-specific toxicity of actinoporin based
IT remains a difficulty. The main problem of most of
the ITs containing membrane active proteins is the poor
cellular specificity associated with the capacity of the
toxin to bind to almost any cell membrane.

An approach designed to overcome the non-specific
toxicity is the construction of inactive PFTs with built-in
biological “triggers” that will active the toxin following
a biological stimulus. Researches have took advantage
of the fact that many tumour tissues and tumour cell
lines overexpress certain proteases, particularly cathep-
sin B, matrix metalloproteinases (MMPs)?”  and
urokinaseszg, in the evaluation of tumour protease-
activated engineered PFTs.

Promising results using this approach have already
been obtained with engineered Bacillus anthracis lethal
toxin containing either MMPs or urokinase plasminogen
activator cleavage sites.

Such approaches need a comprehensive knowledge of
the structure-function relationship of the toxin to be
used. The three-dimensional structures of EqtI’"** and
sticholysin IF** have been solved by NMR and X-Ray
crystallography. They are single-domain proteins con-
sisting of a two five-stranded B-sandwich fold with a hy-
drophobic core and a pair of a-helices, each of which is
associated with a side of a B-sheet (figure 3A). These
proteins are relatively rigid in solution except for the N-
terminal region that can be displaced without disrupting
the general fold of the molecule. In the multi-step pore
formation process the toxin binds the lipid bilayer with
the aromatic amino acid cluster located on a broad loop
at the bottom of the molecule and on the C-terminal a-
helix’* and also by a phosphorylcholine binding site®”.
In the next step the N-terminal segment translocates to
the lipid-water interface where it lies flat on the mem-
brane™”**7. Finally four toxin monomers oligomer-
ize”* and the transmembrane pore is formed by the in-
sertion of four N-terminal a-helices, one from each
monomer, and most probably also by membrane lipids in
a so-called toroidal pore arrangement’”*(figure 3B).

Figure 2.  Schematic
structure  of different
constructs using recom-
binant actinoporins. (A)
Avidin-biotin based ITs.
Single cysteine mutants
of Eqtll were targeted to
the surface of either
Giardia® or human ma-
lignant melanoma cells'
using avidin-biotin based
ITs. In such construc-
tions unwanted cells are ¢
recognized by a targeting
block which is composed
of a primary mAb spe-
cific for an Ag expressed
on the surface of the cell,
a biotinylated secondary
antibody and avidin and
after that a biotinylated mutant is applied. Avidin connects the
targeting block to the biotinylated toxin and brings it closer to
the surface of the cell, where it can act on the lipid membrane.
(B) Tumour proteinase-activated pore-forming toxin. The pore
forming capacity of Eqtll was reversibly blocked by conjuga-
tion of avidin to its N-terminal extreme. The mutant Eqtll
[18C was bound through a disulfide bond to a peptide contain-
ing cleavage sites for the tumour-associated proteinases MMPs
(LGL) and cathepsin B (KSRL) and biotin at the C-terminal
extreme for binding avidin. (C) Tumour proteinase-activated
immunotoxin. The binding capacity of an actinoporin mutant
would be reversibly blocked by conjugation of a mAb to bind-
ing region using peptide containing a cleavage site for tumour-
associated MMPs (LGL).a
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Actinoporins exhibit two very convenient characteris-
tics for designing tumour proteinase-activated toxin con-
jugates. The extreme stability towards proteolytic deg-
radation makes them good candidates for this applica-
tion. The lack of cysteine residues in their primary
structure is also advantageous since this reactive amino
acid can be introduced at a desired position by site-
directed mutagenesis in order to make possible a side-
directed conjugation.

In the first trial a tumour proteinase-activated
actinoporin was constructed*'. A normally active mutant
of EqtIl (I18C) containing one single cysteine in the am-
phiphilic N-terminal o-helix was linked to the protein
avidin via a biotinylated peptide including cathepsin and
MMP cleavage sites (figure 2B). The conjugate ob-
tained was able to bind all the studied cell types (eryth-
rocytes, fibrosarcoma and breast carcinoma cells).

However, contrary to the null effect observed on
erythrocytes (devoid of cathepsins and MMPs enzymes),
the conjugate displayed cytotoxic activity on the tumour
cell lines where a good correlation between the cell’s
sensitivity and cathepsin B activity was also found. A
strong indication that some MMP activity was also in-
volved in the proteinase-activated actinoporin cytotoxic-
ity was the observation that the human breast adenocar-
cinoma cell fraction killed by the conjugate treated with
the specific MMP inhibitor GM6001 was one-fifth com-
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pared to the one without inhibitor.

These results demonstrate the possibility of tumour
cell killing by an actinoporin based conjugate specifi-
cally activated by tumour proteinases. Other possible
applications for such constructs would be the delivery of
low molecular weight agents encapsulated in liposomes
carrying inactive pores that can be activated at the tu-
mour site by the action of specific proteinases.

However, the tumour proteinase-activated PFT ob-
tained in this work retained its ability to bind to any type
of cell. Thus, for construction of an actinoporin-based
tumour proteinase-activated IT lacking non-specific ac-
tivity, the mAb should be coupled through the cleavage
peptide to the toxin binding region, thereby preventing
the unactivated toxin from binding to the cells. Thus, the
conjugates by themselves should be non-cytotoxic to

normal cells, by this means improving their therapeutic
index. Design of such a therapeutic agent would take
advantage of two separate properties exhibited by cancer
cells (expression of tumour-associated Ags and overex-
pression of proteinases) and would allow a single hybrid
molecule to recognize the tumour cell through its ligand
moiety and be specifically activated at the tumour site by
the tumour-associated proteinases. A schematic repre-
sentation of a tumour proteinase-activated IT is shown in
figure 2C.

In this direction we have obtained a mutant of StI (StI
WI111C) with a cysteine residue in the cytolysin binding
region in order to construct tumour proteinase-activated
ITs as those described previously. The construction of
such ITs is in development.

Table 1
Biological activity of ITs constructed with actinoporins
. Targeting Cytotoxic
Toxin molecule Receptor Cells Activity, Cso
. CEM (Human T-acute
IOR-T6 IOR-T6 (Antigen expressed on . . 0. a
mAb immature T-lymphocites) lymphoblastlli(r:1 elf):ukemla cell  2x10” M*
Hemolytic fraction from
Stichodactyla helianthus CB-CEA-1 gy (Carcinoembriogenic antigen) MDA-MB-134 (Human brest 8 x 10° M*®
mADb carcinoma cell line)
TOR egf/i3 Human epidermal growth factor H125 (Human Lung 1 x 107 M
receptor adenocarcinoma cell line)
Ior C2 (Antigen expressed on SW 948 (Human colorectar 25 x
S for C5 mAb colorectal and ovarian cancer cells) cancer) 10 Mm¢
. i . . -9 e
Eqtll D1ferrlc. Transferrin receptor Raji (Human Bu.rkltt 2x10°M
Transferrin lymphoma cell line) 110710 s
IT constructed with recombinant actinoporins
Anti-Giardia Antigen on the surface of Giardia L . 1.25 %107
EqtIl A179C mAb cells Giardia duodenalis M
Eqtll K20C . 4 x 10 M#
Eqtll R126C OKT9 mAb Transferrin receptor A 375 (Human mal}gn ant 1.7x10%M
melanoma cell line) 5
EqtIl A179C 3.5x10°M

3 Reference [7]; ¥ Reference [8]; © Reference [9]; ¥ Reference [10]; © Reference [11]; ? Reference [25]; @ Reference [12].
*Value estimated from the original dose-dependence graphic; **Acute toxicity test; ***Long term toxicity test

3 Potential for future development

Although the mechanism of inducing cell death mediated
by actinoporin based IT could be the imbalance pro-
voked by the formation of pores in membranes, a prom-
ising alternative is the use of such entities as components
of chemotherapeutic cocktails. By facilitating drugs to
enter into the cytosol, actinoporins might be used to in-
crease the efficacy of conventional anti-cancer agents.
In fact it was recently shown that Bc2, an actinoporin
isolated from Bunodosoma caissarum, and EqtlI signifi-
cantly potentiated the cytotoxicity induced by low dose
concentrations of the chemotherapeutic agents cytosine
arabinoside, doxorubicin, and vincristine®. The induc-
tion by these drugs of a more effective cytotoxicity when
combined with actinoporins could allow the reduction of
their therapeutic doses and consequently their undesir-
able side effects.

Figure 3. Overall Structure
of StIl. (A) Stereo view rib-
bon diagram of StIl. The N-
terminal region is shown in
brown. (B) Putative model
for the functional pore of
StIl, in which the N-terminal
region of the protomers
would adopt a helical con-
formation. Lipid headgroup
regions are shown as gray
layers. The walls of the pore
would be formed both by
lipid molecules and four N-
terminal helices. Taken
from reference [33].

Toxins that have been used to make classical ITs con-
sist of several domains and typically one of them is a
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recognition domain. This has allowed the lack of inher-
ent specificity of these ITs to be overcome by removing
the binding domain. This approach did not seem possi-
ble for actinoporin based ITs, since actinoporins are 20
kDa compact structures in which at least two regions, the
N-terminal and the Trp-rich binding regions, become
embedded in the lipid membrane.

Recent studies have demonstrated that the N-terminal
region of actinoporins forms a stable helix long enough
to span a lipid bilayer when in a membrane environment
although the isolated peptides are only weakly active****.
Thus, while the N-terminal region has the structural fea-
tures required for the mechanism of pore formation, the
lower activity of the isolated N-terminal region shows
that the bulk of the protein is essential for efficient pore
formation by facilitating initial membrane binding, inter-
action with SM, or stabilization of the oligomeric pore.

These results suggest that it would be possible to re-
cover, at least in part, the whole toxin pore-forming ac-
tivity if the N-terminal region were linked to a binding
ligand as a growth factor or an Fv fragment. In fact the
first artificial native-like pore-forming protein showing
selectivity toward malignant cells has been conceived
and designed based on the structure of the colicin family
of bacteriocins®. In the same direction a recombinant IT
containing the N-terminal fragment of human perforin, a
pore-forming molecule that mediates human cytotoxic T-
cell killing, has been engineered and evaluated in vitro
with promising results*®.

The relatively small fusion protein, if it recovers the
cytotoxic activity, might be specifically toxic to a cell
population. Alternatively, the binding ligand could con-
centrate the N-terminal peptide on the surface of the tar-
get cell and a tumour proteinase N-terminal activation
mechanism, similar to the one previously described
above, could be introduced. In such a construction an
increase of the specific N-terminal peptide cytotoxic ac-
tivity toward the target cell would be expected.

These last approaches have some additional advan-
tages, as they would allow production of recombinant
actinoporin based ITs, which is not possible with the
whole protein since the binding region, present in the
middle of the primary structure, must be blocked to re-
duce the non-specific activity. In addition, recombinant
ITs would be homogeneous and relatively inexpensive to
produce. The reduction of the possible immunogenicity
associated with the full length toxin would also be desir-
able. However, at present, little is known about the im-
munogenic properties of actinoporins.

4 Conclusions

Although the first in vitro evaluations of ITs containing
sea anemone cytolysins are encouraging, advances in
their application have been limited by a lack of knowl-
edge about their 3D structures and structure-function re-
lationships. The results obtained using anthrax lethal
toxin targeted to either uPA or MMP-expressing tumour

cells suggest that proteinase-activated anti-tumour toxins
have considerable potential for use in cancer therapy.
Tumour cell killing by an actinoporin-antibody conju-
gate that is specifically activated by tumour proteinases
would include two levels of specificity: antibody target-
ing of tumour Ag and activation of the actinoporin by
tumour proteases.
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Sumario. Los liposomas han sido empleados como modelos de membrana y vehiculos de una gran diversidad de mo-
léculas, con propdsitos bioquimicos, nanobiotecnolégicos y biomédicos. Considerando la versatilidad de las propieda-
des fisico-quimicas de estas vesiculas, ellas resultan atractivas para el disefio de vehiculos de proteinas, ADN, drogas,
etc. En este trabajo, se resumen las tecnologias liposomales y los procedimientos mds frecuentemente empleados para
el estudio de las caracteristicas fisico-quimicas de estas vesiculas, tales como: tamafio, rasgos estructurales, estabilidad
quimica y fisica, propiedades eléctricas y transiciones de fase. Los liposomas se emplean como inmunoadyuvantes al
favorecer la direccionalizacion de los antigenos a las células del sistema inmunolégico. En el presente articulo se des-
criben, ademas, algunos de los resultados obtenidos por nuestro grupo en el estudio de la funcién inmunomoduladora
de los lipidos liposomales con antigenos como el EGFhr, entre otros.

Abstract. Liposomes have been used as membranes models and carriers of enormous diversity of molecules with
biochemical, nanobiotechnological and biomedical purposes. Considering the versatility in physico-chemical proper-
ties of these vesicles, they are attractive to design vehicles for proteins, DNA, drugs, etc. In this work, we summarize
the liposomal technologies and the procedures most frequently used to study the physico-chemical characteristics of
these vesicles, such as size, structural features, physical and chemical stability, electric properties and phase transi-
tions. Liposomes are employed as immunoadjuvants due to their ability to address antigens to cells of the immune sys-
tem. Additionally, the present paper describes results obtained by our group in the study of the immunmodulating
properties of liposomal lipids for antigens such as EGFhr, among others.

Palabras clave. Nanotechnology biomedical applications, 87.85.Qr, 87.85.Rs, 81.16.-c

1 Introduccion

Los liposomas fueron descubiertos en 1961 por Alec D.
Bangham mientras estudiaba un tipo de biomoléculas (los
fosfolipidos, PL) y su relacién con la coagulacién sangui-
nea'. Desde entonces, se han convertido en herramientas
versdtiles en Biologia, Bioquimica y Medicina.

Los liposomas son vesiculas preparadas artificialmente,
de talla nanométrica (aunque algunas pueden alcanzar ta-
mafios mayores) y forma aproximadamente esférica con
una fase acuosa interna rodeada por una o mas bicapas li-
pidicas. Bangham descubri6é que los PL en agua forman
inmediatamente esferas cuyas paredes se encuentran orga-
nizadas en bicapas debido a que cada molécula tiene un
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terminal hidrosoluble en tanto el otro es hidrofébico, es de-
cir se trata de moléculas anfifilicas®. En numerosos articu-
los de revision y capitulos de libros se analiza el empleo de
los liposomas en la liberacién de farmacos, la terapia géni-
ca y como inmunoadyuvantes. El uso de los liposomas
como carriers de farmacos se ha dirigido a reducir los
efectos toxicos colaterales de las drogas en érganos sensi-
bles, tales como corazén y rifiones, y a lograr una direc-
cionalizacién a tejidos especificos tales como los tumora-
les. Por otra parte, la inclusién de lipidos catiénicos en la
composicion liposomal ha potenciado su capacidad para
mediar la transfeccion en la terapia génica. La racionalidad
que existe en el empleo de los liposomas en inmunizacio-
nes y en el disefio de vacunas se basa en su capacidad para
liberar la molécula antigénica en células especificas del sis-
tema inmunoldgico y estimular una respuesta inmune”’.

Los liposomas estdn constituidos por moléculas anfi-
filicas derivadas o basadas en la estructura de los lipidos
de las membranas biolégicas**®’. Estos lipidos se for-
man, generalmente, a partir del enlace éster de dos cade-
nas hidrocarbonadas con la molécula del glicerol (‘‘gli-
cerolipidos’’), o también pueden estar constituidos por la
unidad hidrofébica ceramida (‘‘esfingolipidos’”). Esta
parte hidrofébica se une a una cabeza polar hidrofilica
que puede contener grupo fosfato (‘‘fosfolipidos’) o al-
gunas unidades aziicares (‘‘glicolipidos’’). Las cabezas
polares de los lipidos biolégicamente relevantes pueden
ser zwitterionicas: fosfatidil colina (PC), fosfatidil etano-
lamina (PE), esfingomielina (SM); cargadas negativa-
mente: 4cido fosfatidico (PA), fosfatidil glicerol (PG),
fosfatidil serina (PS), fosfatidil inositol (PI), cardiolipina
(CL) y glicolipidos cargados negativamente o no. Las
cadenas acilas saturadas con frecuencia varian en longi-
tud entre 10 y 18 carbonos; las de longitud mayor de 18
carbonos son usual mente insaturadas con uno, dos o tres
dobles enlaces en configuracién cis. Los lipidos carga-
dos positivamente son moléculas sintéticas las cuales son
disefiadas para propiciar la condensacién del ADN e in-
teractuar con las membranas bioldgicas con carga neta
opuesta®.

Los lipidos anfifilicos son muy poco solubles en agua
como mondmeros, con una baja concentracién critica
micelar (CCM), oscilando entre 1078 y 1072 M, magni-
tud que depende de la longitud de las cadenas hidrocar-
bonadas presentes en sus estructuras. Los anfifilos con
una sola cadena hidrocarbonada (lisolipidos, cadenas de
4cidos grados insaturadas, detergentes, etc.) esponti-
neamente forman agregados en estructuras micelares.
Sin embargo, la mayoria de los lipidos derivados de las
membranas bioldgicas tienden a formar bicapas en fase
acuosa. Las estructuras lamelares que resultan se sellan
en vesiculas denominadas liposomas. Atendiendo a las
caracteristicas estructurales, en particular al nimero de
bicapas y al tamaifio, los liposomas se pueden clasificar
en vesiculas multilamelares (del inglés multilamellar
vesicles MLV, 0.1-10 pm) o unilamelares, estas dltimas
pueden ser de didmetro pequefio (del inglés small uni-
lamellar vesicles SUV, <100 nm), de didmetro grande
(del inglés large unilamellar vesicles LUV, 100-500

nm) o gigantes (del inglés giant unilamellar vesicles
GUYV, 21 pm). Ciertas mezclas lipidicas o lipidos aisla-
dos tienden a formar agregados que estructuralmente di-
fieren de la bicapa (morfologia de no-bicapa), ejemplo
de ellos son las fases hexagonales (Hy) o cubicas Q>

2 Procedimientos mas usados en la
preparacion de liposomas

Las vesiculas MLV se obtienen por hidratacién, me-
diante agitacién, de una pelicula lipidica previamente
formada por evaporacién de una solucién de los lipidos
disueltos en un solvente orgdnico, generalmente cloro-
formo. Esta hidratacién debe realizarse por encima de la
temperatura de transicién de fase de los lipidos. La dis-
tribucién del tamafio y la lamelaridad de las vesiculas
MLV es muy heterogénea pero, debido al desarrollo de
la tecnologia liposomal, se dispone de procedimientos
sofisticados que rinden vesiculas con un tamafio mds
homogéneo (Figura 1),

La sonicacién de una suspensién de MLV provoca la
ruptura de estas vesiculas produciendo SUV con un ra-
dio de 30-60 nm, aproximadamente. Los liposomas
SUV tienden a experimentar procesos de agregacion y
fusién debido a la presencia de defectos en sus bicapas'.
Extrusiones repetidas de una suspensién de MLV a tra-
vés de membranas de policarbonato, con poros de tama-
flo bien definido, producen LUV con un didmetro que
puede oscilar entre 80—400 nm, en dependencia de la
membrana utilizada en el proceso de extrusién’. Otro
procedimiento muy rdpido para la preparacion de lipo-
somas consiste en la disolucién de una mezcla lipidica
en etanol o éter, la cual es inyectada en una solucidén
tamp6n apropiada originidndose una mezcla heterogénea
de SUV, LUV o MLV, en dependencia de la concentra-
cion lipidica. El uso de este procedimiento en ocasiones
es limitado debido a la baja solubilidad de determinados
lipidos en estos solventes’. El método de evaporacion-
inversion de fase (REV, del inglés reverse phase evapo-
ration method), basado en la rdpida inyeccién de una so-
lucién acuosa en una fase orgdnica que contiene los lipi-
dos, rinde vesiculas en la suspensién acuosa con 0.1 a
1.0 pm de didmetro y una capacidad de encapsular de
hasta un 50%. Los pasos fundamentales de este método
son: la sonicacidn, que resulta en una emulsién ‘‘agua-
en-aceite’’, seguida por un secado parcial a un gel semi-
solido que es finalmente, convertido en una suspension
concentrada de vesiculas mediante agitacién vigorosa’.

La encapsulacién de biomoléculas 1dbiles tales como
proteinas y ADN en liposomas requiere de métodos
reproducibles y que no incluyan etapas drasticas. El
procedimiento basado en la deshidratacién y rehidrata-
cién de vesiculas (DRYV) desarrollado por Kirby y Gre-
goriadis’ es simple, emplea condiciones suaves y produ-
ce vesiculas con una elevada eficiencia de en-
capsulacién para una amplia variedad de moléculas. Las
vesiculas DRV pueden ser producidas a gran escala
mezclando una solucién acuosa del compuesto a encap-
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sular con una suspensiéon de LUV o SUV “vacios”. Las
etapas de congelacién-secado y rehidratacién inducen
fusién entre membranas adyacentes y el soluto queda
atrapado en las vesiculas MLV formadas (0.1 a 2.0 um
de didmetro y hasta un 80% de encapsulacién)™”°.

En el Laboratorio de Biomembranas (LBM) del Cen-
tro de Estudio de Proteinas de la Universidad de La
Habana (CEP-UH) se ha venido trabajando con diferen-
tes tipos de liposomas desde hace aproximadamente
veinte anos. Mds recientemente, con el empleo de la tec-
nologia DRV hemos estudiado la influencia de la com-
posicion lipidica sobre la eficiencia de encapsulacién del
Factor de Crecimiento Epidérmico humano recombinan-
te (EGFhr) (Figure 2) y la capacidad de retencién de estos
liposomas'®. Las vesiculas DRV compuestas de dipalmi-
toil PC (DPPC) y colesterol (Ch) mostraron la mayor
eficiencia de encapsulacién del EGFhr (35%) en compa-
racién con los liposomas constituidos por otras PC dife-
rentes en longitud y nivel de insaturacién de las ca-
denas hidrocarbonadas, tales como PC de yema de
huevo (ePC):Ch, PC de soya (sPC):Ch, diestearoil
PC (DSPC):Ch o dimiristoil PC (DMPC):Ch, todas las
preparaciones en una relacion equimolar.

La inclusién de estearilamina (SA), una molécula sin-
tética cargada positivamente, o PG a liposomas de
ePC:Ch en un 10% (relacién molar con respecto al con-
tenido de fosfolipidos), para garantizar la presencia de
cargas positivas o negativas en la superficie liposomal,
disminuy6 la eficiencia de encapsulaciéon de EGFhr en
comparacioén con las vesiculas constituidas por compo-
nentes zwiterionicos solamente (Figura 2).

Resulté de interés la no correlacién entre la eficiencia
de encapsulacién y el tamafo de las vesiculas determi-
nado por espectroscopia de correlacion fotdnica (700-
1400 nm). Estos resultados sugirieron que para el
EGFhr, 1a naturaleza de la PC era el factor determinante
en la eficiencia de encapsulacion de ese polipéptido en
DRV. lLa transformacién de las vesiculas DRV de
DPPC:Ch, con EGFhr encapsulado, a LUV mediante ci-
clos de extrusién a través de membranas con poros de
100 6 400 nm redujo la eficiencia de encapsulacién de 4-6
veces, aun cuando el proceso de extrusion se realizé en
presencia del material no encapsulado. La disminucion del
porcentaje de encapsulacion de los LUV para el EGFhr no
fue producto de pérdida de proteina durante el desarrollo
del procedimiento'. Estos resultados contradicen lo infor-
mado previamente en relacion a la factibilidad de la extru-
si6n de DRV, para lograr una homogeneidad y reducir el
tamafio de estas vesiculas, sin afectar la eficiencia de en-
capsulacion, siempre que se realice este proceso antes de la
purificacién de los liposomas''.

Otro método recomendado para la encapsulacién pasiva
o reconstitucion de proteinas labiles y ligandos anclados en
la membrana se fundamenta en la solubilizacién de los 1i-
pidos y las proteinas en presencia de un detergente. La di-
lucién o eliminacién del detergente por didlisis, filtracion
en gel o biobeads conduce a la formacién de los liposo-
mas, aunque es aln dificil de controlar racionalmente el
mecanismo de reconstituciéon de las proteinas en la

membrana'?. En contraste con los procedimientos de
encapsulacién pasivos, los activos explotan diferencias
en el coeficiente de reparto de las moléculas en funcién
del pH y la fuerza i6nica".

Figura 1. Procedimientos para la obtencién de Liposomas
(MLV, LUV y SUV). A: Método de dispersiéon simple para la
obtenciéon de MLV, mediante agitacién de peliculas lipidicas
hidratadas. B: Método de extrusiéon de MLV a través de mem-
branas de policarbonato para la obtenciéon de LUV. C: Méto-
dos de sonicacién-homogenizacién de MLV para la prepara-
cién de SUV.

DEPC:Ch 1184 100 m
OFPC:Ch I—|.—| 1086 +2301m
OMPC:Ch I—|£| 111 + 186 1m

sPC:th |—|1| 1

o
ePC:Ch:PG E—| SO06 + 177 1m
1" 1310+ 151 m

'
;—|—| 530 4 245 1m

a 10 m a0 a0
Encapsulacion de EGFhr [%]

ePC:Ch:SA

eFC:Ch

Figura 2. Eficiencia de encapsulacion para el EGFhr, de
liposomas obtenidos por el método de DRV compuestos de PC
de diferentes naturalezas y Ch (relacion molar 1:1). Letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) segln la
prueba de Rangos Multiples de Duncan. Las cifras mostradas
en cada barra corresponden al tamafio promedio de las
particulas (nm) y la desviacion estandar, estimado mediante
espectroscopia de correlacion fotonica'®.

3 Métodos para el estudio de las pro-
piedades fisico-quimicas de los lipo-
somas
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Diversos métodos espectroscopicos han sido empleados
en el estudio de agregados lipidicos y en la estimacion de
sus tamafios'*. La turbidimetria y la dispersion de la luz
se basan en el mismo fendémeno fisico a pesar de que se
requiere instrumentacion diferente. La turbidez se mide
en espectrofotometros convencionales determinando la
densidad optica, frecuentemente a 400 nm'>. Aunque
con este procedimiento no es posible estimar el tamafio
de las particulas, es tutil para un chequeo rapido de la
reproducibilidad de las preparaciones o para monitorear
la solubilizacion o reconstitucion de las vesiculas.

Los métodos basados en la dispersion de la luz, en los
que la deteccion de la luz dispersada se realiza en un
angulo de 90° con relacion a la luz incidente, son mas
sensibles. La dispersion de la luz puede ser medida en
estado estacionario en un espectrofluorimetro, o de
forma dindmica en un instrumento equipado con un
laser. Este ultimo método, también conocido como
dispersion cuasielastica de la luz o espectroscopia de
correlacion fotdnica, analiza la intensidad de la luz
dispersada en milisegundos a través de un analisis de
autocorrelacion. El movimiento browniano de las
particulas induce un ensanchamiento del espectro lo que
se relaciona con la forma y tamafio de las particulas'®. La
dispersion dinamica de la luz es, por tanto, el método
mas empleado para estimar el radio hidrodindmico
promedio de particulas en suspensiony su indice de
polidispersidad y cubre un rango desde unos pocos
nandémetros hasta pm'.

La homogeneidad y morfologia de los liposomas
puede también visualizarse mediante microscopia
electronica (ME)'"". LA ME con tincién negativa
brinda una visién directa de la distribucion del tamafio
de las particulas (asumiendo que no hay artefactos
debido al pH, iones y osmolaridad), aunque son dificiles
de evaluar la lamelaridad y morfologia. En la ME con
congelacion-fractura se expone la superficie hidrofébica
entre dos monocapas y se logran describir rasgos y
detalles que la caracterizan. Estas imagenes permiten
distinguir la geometria del empaquetamiento de las fases
lamelares y hexagonales, asi como también la
morfologia de las rugosidades. Por otra parte, la crio-
ME es un procedimiento muy conveniente para
visualizar la geometria tridimensional de las estructuras
vesiculares atrapadas dentro una capa fina de hielo, aun
cuando el contraste es comparativamente bajo.

La estabilidad fisica de una formulacion liposomal se
determina por su comportamiento coloidal y su capaci-
dad para retener las moléculas encapsuladas por largos
periodos de tiempo, bajo diferentes condiciones
experimentales o de almacenamiento. Idealmente, los
liposomas deben mantener su integridad con cambios en
la fuerza i6nica del medio o por dilucion, fendmenos a
los cuales normalmente se enfretan al ser administrados
in vivo. Desde un punto de vista termodindmico, los
liposomas convencionales no se encuentran en estado de
equilibrio, sino que representan sistemas cinéticamente
“atrapados”. Por esa razdn, sus estructuras son

relativamente estables al efecto de la dilucién, mientras
que los sistemas termodindmicamente reversibles, como
las  micelas y las microemulsiones, tienden
inmediatamente a la agregacion o desintegracion®.

Considerando la teoria de Derjaguin—-Landau—
Verwey—Overbeek, un sistema sera estable en soluciones
electroliticas simples si la repulsion electrostatica entre
dos particulas es superior a las atracciones de van der
Waals existentes entre ellas. Por consiguiente, trabajar
con liposomas eléctricamente cargados, almacenados a
baja fuerza iodnica, es una alternativa ventajosa y
recomendable. Sin embargo, pueden ocurrir procesos de
agregacion vesicular, tanto a altas concentraciones
lipidicas como en presencia de iones multivalentes con
elevadas afinidades por las cabezas polares cargadas (ej,
PS con Ca®*)**.

La adicién de carga superficial a las vesiculas no
siempre resulta en una mayor integridad y estabilidad de
las formulaciones. Otros factores como la composicon
lipidica y la naturaleza del compuesto encapsulado
pueden influir en las propiedades de los liposomas. En
correpondencia con esto, los DRV de las composiciones
lipidicas mencionadas en la Figura 2 exhibieron
diferentes eficiencias de retenciéon de EGFhr, cuando
fueron almacenados en suspensién a 4°C durante un mes.
Los liposomas de mayor capacidad de retencion fueron
los constituidos por DPPC:Ch, con sélo un 15 % de pér-
dida de su contenido en el tiempo analizado, en compara-
cién con las otras composiciones ensayadas'®. En este es-
tudio, la adicién de lipidos cargados no modificé el com-
portamiento de los liposomas. Interesante resultd el hecho
de que las vesiculas no experimentaron cambios en el ta-
mafio y la polidispersidad bajo las condiciones ensayadas,
lo que era indicativo de que la liberacién del EGFhr de
DRV no fue el resultado de fendmenos de agregacion-
fusion de las vesiculas. En consecuencia, se sugirié que
la desestabilizacion de los liposomas cargados con EGFhr
era debido a una probable interaccién de este polipéptido
con la bicapa lipidica.

Mediante la espectroscopia de fluorescencia se han
desarrollado diferentes estrategias para el estudio de
cambios estructurales que involucran a la bicapa lipidica,
tales como: la fusién de membranas, la exposicién de
dominios hidrofébicos o su desestabilizacion y la libera-
cién del contenido vesicular’. Multiples sondas fluores-
centes, altamente sensibles, ya sean hidrosolubles o con
anclaje lipidico, se encuentran disponibles para monito-
rear el escape de contenidos acuosos de las vesiculas. Un
ejemplo de ello es el andlisis de la cinética de recupera-
cion de la fluorescencia de un fluoréforo que experimen-
ta supresion de la emisién fluorescente a elevadas con-
centraciones (self-quenching) o inducida por la presencia
de otro croméforo, como son: la carboxifluoresceina
(CF) y el par ANTS y DPX, respectivamente™’. Este
procedimiento nos permitié profundizar en la posible
contribuciéon del EGFhr a la desestabilizacién de las
membranas liposomales. Un andlisis del curso temporal
de la liberacion de CF de DRV, en presencia de plasma
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sanguineo o tampodn fosfato salino (PBS), evidenci6é una
mayor liberacién de este fluordforo de las vesiculas que
contenian el EGFhr co-encapsulado para ambas condi-
ciones experimentales ensayadas (Figura 3)', lo que su-
giridé una interaccién de este polipéptido con los fosfo-
lipidos de las membranas liposomales.

La liberaciéon del EGFhr de las vesiculas liposomales
se redujo con la adicién a las preparaciones de los azica-
res sacarosa, trealosa, maltosa y glucosazz. Este efecto
protector ha sido atribuido a que los azicares re-
emplazan el agua de hidratacion de los grupos polares de
los fosfolipidos, y se establecen enlaces de hidrégeno en-
tre sus grupos fosfatos y los hidroxilos de los azicares™.

La preparacion de particulas liposomales sin carga y
recubiertas con polimeros hidrofilicos no ioénicos, tales
como el polietilenglicol (PEG), resulta en vesiculas
estables que muestran bajos niveles de interacciones no-
especificas y de agregacion, producto de que las barreras
estéricas previenen la proximidad y el contacto’.

Las propiedades eléctricas de la superficie de los
liposomas  pueden  ser  evaluadas mediante
microeletroforesis.  Este procedimiento permite la
estimacion del potencial { y la densidad de carga
superficial como parametros caracteristicos”**. Aun los
liposomas no cargados de PC pura exhiben un potencial
¢ en un amplio rango de fuerzas iénicas’. En la mayoria
de las soluciones electroliticas el potencial { de PC
tiende a ser negativo debido a la presencia de una capa
de aniones adsorbida a los dipolos originados en las
cabezas polares zwiterionicas. El potencial { es sensible
a las transiciones de fase de los lipidos, a la adsorcion de
anfifilos y proteinas, a la estabilizacion estérica con PEG
no cargado y a las modificaciones de la superficie, de
manera general. Por consiguiente, es un pardmetro muy
util para monitorear la estabilidad de las vesiculas
liposomales y para verificar la reproducibilidad de
diferentes lotes de una misma preparacion.

La estabilidad quimica de los lipidos durante el
almacenamiento es otro aspecto que requiere atencion,
especialmente lo relacionado con la hidrolisis y, en el
caso de las cadenas lipidicas insaturadas, los procesos
oxidativos que estas estructuras pueden experimentar’.
Los liposomas pueden ser almacenados ya bien sea
congelados en suspension o liofilizados, pero es esencial
re-evaluar su distribuciéon de tamafio, morfologia y
cantidad de soluto encapsulado antes de su uso. La
adicion de crioprotectores, tales como la trealosa, es
recomendable para evitar transiciones de fase y fusion de
membranas®.

Para la caracterizacion de la identidad de los lipidos,
pureza y concentracion, la espectrometria de masa
MALDI-TOF ofrece ventajas en comparacion con los
métodos cromatograficos convencionales, como las
cromatografias en placa fina, liquida y gaseosa™. La
cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC)
también se emplea con frecuencia en el analisis quimico
de las mezclas lipidicas liposomales después de su
almacenamiento o simplemente como control de calidad

de las preparaciones.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) se
emplea para determinar la temperatura de inicio de la
fusién de las cadenas lipidicas y otras transiciones de
fase’, y el 4rea bajo la curva (es decir, la entalpia, H) es
representativa de la cooperatividad del proceso. Dado
que la temperatura de transicion es sensible a la
presencia de aditivos en la bicapa, este es un parametro
recomendado para monitorear interacciones droga-
lipidos y para detectar impurezas y productos de
hidrolisis.

Liberacion de CF (%)

Tiempo (horas)

Figura 3. Liberacion de CF de liposomas DRV, con y sin
EGFhr encapsulado, en presencia de plasma sanguineo o PBS a
37°C. La CF fue encapsulada en DRV de ePC:Ch en presencia
o ausencia de EGFhr. Los liposomas se incubaron con plasma
sanguineo o PBS a una relacion de volumen 1:5 (liposoma:
plasma/PBS) con el propoésito de evaluar la interaccién del poli-
péptido con la bicapa lipidica a partir de la integridad de las vesi-
culas. Se tomaron alicuotas a diferentes intervalos de tiempo
durante 24 horas para las medidas de fluorescencia.
(@)EGFhr+CF+Plasma, (O)EGFhr+CF+PBS, (A)
CF+Plasma, (A) CF+PBS.

La calorimetria de titulacién de alta sensibilidad
puede aportar, ademas, parametros termodindmicos
exactos del reparto de una molécula en la membrana. En
nuestro grupo, con el empleo de este procedimiento, se
observo una disminucién significativa del AH de la tran-
sicién de fase en membranas liposomales de DPPC y
DSPC que contenian EGFhr sin afectacion de la
temperatura de transicion'’. Estos resultados reforzaron
la idea de una interaccion selectiva del EGFhr con los
lipidos liposomales, provocando probablemente la sepa-
racién de los grupos polares en la zona interfacial de la
bicapa y una disminucidn de las interacciones electrosta-
ticas entre los grupos fosforilcolina de las moléculas fos-
folipidicas adyacentes. Estos resultados y los presenta-
dos en la Figura 3 permitieron explicar las causas de la
disminucién de la eficiencia de retencidn de los liposo-
mas que contenian EGFhr bajo las condiciones de alma-
cenamiento ensayadas'”.

Las espectroscopias de resonancia magnética nuclear
(RMN) y de resonancia paramagnética electrénica (EPR)
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son herramientas potentes para examinar las caracteristi-
cas estructurales y de movimientos locales en las bicapas
lipidicas. Estos métodos brindan informacién no sélo de
la morfologia de los lipidos, sino también de los detalles
de la arquitectura local’. La sefial de RMN-*'P (estado
s6lido) permite identificar la presencia de fases lamela-
res, hexagonales y micelares/cubicas. El orden y movili-
dad local de segmentos moleculares individuales pueden
ser estudiados con la incorporacidn selectiva de deuterio
para el andlisis por RMN-"H o con el marcaje con el ra-
dical nitr6xido mediante EPR. Las caracteristicas de los
espectros de RMN-"H de las cadenas acilas de los lipi-
dos son ttiles para distinguir las fases gel y fluida y el
estado liquido-ordenado. Por otra parte, el andlisis de las
cabezas polares lipidicas deuteradas ha mostrado que el
alineamiento de sus momentos dipolares refleja con ele-
vada sensibilidad la asociacién de moléculas cargadas y
de agua con la superficie de la membrana. De manera
similar, la penetracién y localizacién de moléculas hidro-
fobicas, asi como también la conformacidn, orientacién
y perturbacién local de un péptido anfifilico y una pro-
tefna transmembrana pueden describirse en detalles me-
diante RMN del estado sdlido’.

4 Entrega de moléculas a las células
mediante liposomas: funcién como in-
munoadyuvantes

Los mecanismos mediante los cuales los liposomas se
desintegran y liberan su contenido, una vez que interac-
tian con la superficie de las células, son atin especulati-
vos. Las moléculas pueden simplemente escapar de los
liposomas y atravesar la membrana plasmatica por difu-
sién o formacion de poros. De manera alternativa, estas
vesiculas pueden fusionarse con la membrana plasmitica
o pueden ser tomadas por las células mediante endocito-
sis o fagocitosis. En estos dos dltimos eventos los lipo-
somas pueden experimentar degradacién en el entorno
relativamente 4cido del endosoma o fagosoma, o pudie-
ran fusionarse directamente con la membrana endosomal
o lisosomal’.

La ruta del procesamiento intracelular de los liposo-
mas es relevante para el disefio de sistemas de liberacion
de moléculas a las células tales como: drogas, antigenos,
ADN, oligonucleétidos antisentido (antisense), etc. In vi-
tro, los liposomas convencionales son capaces de liberar
proteinas en los compartimentos endosomales-
lisosomales. De manera que, para el caso de los antige-
nos, las vesiculas liposomales favorecen el procesamien-
to de estas moléculas en el interior de las células presen-
tadoras de antigenos profesionales (APC), y la presenta-
ciéon de los péptidos inmunodominantes derivados de
ellas, en las moléculas del complejo principal de histo-
compatibilidad clase I (MHC I1)*, induciendo una res-
puesta inmune preferentemente humoral (anticuerpos).
Las ventajas fundamentales de los liposomas como in-
munoadyuvantes se resumen en: (i) la capacidad de mi-
metizar patdgenos al transportar grandes cantidades de

antigenos a las APC, (ii) la posibilidad de co-encapsular
antigenos junto con moléculas inmunoestimuladoras,
(iii) la flexibilidad en cuanto a la modificacidén de sus
propiedades fisico-quimicas con el propdsito de una ma-
yor efectividad, y (iv) el hecho de ser biodegradables y
no téxicas®’.

Un estudio realizado con preparaciones liposomales
DRYV que encapsulan el EGFhr conjugado o no a P64k,
proteina con funcién carrier, demostraron la eficiencia
de estas particulas liposomales para inducir en ratones
una respuesta de anticuerpos anti-EGFhr (IgG), cuantita-
tiva y cualitativamente superior, en comparacion con el
unico adyuvante actualmente aceptado para uso en
humanos, Al(OH)328’29. Ademds, en los animales que re-
cibieron DRV/EGFhr se observé una mayor sobrevida al
ser retados con células del tumor ascitico de Ehrlich, en
relacién a los animales que recibieron Al(OH)s/EGFhr,
lo que sugiere la funcionalidad de la respuesta humoral
inducida por estas particulas™.
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Figura 4. Inhibicién de la interaccién entre el EGFhr y su re-
ceptor por el suero de los animales inmunizados con EGFhr-
P64k encapsulado en DRV o adsorbido en AI(OH);. La orde-
nada representa el porcentaje de inhibicién de la interaccion
EGFhr/ R-EGF, derivado de los anticuerpos anti-EGFhr pre-
sentes en el suero de los animales inmunizados. Como fuente
de receptores se utilizaron membranas de placenta humana. Ra-
tones NMRI se inmunizaron a los 0 y 28 dias por via intramus-
cular, con 10 pg de EGFhr conjugado a P64k encapsulado en
DRYV o adsorbido en AI(OH);. Para el ensayo se extrajo el sue-
ro de los animales (n = 7) a los 90 dias (diluci6én 1:5). Como
control y para el cdlculo del porcentaje de inhibicién se utiliza-
ron sueros de animales no inmunizados y un exceso de EGFhr
no radiactivo (control de maximo bloqueo o inhibicién de la in-
teraccién EGFhrI'*/R-EGF). Letras desiguales indican dife-
rencias significativas, segin la prueba de Rangos Miiltiples de
Duncan (p < 0.05)'*%.

En el estudio de la posible funcién de los lipidos lipo-
somales como inmunomoduladores de la respuesta de
anticuerpos anti-EGFhr, se demostré que los DRV cons-
tituidos por PC saturadas y Ch fueron mis eficientes que
los liposomas de PC insaturada y Ch, no sélo en térmi-
nos de los titulos de anticuerpos, sino también en la ca-
pacidad de estos anticuerpos de inhibir la interaccién del
EGFhr con su receptor (Figura 4)'**. La importancia del
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Ch, lipido de relativa abundancia en el reino animal,
para la funcién inmunoadyuvante de los liposomas fue
evidente al observar que la respuesta inmune humoral
contra alergenos del dcaro Dermatophagoide siboney re-
sultaba favorecida hacia un patrén de respuesta de tipo
no alérgico con preparaciones liposomales de DPPC
conteniendo Ch¥. Las explicaciones mecanisticas de es-
tos resultados experimentales son atin muy especulati-
vas.

Un reto en el campo de la vacunologia es el disefio de
sistemas de liberacién de antigenos a las APC que in-
duzcan o potencien una respuesta inmune celular media-
da por linfocitos T citotéxicos (CTL) especifica a anti-
genos, con relevancia para la prevencion y tratamiento
de enfermedades inducidas por patégenos intracelulares
y células tumorales. Para la induccién de una respuesta
CTL se requiere que el antigeno sea procesado y presen-
tado por las APC via las moléculas del complejo princi-
pal de histocompatibilidad clase I (MHC I). Esto, en
buena medida, condiciona que el antigeno tenga acceso
al citosol de las APC. Las vesiculas liposomales, al ser
endocitadas por las APC, pueden mediar la presentacion
de antigenos por MHC I, pero no siempre de manera efi-
ciente. Con la intencion de hacer mis eficiente esta fun-
cion se han disefiando liposomas sensibles al pH acidico
endosomal’’. Algunas toxinas formadoras de poro de
origen bacteriano, encapsuladas en liposomas, han sido
también usadas para el disefio de sistemas de liberacion
de antigenos al citosol celular con el propdsito de poten-
ciar la respuesta CTL*,

Nuestro grupo ha purificado y estudiado extensiva-
mente dos isotoxinas proteicas producidas por la anémo-
na marina Stichodactyla helianthus, Sticholysinas [ y II
(St1y St II), las cuales son proteinas que forman poros
en las membranas y carecen del aminodcido cisteina™ °.
Atendiendo a la homologia funcional con las toxinas
formadoras de poros de origen bacteriano, fue posible
presuponer que ellas exhibieran la capacidad de modular
la respuesta inmune mediada por CTL. In vivo, vesicu-
las liposomales de DPPC y Ch, que co-encapsulaban St 'y
ovoalbiimina (OVA) como antigeno modelo, fueron ca-
paces de potenciar, atin mds, la respuesta CTL especifica
al antigeno en ratones, en comparacion con las prepara-
ciones liposomales que sélo contenian el antigeno. St
IW111C, una variante mutante de Stl en la cual el ami-
nodcido Trp'"" ha sido re-emplazado por el aminodcido
Cys, es capaz de formar un dimero reversiblemente inac-
tivo, estabilizado por enlaces disulfuro. Esta Sticholysina
mutada indujo también una potente respuesta inmune
CTL contra OVA cuando se administr6 co-encapsulada
con el antigeno. De hecho, la preparacién Liposo-
ma/St+OVA confirié proteccién, en un escenario pre-
ventivo, a ratones retados con células tumorales que ex-
presan OVA (resultados no publicados). Estas propieda-
des inmunomoduladoras de Sts, encapsuladas en liposo-
mas, probablemente se asocien con su estructura molecu-
lar particular y propiedades membranotrdpicas.
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Sumario. Aqui presentamos una serie de nanodispositivos obtenidos a partir del auto-ensamblaje de mono- y multica-
pas sobre superficies de oro y plata. Las multicapas moleculares se formaron usando el método capa-a-capa. Las mono-
y multicapas sirvieron para modificar electrodos y nanoparticulas de oro y plata. Se utilizaron ciclodextrinas pertioladas
y alcanotioles, asi como compuestos de coordinacién. Los nanodispositivos asi obtenidos fueron utilizados como senso-
res y sistemas de reconocimiento molecular de biomoléculas. Los resultados presentados aqui permiten concluir que los
procedimientos utilizados para formar mono- y multicapas auto-ensambladas son relativamente sencillos y permiten ob-
tener una amplia variedad de nanodispositivos con diferentes propiedades.

Abstract. Here we present a series of nanodevices based on these If-assembly of mono- and multilayers on gold and sil-
ver surfaces. The molecular multilayers were obtained using the layer-by-layer method. The formed mono- and multi-
layers served to modify electrodes and nanoparticles. Perthiolated cyclodextrins and alkanethiols, and also coordination
compounds were used. The obtained nanodevices were employed as sensors y molecular recognition systems of bio-
molecules. The results presented here permit to conclude that the procedures used to form self-assembled mono- and
multilayers are of relative simplicity and permit to obtain a wide variety of nanodevices with different properties.

Palabras clave. Nanofabrication, 81.16.Be, Monolayers, 68.18.-g, 68.47.Pe, Multilayers 68.65.Ac

1 Introduccion

La Quimica Supramolecular constituye uno de los pila-
res mds importante de las Nanociencias y, por ende, de la
Nanotecnologia. Como este nuevo campo de la Quimica
se basa en la interaccion entre dos o mis moléculas sin
formar enlace quimico (covalente) es posible construir
conglomerados de dimensiones nanométricas de varias
moléculas que se asocien entre si de una forma dindmica,
mediante equilibrios. Esta naturaleza dindmica es muy
necesaria en Nanotecnologia'.

Si se analiza la literatura a partir de mediados de los
afos noventa se verd que varios de los principales cienti-
ficos que inicialmente trabajaron en el campo de la Qui-

mica Supramolecular ahora son lideres en las Nanocien-
cias, desarrollando novedosos dispositivos nanométricos.

Figura 1. Representa-
cién esquemdtica al-
canotioles autoensam-
blados sobre superficie
de oro. »

El Prof. Jean-
Marie Lehn, Premio
Noébel de Quimica,
defini6 la Quimica Supramolecular como la quimica de
los enlaces intermoleculares, que estudia las estructuras
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y funciones de entidades formadas por dos o mds espe-
cies quimicas’.

El reconocimiento molecular es un concepto de la
Quimica Supramolecular que corresponde a la capacidad
que tienen las moléculas de reconocerse mutuamente y
viene definido por la energia e informacién involucrada
en el enlace (no covalente) y la seleccion del sustrato por
una molécula receptora determinada. La interaccion sus-
trato-receptor debe basarse en la afinidad entre ambos en
cuanto a forma, tamafio, conformacioén, polaridad, pola-
rizabilidad, fuerzas de van der Waals, etc. Esta afinidad
sustrato-receptor expresa una informacién fisica y/o
quimica a transmitirse entre ambas moléculas y que se
revierte en el compuesto supramolecular formado.

Otro concepto muy importante es el auto-ensamblaje.
El auto-ensamblaje (en inglés: self-assembly) es el con-
cepto que expresa que un grupo de moléculas que son
complementarias, se reconocen molecularmente en un
proceso repetitivo. Asi, el auto-ensamblaje implica la
asociacion supramolecular entre varias especies para
formar un agregado de mayor tamafio y, generalmente,
con una arquitectura mas compleja.

El auto-ensamblaje ha sido ampliamente utilizado en
la modificacién de superficies de electrodos y superficies
sdlidas planas, asi como en la estabilizacién de nanopar-
ticulas. Estas superficies, cuando son metales nobles,
como el oro y la plata, se pueden recubrir quimicamente
con otras sustancias, fundamentalmente derivados sulfu-
rados, tioles, ditiocarbamatos, etc. Como se trata de un
fenémeno superficial es posible la formacién de una sola
monocapa auto-ensamblada, que en inglés se denomina
Self-Assembled Monolayer y se representa por las siglas
SAM?®. La monocapa formada tiene una altura no mayor
de varios nanémetros por lo que se considera bidimen-
sional solamente.

En la figura 1 se representa esquemiticamente una
SAM de alcanotioles sobre una superficie de oro con una
inclinacién de unos 30° respecto a la normal a la superfi-
cie.

Si bien las monocapas mis estudiadas sobre metales
nobles estin constituidas por alcanotioles también se han
estudiado otros compuestos organicos que contienen
azufre, como ditiocarbamatos, ditiocarboxilatos, xanta-
tos, etc.

Se puede realizar el auto-ensamblaje de multicapas, o
sea, de una monocapa sobre otra. Este proceso se realiza
capa-a-capa (layer-by-layer), con el que se ha llegado a
formar hasta 10 monocapas una sobre otra®. La forma-
cién de multicapas sobre una superficie permite alcanzar
las mas variadas arquitecturas moleculares, con la pre-
sencia de mas de un centro de reconocimiento molecular.

En el presente trabajo haremos una breve revision del
trabajo desarrollado en el Laboratorio de Bioinorgdnica
(LBI) de la Facultad de Quimica, Universidad de La
Habana sobre la obtencién de nanodispositivos a partir
del auto-ensamblaje de mono- y multicapas sobre super-
ficies de oro y plata.

2 Nanodispositivos supramoleculares
como antecedente

El trabajo del LBI en el campo de las nanociencias
comenz6 realmente por la obtencién de nanodispositivos
de naturaleza supramolecular usando diferentes ciclo-
dextrinas (o, By ), asi como diferentes derivados de las
mismas.

O y'®

Figura 2. Dos tipos de miméticos de la SOD. El representado
en la parte superior corresponde a dos mono-ditiocarbamatos
de CD enlazados a Cu(Il) y una de esas dos unidades de CD
con una sal de amonio incluida en la cavidad. En la parte infe-
rior esta representado un bis(ditiocarbamato)cobre(Il) incluido

en dos unidades de CD.

Figura 3. Representacion
esquematica de un electro-
do de oro modificado con
B-ciclodextrina pertiolada
y una monocapa de 4cido
tidctico que sirviera de se-
llante del resto del area li-
bre del electrodo’’.

il

e enwmmmmm  cencoasme
mﬁr#::hltk:lm . 'I"""“m

Figura 4. Los tres tipos de biosensores desarrollados basados
en la inmovilizacién supramolecular de enzimas °.

Aunque no es el tema central de esta revision es conve-
niente hacer una breve exposicion sobre la misma. Esta
tematica se centr6 fundamentalmente en la obtencién de
asociaciones supramoleculares que contenian ciclodex-
trinas (CD) y compuestos metdlicos del tipo de los
bis(ditiocarbamato)cobre(Il) de unos 2-3 nm de largo.

Las ciclodextrinas son compuestos ciclicos tridimensio-
nales constituidas por unidades de glucopiranosa unida-
des entre si por los dtomos de carbono 1 y 4. Las CD
comerciales contienen 6 (o), 7 (B) y 8 (y) de esas unida-
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des de azicares’. Lo singular de este tipo de compuesto
quimico es que presenta una cavidad central altamente
hidrofébica mientras que en su exterior es muy hidrofili-
ca. Ello posibilita que cualquier compuesto hidrofébico
de dimensién adecuada pueda incluirse en esa cavidad de
la CD adoptando propiedades hidrofilicas.

El objetivo del estudio consistia en obtener asociacio-
nes supramoleculares que se comportaran como miméti-
cos de la Cu,Zn- superéxido dismutasa (SOD), enzima
que juega una funcidn vital en el control de los procesos
bioldgicos oxidativos. Los principales resultados estin
representados esquemdticamente en la figura 2°'°.

3 Nanodispositivos basados en SAM de
derivados de ciclodextrinas

Hace mis de diez afios en el Laboratorio de Bioinorgani-
ca de la Universidad de LLa Habana (LBI) se comenzé a
trabajar en la formacién de mono- y multicapas auto-
ensambladas. Inicialmente, el estudio se centré en la
formacion de SAM sobre electrodos de oro y plata con
ciclodextrinas sustituidas quimicamente en uno de los
dos extremos con grupos tioles o ditiocarbamatos.

Este tipo de electrodo modificado con CD sirvié para
diferenciar isémeros posicionales de derivados del nitro-
benceno'"'%. Para que la cavidad de la CD fuera el tnico
centro de reconocimiento, una vez auto-ensamblada la
monocapa de CD el resto del drea del electrodo se sellé
quimicamente con una monocapa de ditiocarbamato. Es-
te mismo tipo de electrodo, pero sellado con dcido tidcti-
co fue usado para identificar electroquimicamente do-
pamina, un importante neurotransmisor. El problema en
este tipo de determinacidn consiste en que la dopamina
siempre se encuentra en presencia del acido ascérbico y
ambas sustancias son muy semejantes electroquimica-
mente (ver figura 3). La cavidad de la B-ciclodextrina (jB-
CD) solamente reconoce molecularmente a la dopamina.
Para aumentar la selectividad la presencia de los grupos
carboxilatos deberian repeler los ascorbatos. Asi mismo
fue como funcion6 el electrodo modificado con una total
selectividad por la dopamina'?.

Los electrodos modificados con derivados tiolados de
CD sirvieron para inmovilizar enzimas, tanto naturales
como modificadas quimicamente, para construir diferen-
tes tipos de biosensores. Otro procedimiento utilizado
fue el de modificar el electrodo con un derivado tiolado
de adamantano, un compuestos biciclico que se incluye
con alta estabilidad en la cavidad de la 3-CD. Ambos en-
foques se representan en la figura 4. Este trabajo sirvié
para desarrollar una amplia variedad de biosensores co-
laborando con el Centro de Tecnologia Enzimatica de la
Universidad de Matanzas que dirige el Dr. Reynaldo Vi-
llalonga™ "%,

Este procedimiento supramolecular para inmovilizar
enzimas resulté totalmente novedoso y ventajoso. Como
la enzima se asocia supramolecularmente por varios pun-
tos de su superficie la inmovilizacién favorece la reten-
cién de la conformacidn, afectindose muy poco la acti-

vidad catalitica’.

Un procedimiento andlogo se utilizé para inmovilizar
enzimas sobre nanoparticulas de oro recubiertas con [3-
CD pertioladas. Los principales resultados se representan
esquematicamente en la figura 519"22.

L-fenilalanina
deshidrogenasa

2

1/

Tripsina nativa Catalasa y SOD

Figura 5. Tres tipos de nanoparticulas de oro recubiertas con
%—%D pertioladas con enzimas asociadas supramolecularmente

Q

Figura 6. Esquema (izq) de SAM de bis(3,5-dimetilpirazol-1-
il)ditioacetato sobre Au(111) e imagen AFM (der) 1 x 1 nm Ead

Figura 7. SAM de bis(tiosemicarbazona)rutenio(Il) (izq)25 y
de mercaptoacetato con Ru(IIl) coordinado® como sensores de
NO.

De los tres sistemas representados en la figura 5 el
mds interesante es el de la derecha que contiene inmovi-
lazas, tanto la catalasa (la superior, en verde) como la
Cu,Zn-superdxido dismutasa (inferior en morado y rojo),
ambas con importantes funciones antioxidantes, lo que
permite clasificar este sistema como un nanodispositivo
inteligente o nanorobot, potencialmente a ser usado en el
tratamiento del estrés oxidativo.

4 Nanodispositivos basados en la cons-
truccion de compuestos metalicos so-
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bre superficies metalicas

Cuando se construyen compuestos de coordinacién sobre
superficies metdlicas se obtienen nanodispositivos que
pueden utilizarse tanto para el reconocimiento molecular
como para coordinar otra especie quimica. Este proceso
constructivo se puede hacer mediante el auto-ensamblaje
del compuesto como un todo para formar una monocapa.
También se puede construir por paso, mediante el siste-
ma capa-a-capa (layer-by-layer, LbL) .

Ambos procedimientos han sido utilizados por noso-
tros para la construccion de sensores de 6xido nitrico, asi
como para el reconocimiento molecular de diferentes es-
pecies de interés bioldgico.

El 6xido nitrico, NO, es una molécula radicélica pe-
quefia que juega funciones bioldgicas muy importan-
tes, fundamentalmente la de vasodilatador. Los pocos
sensores comerciales existentes son extraordinariamente
caros y poco duraderos. Ello motivé el desarrollo de este
tipo de trabajo.

Se trabaj6 fundamentalmente en compuestos de coor-
dinacién de rutenio, un metal que forma nitrosilos esta-
bles. El primer sensor desarrollado se basé en modificar
capa-a-capa electrodos de oro y plata con un compuesto
de rutenio (II) con  bis(3,5-dimetilpirazol-1-
il)ditioacetato (bdmpzdta) mediante el auto-ensamblaje
inicial sobre Au(111) del ligando a través de los dtomos
de azufre del grupo ditioacetato, tal y como se representa
esquemiticamente en la figura 6. En la figura 6 igual-
mente se presenta la imagen AFM de esa monocapa con
una resolucién de 1 x 1 nm. Los puntos mads claros co-
rresponden a los atomos del heterociclo orientado verti-
calmente respecto a la superficie de oro, mientras que los
otros menos brillantes son del heterociclo paralelo a la
superficie.

Mediante procedimientos semejantes al descrito arriba
se construyeron los sensores representados esquemati-
camente en la figura 7°%°. También realizamos el auto-
ensamblaje de una porfirina de rutenio(I) en posicién
vertical a la superficie”.

Mas recientemente realizamos el estudio de la cons-
truccién de un bis(ditiocarbamato)cobre(Il) mediante el
sistema LbL con la formacién de cuatro capas consecuti-
vas™. Las cuatro monocapas estdn indicadas en la figura
8. Este sistema fue caracterizado electroquimicamente y
mediante las espectroscopias XPS y ToF-SIMS. Las dos
primeras monocapas también fueron caracterizadas por
AFM. Precisamente la imagen AFM de la primera mo-
nocapa auto-ensamblada aparece en la parte inferior de-
recha de la figura 8 donde se observa un alto grado de
organizacion.

La construccién de compuestos de coordinacién sobre
superficies metdlicas también la hemos realizado sobre
nanoparticulas de oro. El dnico resultado publicado hasta
el presente corresponde el auto-ensamblaje de ferroceno
en dos capas (LbL)®. Lo interesante de este tipo de na-
noparticula de oro es que manifest6 un fuerte efecto de
auto-agregacion, tal y como se representa esquematica-

mente en la figura 9.

En la parte derecha superior estdn las imdgenes AFM
de microparticulas depositadas sobre ldminas de mica a
partir de solucién saturada en acetona, asi como nano-
particulas depositadas de esa misma solucién pero dilui-
da 1:10 (imagen intermedia) y diluida 1:100 (inferior de-
recha).

0

(@]

Figura 8. SAM de
bis(ditiocarbamato)
cobre(Il) mediante
el sistema LbL con
la formacion de
cuatro capas conse-
cutivas  indicadas
con lineas disconti-
nuas. En la parte in-
ferior derecha esta
la imagen AFM de
la primera monoca-
pa formada®,

4ta monocapa

3ra monocapa

2da monocapa

Figura 9. Nanopar-
ticulas de oro con
grupos ferroceno
terminales que mani-
festaron auto-
agregaciéon. La ima-
gen AFM superior
derecha corresponde
a microparticulas
depositadas  sobre
ldiminas de mica a
partir de solucién sa-
turada en acetona
(superior), asi como
nanoparticulas depo-
sitadas de esa misma
solucién pero diluida
1:10 (intermedia) y
diluida 1:100 (inferior).

En esta dltima imagen que se pueden observar una pocas
nanoparticulas de 28 nm de didmetro. Para poder obser-
var esas nanoparticulas fue necesario utilizar el modo
discontinuo (tapping mode) ya que la punta (tip) estaba
literalmente “barriendo” las nanoparticulas durante el es-
caneo. Es por ello que en la parte superior de esta tercera
imagen se puede ver unas huellas oscuras dejadas por las
nanoparticulas en su posicion inicial.

5 Conclusiones
A partir de los ejemplos presentados aqui de trabajos

propios es posible afirmar que la formacién de mono y
multicapas auto-ensambladas sobre superficies metalicas
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permite obtener una amplia variedad de nanodispositivos
mediante procedimientos relativamente simples. Este ti-
po de sistema puede ser usado hasta en la construccion
de narices artificiales, o sea, sensores de gases de alta
sensibilidad como uno desarrollado recientemente en co-
laboracién con el Instituto Weiszmann (Israel) a partir
del auto-ensamblaje de fosfonatos sobre GaAs™’.

Otra conclusidon importante, que resulta muy conve-
niente enfatizar en este tipo de revision, es que en Cuba
se puede trabajar en nanociencias con un minimo de re-
cursos pero con muchos deseos y dedicacién. Este crite-
rio, que pudiera resultar poco creible, se basa en el hecho
de que el grueso de los resultados expuestos aqui fue rea-
lizado en el Laboratorio de Bioinorgdnica de la Univer-
sidad de La Habana que en este siglo no ha recibido
practicamente recurso alguno.
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Sumario. Se resumen las caracteristicas principales del régimen de crecimiento a capas atomicas. Para alcanzar este
régimen, se deben aplicar los reactantes de forma seriada y en condiciones en las que ocurra una saturacion de la reac-
cién superficial entre cada reactante y la superficie de crecimiento. En cada reaccion la cantidad de material depositado
depende de la naturaleza de las reconstrucciones superficiales en el rango de temperatura de interés. Por lo que el espe-
sor del material depositado depende del nimero de ciclos realizados sin necesidad de tener un control preciso de los flu-
jos de los reactantes ni de los tiempos de exposicion. Esto hace esta técnica particularmente interesante en nanotecnolo-
gia donde el control de la cantidad de material depositado y de las dimensiones es determinante. Ademds, en este traba-
jo se presenta una variante del crecimiento controlado a capas atémicas, desarrollada originalmente en los laboratorios
de la Facultad de Fisica y el Instituto de Ciencia y Tecnologia de Materiales de la Universidad de La Habana, denomi-
nada sublimacién isotérmica a corta distancia. Se presentan los aspectos bdsicos de la misma y se muestran algunas
aplicaciones para el crecimiento de capas muy finas y otros tipos de nanoestructuras.

Abstract. The main features of atomic layer epitaxy regime are outlined. In this growth regime the reactants should be
supplied periodically under growth conditions that assist the occurrence of a terminated-reaction between each reactant
and the growing surface. In each independent reaction or exposure of a reactant the amount of material incorporated on
the surface depends on the atomic reconstructions characteristic on the temperature range. So, in this way the layer
thickness is determined by the amount of reaction cycles and it is not necessary a good control of the reactant fluxes and
exposure times. This makes this technique particularly interesting in nanotechnology where the control of the amount of
deposited material and dimensions are crucial. Moreover, in this paper a variant of the atomic layer controlled growth
originally designed in the laboratories of the Physics Faculty and the Institute of Science and Technology of Materials of
the University of Havana is presented. This technique has been designated as isothermal closed space sublimation.
Some characteristics and applications are shown and discussed.

Palabras clave. Coatings deposition methods 81.15.-z, structure of nanocrystals 61.46.Hk, structure of thin films
68.55.-a, fabrication of semiconductors II-VI 81.05.Dz

1 Introduccion: principios basicos

Un problema esencial en la preparacion de materiales de
dimensiones nanométricas es el control de la razén de
crecimiento. Es deseable que esta sea lo suficientemente
lenta y con la facilidad de que su valor pueda ser brus-
camente cambiado con poca inercia y mucha precision.
Dado que para sintetizar cualquier material es necesario
suplir los elementos quimicos necesarios para su forma-

cion, el modo mds natural para imponer una determinada
velocidad de crecimiento es 16gicamente el control de los
flyjos y tiempos de exposicion a los reactantes. Sin em-
bargo, cuando se desea una razén de crecimiento muy
lenta que permita la interrupcién del crecimiento con una
precisién del nandmetro, este procedimiento suele ser
muy costoso, e incluso en ocasiones puede resultar inutil.

Existe una manera diferente de controlar con gran pre-
cisién la velocidad de crecimiento y esta consiste en
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aprovechar la existencia de ciertas reacciones que son
“auto-terminadas”’, en estas ocurre la saturacion de la re-
accion en cierto intervalo o “ventana” de temperaturas.
Para simplificar, analicemos el ejemplo del crecimiento
de una capa de un compuesto binario dado, AB, a partir
de fuentes gaseosas. De la manera tradicional, para ob-
tener la capa debemos suministrar los elementos A y B
sobre una superficie adecuada simultineamente: el espe-
sor obtenido dependera del valor de los flujos y del
tiempo durante el cual la superficie ha sido expuesta.
Sin embargo, la reaccién superficial también puede ocu-
rrir exponiendo la superficie a los elementos A y B en
una forma alternada o seriada. Durante la exposicion a
uno de los elementos, digamos al elemento A, puede su-
ceder: 1) que la temperatura sea tan alta que todos los
atomos incidiendo sobre la superficie sean re- evapora-
dos; ii) que la temperatura sea tan baja que durante la
exposicién a A se forme una capa relativamente gruesa
de ese elemento; y iii) que la temperatura esté en un ran-
go tal que sdlo sea estable un recubrimiento o recons-
truccion atdmica de este elemento; e.g. la primera capa
atdmica (monocapa) que presenta un enlace mis fuerte y
que los dtomos incidentes después de esta monocapa se
re- evaporen. A lo que ocurre en este tltimo caso es a lo
que se le llama reaccién auto- terminada. Esta sucede
debido al simple hecho de que cominmente los enlaces
A-B en el compuesto son mucho més fuertes que los en-
laces A-A o B- B. Este proceso es mostrado en la Figura
1 donde los atomos A son representados por circulos
blancos y los B por circulos negros.

Esta es una variante sencilla de un método de obten-
cién de materiales que ha tenido diversos nombres pero
que consiste esencialmente en la exposicion alternada de
precursores sobre la superficie de crecimiento. Una va-
riante un poco mds compleja es el uso de moléculas que
contengan a los elementos de interés (compuestos pre-
cursores del crecimiento). En este caso debe lograrse
que los componentes de los precursores que no sean de
interés se disocien y sean evaporados. Un ejemplo de
este caso es el crecimiento de ZnS a partir de la exposi-
cion alternada de la superficie de crecimiento a molécu-
las de ZnCl, (precursor del Zn) y H,S (precursor del S).
En la Figura 2 se presenta un esquema ilustrativo del
proceso de crecimiento del ZnS usando esta variante.'

Esta manera de preparar los materiales tiene la ventaja
de que el espesor de la capa puede ser determinado por
el nimero de ciclos, evitindose asi la necesidad de un
control preciso de los flujos y los tiempos. En la Tabla I
se presentan las denominaciones de las variantes mas
frecuentes de esta técnica. El nombre de Epitaxia a Ca-
pas Atémicas fue introducido por T. Suntola® en 1977
con el crecimiento de ZnS, GaP and SnO, utilizando Zn,
S, Ga, P y plasma de oxigeno como reactantes. Sin em-
bargo, existen referencias anteriores de un grupo de Le-
ningrado’® que tan temprano como en 1967 reportaron el
crecimiento de algunos 6xidos usando cloruros y vapor
de agua como precursores. Ellos denominaron la técnica
como (escrita como se escucha y usando el alfabeto lati-
no) “Moleculiarnaie Naslaibanie” nombre que fue tradu-

cido luego al inglés como “molecular layering”. Tal vez
en espafiol pudiera llamarse “revestimiento molecular” o
algo asi. Pudiera tal vez decirse que Suntola fue el pre-
cursor de lo que hoy se continda llamando Epitaxia a
Capas Atémicas mientras que la técnica del grupo de
Leningrado ha derivado en lo que hoy se conoce como
Deposicion a Capas Atémicas. En la segunda parte de
este trabajo nos referiremos a estas técnicas que son pro-
bablemente las mds usuales. En la tercera parte del tra-
bajo se presentard una variante del crecimiento controla-
do por capas atémicas desarrollada originalmente en los
laboratorios de la Facultad de Fisica y el Instituto de
Ciencia y Tecnologia de Materiales de la Universidad de
La Habana y denominada sublimacién isotérmica a corta
distancia- Epitaxia a Capas Atdmicas (SICD- ECA).

Figura 1. Proceso de cre- gy © @ [QQOO
cimiento de una capa de un

compuesto AB por exposi- T
cién alternada de la super-
ficie a los elementos. En
a) la superficie es expuesta
a los dtomos del elemento
A; en b) después de for-
marse una monocapa, el
resto de los dtomos A es
re- evaporado; en c) la su-
perficie es expuesta a los
atomos B; en d) la superfi-
cie se ha cubierto con una
monocapa de B y el resto
de los dtomos B incidentes
se re- evapora. d)

Sapo ©

EKE/;/;KKKKKK

ZnCl,(ad)

///Xff/;/;/;;

ZnCla(ad) + Ha S (2) — ZnS (ad) +2 HCI (g)

Figura 2. Crecimiento de ZnS usando exposicién alternada de
ZnCl, y H,S. Como subproducto de esta reaccién se obtiene
HCI (g).
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2 Diferentes procedimientos

Para obtener la condicién de deposicién controlada a ca-
pas atémicas se pueden usar dos tipos de regimenes. El
primero es el régimen de flujo molecular que se obtiene
en sistemas con ultra- alto vacio (P~ 10°- 10" Torr).
Cuando se usan fuentes sélidas para producir los flujos
de los elementos, la técnica suele llamarse epitaxia de
haces moleculares (EHM) mientras en el caso en que se
usen compuestos metalorgdnicos como precursores de
los metales y fuentes sélidas para los no metales, enton-
ces toma el nombre de epitaxia de haces moleculares con
compuestos metalorganicos (EHMMO). Si también los
no metales son obtenidos de fuentes gaseosas, se suele
denominar epitaxia de haz quimico (EHQ). El segundo
tipo de régimen es el de flujo viscoso en el que existe un
llamado gas portador a una presion de algunas decenas
de Torr. Esta técnica toma el nombre de deposicién qui-
mica de fase vapor (DQV) y puede también usar meta-
lorganicos como precursores de los elementos metdlicos;
en tal caso se le da el nombre de deposicién quimica de
fase vapor con metalorgdnicos (DQVMO). General-
mente la llamada epitaxia a capas atOmicas estd relacio-
nada con los regimenes del primer tipo mientras que la
deposicién a capas atdmicas con los del segundo. En lo
adelante trataremos brevemente de algunas caracteristi-
cas de las diferentes técnicas; pero el lector interesado en
una mayor profundidad en el tema puede consultar algu-
nos trabajos de revisién muy completos y relativamente
recientes.*’

Deposicion a capas atomicas (DCA). Esta va-
riante de crecimiento se ha usado fundamentalmente pa-
ra obtener 6xidos, pero también se han obtenido sulfuros,
seleniuros y nitruros. Los precursores para el compo-
nente no metdlico han sido respectivamente H,O, H,S,
H,Se y NH;. Como precursores para el componente me-
talico se han empleado una gran variedad de compuestos
tanto inorgdnicos como metalorganicos. Entre los inor-
génicos se encuentran los elementos puros y los haluros
(particularmente los cloruros) y entre los metalorgdnicos
se incluye una larguisima lista de diferentes tipos de
compuestos.

Una caracteristica importante de esta técnica es que en
ella se obtiene generalmente una razén de crecimiento
inferior a la monocapa por ciclo. Por este motivo es di-
ficil crecer capas mds alld de un cierto grosor. Sin em-
bargo, gracias a esa caracteristica y al hecho de que el
movimiento de las moléculas gaseosas es aleatorio y no
dirigido (como ocurren en el caso de los haces molecula-
res), esta técnica es muy apropiada para obtener creci-
miento conforme de superficies con radio de aspecto
muy grande (dentro de poros).

Epitaxia a capas atomicas (ECA). Esta variante
requiere de una miquina de epitaxia de haces molecula-
res. Esta es un equipo muy costoso pero que permite ob-
tener capas delgadas de una altisima pureza y que debido
al hecho de mantener un vacio ultra alto, admite realizar
mediciones in- situ, de las cuales la mas frecuentemente

instalada es la difraccién de electrones rasantes de alta
energia. Un esquema de la cdmara de crecimiento de
una maquina de este tipo es mostrado en la figura 3.

Haz
moalecudar

Figura 3. Esquema de la cdmara de crecimiento de una ma-
quina de epitaxia de haces moleculares preparada para obtener
capas de selenuros de Cd y de Zn. Por medio de los obturado-
res se puede alternar el flujo de los haces moleculares sobre el
substrato para obtener el compuesto deseado. De esta manera
se pueden obtener estructuras con capas alternadas de CdSe y
ZnSe.
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Figura 4. a) Estructura y alineacién de las bandas en pozos
cuanticos de CdSe con barreras de ZnSe; b) Fotoluminicencia
de estructuras con diferentes espesores. Se puede observar que
es posible sintonizar la emisién en un amplio rango de longitu-
des de onda variando el espesor del pozo.
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Con esta técnica se puede obtener un control muy
preciso de los espesores y por eso ha sido usada amplia-
mente para obtener pozos cudnticos. Los pozos cudnti-
cos son capas muy finas de un semiconductor donde los
electrones estdn confinados en distancias del orden o
menores de la longitud de onda de de Broglie. Esto es lo
que se conoce como confinamiento cudntico y es una de
las propiedades mds interesantes de los materiales na-
nométricos. A partir de ella se puede obtener grandes
variaciones de las propiedades dpticas y eléctrénicas en
un mismo material en funcién de las dimensiones.

Un caso interesante es el crecimiento de pozos cudnti-
cos (PC) ultradelgados de CdSe. En este caso el espesor
fue variado entre % monocapa y 8 monocapas.® Los po-
zos fueron crecidos entre barreras de ZnSe por EHM-
ECA. La estructura y el alineamiento de las bandas son
mostrados en la Figura 4a.

Las barreras son necesarias para el confinamiento de
los electrones debido al alineamiento de las bandas de
conduccién y valencia de ambos materiales. En la figura
4a se muestran los respectivos anchos de la banda prohi-
bida (Eg), asi como los desacoples de las bandas de va-
lencia y de conduccién (AE, y AE.). Debido a esta con-
figuracion, las bandas de conduccién y de valencia se
discretisan en energia en la direccion de confinamiento y
los niveles se separan modificdndose al ancho de la ban-
da prohibida efectiva del material del pozo cudntico. En
particular este ancho energetico aumenta cuando dismi-
nuye el espesor del pozo. Esto produce una variacién en
las propiedades Opticas ya que la luz que se absorbe o
emite entre estos niveles cambia entonces con el espesor
del pozo. En la Figura 4b se observa la fotoluminicencia
de estos pozos excitada por un laser de He-Cd a 325 nm.
Se puede observar como la emisién de luz de 1a heteroes-
tructura se puede variar en un amplio rango de longitu-
des de onda variando el espesor de los pozos.

3 Epitaxia a capas atomicas por subli-
macion isotérmica a corta distancia

Pueden encontrarse detalles de esta técnica en algunos
trabajos publicados por los autores en los udltimos 10
afios (ver por ejemplo ref. 7- 10). En ella se usa una
geometria de sublimacién a distancia cercana pero, con-
trariamente a lo habitual en esta técnica, se emplea expo-
sicién alternada a fuentes elementales y se evita el gra-
diente de temperatura entre fuente y substrato. Esto da
la posibilidad de obtener una reaccién que termina por si
misma una vez que la superficie queda recubierta de al-
guno de los elementos. Esto es debido a que al no existir
un gradiente de temperatura, con el recubrimiento de la
superficie se suprime la fuerza motriz del crecimiento.

La Figura 5 representa un esquema simplificado del
proceso de crecimiento. El substrato donde se realizard
el crecimiento del material se mueve alternadamente en-
tre una y otra fuente. La técnica ha sido utilizada para
crecer semiconductores II-VI en forma de capas delga-
das y también con geometrias diferentes como se expli-

card a continuaciéon como por ejemplo a través de mem-
branas de alimina anédica (MAA).
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Figura 5. Esquema
simplificado del sis-
tema de crecimiento
empleado. Todo el
sistema se coloca en
un ambiente isotér-
mico dentro de un
horno y en un flujo
de gas puro. En el
caso del crecimiento
de capas epitaxiales,
se coloca sélo el substrato monocristalino sobre las fuentes. En
el caso de crecimientos conformados usando membranas de
alimina anddica (MAA) se coloca la membrana entre fuente y
substrato para permitir el paso de los gases a través de la mem-
brana. Esto permite eventualmente la deposicién del material a
través y dentro de la membrana.
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Figura 7. a) Vista de la superficie de la membrana en contacto
con el substrato de GaAs a través de la cual se creci6 el CdSe.
b) Cristales de CdSe crecidos a través de una membrana de
alimina sobre el substrato de GaAs.

Con esta técnica se han crecido capas epitaxiales de
varios semiconductores de tipo II- VI tales como CdSe’ y
ZnTe.® Controlando los tiempos de exposicién a las
fuentes y los tiempos de purga entre exposiciones se
pueden obtener diferentes regimenes. Por ejemplo, utili-
zando largos tiempos de purga y pequefios tiempos de
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exposicién a las fuentes, se alcanza un régimen autorre-
gulado a una o dos monocapas por ciclo, mientras para
tiempos de purga pequefios y largos tiempos de exposi-
cion a las fuentes, se pueden obtener valores mayores de
la razén de crecimiento, debido a la adsorcién multica-
pas en cada exposicion.

La Figura 6 muestra el caso del crecimiento de ZnTe®
sobre substratos de GaAs, que presentan una razén de
crecimiento de aproximadamente 1 MC/ciclo.

Esta técnica ha sido también utilizada para realizar
crecimiento conformado a partir de membranas de alu-
mina anédica'’. Estas membranas tienen poros nanomé-
tricos en forma tubular de una cara a la otra. Interpo-
niendo tal membrana entre las fuentes elementales y el
substrato puede obtenerse crecimiento a través y en el in-
terior de la misma. La Figura 7 muestra el crecimiento
sobre la superficie de un substrato de GaAs a través de la
membrana.

Tabla 1
Diferentes denominaciones para el crecimiento con-
trolado a capas atomicas.

Nombre Sigla
Atomic layer deposition ALD
Atomic layer epitaxy ALE
Electrochemical atomic layer epitaxy ECALE
Migration enhanced epitaxy MEE
Molecular deposition MD
Molecular layer epitaxy MLE
Molecular layering ML
Flow rate modulation epitaxy FRME
Successive ionic layer adsorption and reaction =~ SILAR

4 Conclusiones

El régimen de crecimiento controlado a capas atémicas
es una de las vias efectivas para la obtencidn de estructu-
ras nanométricas. Para obtenerlo se han utilizado varias
técnicas, dos de las mas conocidas son la deposicion a
capas atémicas y las epitaxia de haces moleculares. Los
autores revisan algunos de sus trabajos en el tema en el
crecimiento de pozos cudnticos de CdSe y en el desarro-
llo de una técnica original denominada sublimacién iso-
térmica a corta distancia- epitaxia a capas atomicas.

Referencias

1. Lauri Niinistd, Current Opinion in Solid State and Mate-
rials Science 3, 147-152 (1998)

2. T. Suntola, J. Antson, U.S. Patent No. 4058430 (15 No-
vember 1977)

3. A. M. Shevjakov, G. N. Kuznetsova, and V. B.
Aleskovskii, Proceedings of the Second USSR Conference on
High-Temperature Chemistry of Oxides, Leningrad, USSR,
26-29 November 1965 Nauka, Leningrad, USSR, 1967, pp.149
(in Russian)

4. R. L. Puurunen, J. Appl. Phys. 97, 121301 (2005)

5. M. A. Herman, Vacuum 42, 61 (1991)

6. C. Vargas- Herndndez, O. de Melo, 1. Herndndez- Calde-
rén, Phys. Stat. Sol. 230, 331 (2002)

7. O. de Melo, E. Sanchez, H. Rodriguez, S. De Roux, F.
Rabago Bernal, J. Ruiz- Garcia, Mat. Chem. Phys. 59, 120
(1999)

8. E. Larramendi, E. Purén, L. C. Hernidndez, M. Sanchez,
S. De Roux, O. de Melo, G. Romero- Paredes, R. Pefia- Sierra,
M. Tamura, J. Crystal Growth 223, 447 (2001)

9. O. de Melo, E. M. Larramendi, Certificado de Autor de
Invencién No. 23135 (April 2006)

10. O. de Melo, E. M. Larramendi, I. Minguez- Bacho, S.
Larramendi, J, L. Baldonedo, J. M. Martinez Duart, M. Her-
nandez- Vélez, J. Crystal Growth, 311, 26 (2008).

RCF vol. 26, No. 1, 2009. p. 41



Rev. Cub. Fisica vol. 26, No. 1 (2009) p 42-46
ISSN: 0253-9268. Original paper

Revista Cubana de Fisica

Calle I No. 302e/ 15y 17
Vedado, La Habana. CP 10400
www.fisica.uh.cu/biblioteca/revcubfi/index.htm

TeO,-doped ZnO micro and nanostructures
grown by the vapour—solid technique

A. Tribarren®™’, P. Fernandez” y J. Piqueras”

a) Instituto de Ciencia y Tecnologia de Materiales, Universidad de La Habana, Zapata y G, Vedado,

Ciudad de La Habana 10400, Cuba; augusto@fisica.uh.cu

b) Departamento de Fisica de Materiales, Facultad de Ciencias Fisicas, Universidad Complutense de

Madrid, 28040, Madrid, Spain

+ Autor para la correspodendia

Received 8/04/2009. Approved in final version 18/06/09

Sumario. Se presenta la obtencién de micro y nanoestructuras a partir de polvos de ZnO impurificados con TeO, por un
proceso vapor-sélido. Se realizaron mediciones topoldgicas y catodoluminiscentes (CL) de las muestras y estructuras. Se
encontrd que las estructuras estdn formadas por una mezcla de dominios de ZnO y ZnTe,O,, y que los dtomos de Te en
los sitios de las vacancias de oxigeno juegan un rol pasivante que puede eliminar los defectos. Las mediciones de CL y
el mapeo permitieron describir las caracteristicas locales de las muestras y de estructuras representativas.

Abstract. An approach for the obtaining of nano and microstructures from TeO,-doped ZnO powder by vapour-solid
process technique is presented. Topological and cathodoluminescence (CL) measurements of the samples and structures
were carried out. It was found that the structures are formed by a mixture of ZnO and ZnTeO;, domains, and that in Te
atoms in oxygen vacancy sites play a passivating role that can eliminate the defects. The local features of samples and

representative structures were study by means of CL measurements and mapping.

Keywords: Cathodoluminescence, 78.60.Hk, fabrication of nanostructures 81.07.-b

1 Introduction

Low dimensional semiconductor structures constitute
one of the subjects of increasing interest since they have
potential application in several technological fields as for
nanoelectronic systems and photovoltaics. Besides their
attractive shapes, optical and compositional behaviours
along the structures constitute relevant features to be
studied.

ZnO is typically unintentionally doped n type wide-
gap semiconductor due to the lack of stoichiometry re-
sulting mainly from oxygen vacancies. Its band gap en-
ergy has been reported to be between 3.2 and 3.37 e V',

Oxygen vacancies (Vo) and structural defects induce that
deep levels form into the band gap. As a consequence
luminescence spectra show, due to transitions to these
and other deep levels, a wide band that ranges from 1.7
to 2.8 eV*.

Isovalent impurities in II- VI compounds produce sev-
eral effects on its physico-chemical characteristics °. In
the case of Te-doped ZnO the passivation of Vg by Te
atoms and changes in the atomic and energy structures
due to the bigger size and lower electronegativity of Te
are expected. Bigger size of Te atoms in O sites induces
compression of the nearest neighbours in a first consid-
eration. But, on the other hand, Te in O sites creates a
ZnTe subunit in the ZnO lattice, and both compounds
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have different lattice structures. On the other hand, Te
has lower vapour pressure than oxygen, which is favour-
able to keep low the vacancy concentration if it occupies
these sites. Lower Te electronegativity leads it acts as an
isoelectronic donor, since electrons are less bound than
by O atoms and a center {vg +D” +Te?)}° forms.

Structurally, Te atoms in O sites leads the four Zn at-
oms nearest to Te site relax outward with relatively high
displacements, the second nearest neighbour O atoms
must also relax although less than Zn atoms, and third
neighbours likely have negligible or none displacements
as reported in substituting one S with Te®. Like in ZnS,
Te isovalent substitution in ZnO would not form deep-
level states inside the gap. However, vacancy, anti-site,
and interstitial defects would do®.

In this work, Te-doped ZnO micro and nanostructures
from TeO, precursor by the method of sintering of com-
pacted powder under argon flow, which leads to the
growth of the structures directly on the sample surface,
which acts as source as well as substrate in a vapour—
solid (VS) process *"®, is presented. Parts of this work
were published in Superlattice and Microstructures 43
(2008) 600 and J. Mater. Sci. 43 (2008) 2844.

2 Experimental

The raw materials were commercially available ZnO
powder (99.9% purity from Aldrich) and TeO, powder
(99.9995% purity from Puratronic). TeO, concentration
used corresponded to 0.18 at.% (sample MS5), 0.92 at.%
(sample M6) and 1.89 at.% (sample M7) Te. The mixed
powders were milled for 10 h in a Retsch S100 centrifu-
gal agate ball mill. Afterwards, the milled powders were
compacted under a 2 T compressive load to form disc-
shaped samples of about 7 mm diameter. The samples
were then placed on an alumina boat near the gas inletin
a furnace, and sintered at 1270 °C under 2 litres per min-
ute argon flow for 15 hours. The morphology and size of
the structures have been investigated by scanning elec-
tron microscopy in a Leica 440. CL measurements were
carried out at room temperature on the Leica 440 SEM.
In order to evaluate the sample quality we use a figure of
merit given by the ratio, r;, between the main near band
edge peak, I,, and the defect band, I, intensities,

= Ly i, e., the higher ratio the better quality. CL im-
Idh

ages were recorded by using a Hamamatsu R928 pho-

tomultiplier and CL spectra were obtained with a

Hamamatsu PMA-11 CCD camera. X-ray microanalysis

was performed using a JEOL JXA-8900 Superprobe by

energy dispersive spectroscopy (EDS).

3 Results and discussion

3.1 Pure ZnO. As a reference, a pure ZnO sample (MO)
was prepared and thermally treated. Fig. 1a shows well
defined polycrystalline morphology of this undoped

sample and Fig. 1b shows the CL spectra. It is formed by
several contributions and the defect band is high and
relevant.

Figure 1. a) Surface morphology and b) CL spectrum of a pure
ZnO sample.
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Figure 2. Image of a group of spout-like structures (a) and CL
spectrum in the head of one of them (b) in sample M5.

To estimate such contributions the CL spectrum was
deconvoluted with Lorentzian fitting. Five main bands at
about 1.97, 2.26, 2.56, 3.10, 3.26 eV can be resolved.
The band at hv,, = 1.97 eV has been associated to Zn
vacancies, VZ,,9 and the band centred at hv,, = 2.26 eV
has been proposed as due to either singly ionized O va-
cancies'® or insterstitial Zn'!. A very wide band at hv 4
~ 2.56 eV, which has been observed at nearby values'*"?
has not a totally clear origin, but has been ascribed to
oxygen vacancy'”. The wide peak centred at hv,,, = 3.10
eV can be related to overlapping of transitions to levels
due to dislocations'®, interstitial Zn ‘> and to the grain
boundary, which introduces a level at 0.33 eV below the
conduction band'*. FWHMs of these component bands
are high (= 0.24 eV), which identifies a high statistical
dispersion of the deep-level energy band distortion. The
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ZnO band edge emission is centred at hv,,x = 3.26 eV as
it has been previously reported at that position'*'>'® and
it has a typical width of FWHM = 0.10 eV. Thus, the
treated pure ZnO samples are very defective with high
concentrations of Zn and O vacancies and intertitials,
dislocations and grain boundary defects. The quality
factor is as low as r; = 0.7.

We have to point out that under the processing condi-
tions only one kind of structures, spout-like ones, grows
in milled pure ZnO samples, conversely to those found
in unmilled ZnO*. Such structures are analysed below.
Doped samples showed several micro and nanostruc-
tured shapes, which grow in the sample surfaces.

3.2 Spout-like nanostructures. Fig. 2a shows elon-
gated spout-like nanostructures in sample M5, which
grow mainly in the rim of the sample and they are typi-
cal for all the samples, even for pure ZnO samples. They
have thin stems of about 100 to 300 nm diameter, which
augments toward the tip with rounded polymorph forms,
and the aspect ratio reaches values as high as 1:120. CL
spectra in the head of these structures are practically
constituted by a unique yellow-green defect band, which
indicates they are highly defective as observed in Fig.
1b. Lorentzian deconvolution gives the contributions of
Zn and O vacancies and interstitial Zn. The structures do
not show grain formation, however, given that these
nanostructures are also present in undoped ZnO samples,
we associate the 3.00 eV peak with surface and disloca-
tion effects'.

3.3 TeO; doped ZnO samples. All sample surfaces
look eroded and with sintered grains forming little con-
glomerates as can be observed in the background of Fig.
4a. CL spectra of the annealed samples over a relatively
wide surface region (Fig. 3), where no structures there
were, show a main intense peak in the violet region. On
the high energy side a little shoulder remarks, which is a
satellite band related with the ZnO emission contribu-
tion. By Lorentzian fitting two main peaks were found.
A very wide peak was found at about hv = 2.9 eV with
FWHM = 0.55 eV and an intense peak at about hv, =
3.13 eV with FWHM = 0.2 eV. The CL peak energy at
hvux = 3.13 eV is lower than that of pure ZnO shown in
Fig. 1b. If the ZnTeO phase forms the fundamental gap
decreases from the ZnO gap energy below 3.25 eV ac-
cording to the ZnTe,O,., composition'’. The peak at hv
= 2.9 eV was associated to grain boundaries and disloca-
tions and its very high FWHM is consistent with the
highly eroded surface. A careful Lorentzian fitting proc-
essing of the main peak allowed deconvoluting the little
overlapped peak at the high energy side. This peak is at
about hv = 3.28 eV with FWHM = 0.07 eV and is asso-
ciated to pure ZnO with relatively low disorder. It is no-
ticeable that the typical ZnO green-yellow defect band is
not present, which indicates a high quality ratio r;. The
absence of the defect band is related to substitutional Te
in the O vacancies and passivation of the defects in the
sample under treatment. On the low energy side of the
main peak an exponential band tail is also observed,

which is associated to structural disorder, which intro-
duces localized levels and extends the band into the en-
ergy band gap'®. The corresponding tail parameters
range as Ey = 160 — 330 meV, according to measured
area, which are high values mainly due to structural dis-
order. The E, values are consistent with the also high
FWHM of this CL peak.

XRD measurements showed that the samples have a
unique ZnO phase and no TeO, phase was detected.
Thus, we can infer that the main peak at hv s = 3.13 eV,
shifted to lower energy respect to that of ZnO, is related
to the presence of ZnTe subunits, formed from the Te at-
oms insertion into the Vg, in the ZnO matrix, which give
a pseudobinary compound ZnTe,O, . The possibility of
interstitial Te was neglected since it would induce an in-
crease of the deep level and would contribute to the de-
fect band®, but, conversely, the CL spectra present a
clear trend to the defect band reduction with TeO, dop-
ing.

In order to estimate how many ZnTe subunits inter-
vene in the ZnTe, O, units we use a linear approxima-
tion between ZnO (Egz,0 = 3.26 eV) and ZnTe (Egz,1e =
2.26 eV) ® band gap energies given by the expression

Eg(x) =(1-x)Eg .0 + XEg 7,1- (D

In this case band-band transitions were assumed and
the shift of Eg respect to peak maximum is kT/2, where
k is the Boltzman constant and T the measurement tem-
perature.

Figure 3. CL spectrum =
of the substrate surface
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Figure 4. SEM image of a hedgehog-like structure group (a),
where the needle-like structure (A) and the pencil-like struc-
tures (B) are pointed out, and CL image of this structure group
(b) in the sample MS. CL spectra of needle-like (c) and pencil-
like (d) structures are also shown.
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3.4 Elongated microstructures. Big elongated
structures grew on the sample surface. Fig. 4a shows a
hedgehog-like structure group. It is formed by needle-
like (A) and pencil-like (B) structures. Such structures
have an aspect ratio that can reach values of 1:30 in
those more developed. Fig. 4b shows CL image, where
high emission of this structure group is observed.

In Fig. 4c the normalized CL spectra mapping along
the needle-like (A in Fig. 4a) structure of before-
mentioned structure group are presented. A main feature
of these spectra is that the defect band is either very
small or not clearly present, however the spectra widen
toward the tip and the emission intensity diminishes.

On the high energy side a shoulder can be observed. It
is associated to the contribution of the pure ZnO emis-
sion. The CL emission spectra shape (Fig. 4c) show a
main peak and a shoulder at the high energy region,
which are associated to ZnTe O, and ZnO contribution
respectively and no defect band is clearly appreciable.
The estimation of such contributions was made by de-
convoluting with Lorentzian fitting. The ZnTe,O,  peak
maximum has a range hv,x = 3.10 — 3.13 eV and the
ZnO peak was found at about hv ~ 3.36 eV. From Eq. 1
it was calculated that x = 0.14 — 0.17. FWHM’s were of
about 0.30 eV and 0.49 eV respectively. The high
FWHM’s demonstrate that the coexisting ZnTe,O,., and
ZnO domains are locally structurally disordered, al-
though the absence of the defect band suggests that they
are stoichiometrically ordered. Such local domains are
constituted by a mixture of ZnTe,O,, with different X, i.
e., a mixture of Te coordinations in the ZnO matrix, and
ZnO clusters. The CL intensity was found to diminish
from base to tip as the structural disorder increases, as
can be correlated with the lowering of the signal/noise
ratio. Analyses of the low energy side give an exponen-
tial behaviour, which corresponds to that of the band tail.
The tail parameter E, ranges from about 100 meV in the
base to 470 meV in the tip, which means that there is
high structural disorder, which agrees with the previous
FWHM results, and it increases from base to tip.

The structures B of Fig. 4a are partially distorted pen-
cil-like structure, which has lost the hexagonal cross-
section as reported in similar ZnO structures®. CL spec-
trum of the pencil-like structure base is displayed in Fig.
4b. The defect band is low. CL spectra along the struc-
ture show similar shapes, but the defect band lowers to-
ward the tip. The quality ratio is high, i. e., r; > 14. The
deconvolution of the main peak using Lorentzian fitting
gave that this peak is centred at a mean energy of hv s =
3.11 eV with average FWHM = 0.121 eV, which corre-
spond to ZnTe,O,, with x = 0.16 and it overlaps a minor
peak at about 3.25 eV with average FWHM = 0.043 eV
corresponding to pure ZnO.

In the analysis of the CL peaks it must be taken into
account that pure ZnO has low CL emission. On the
other hand, ZnTe,O,., has donor conductivity because of
the isovalent Te doping and, therefore, it has higher car-
rier concentration and a higher CL intensity must be ex-

pected. Hence, although the ZnO band intensity is low,
indeed, relatively high ZnO concentration can be present
in comparison to ZnTe,O; x concentration. These needle-
like and pencil-like structures show CL emission higher
than that of the background due to the intense violet
band associated with them. On the other hand, they are
stoichiometrically ordered structures although some
structural disorder can be found.

CL Intensity (a. u.)

25 a0
hv (V)

Figure 5. SEM (a) and CL (b) images of mace-like microstruc-
tures in sample M5. CL spectra (c) in several points of the big-
gest one are presented.

Figure 6 and 7. SEM image of arrow-like structures in sample
MS5 and hank structure in M6.

Other kind of structures, mace-like ones, is shown in
Fig. 5a. CL emission image of the longest structures is
shown in Fig. 5b. It is noticeable that the CL emission
mainly takes place in the tip and diminishes toward the
base. Fig. 5c shows the CL spectra along one of these
structures. The quality ratio increases from about r; = 2
at the base to about 7; = 32 in the tip where no defect
band practically there is. By deconvoluting the high en-
ergy made-up peak it is found that the compound peaks
corresponding to ZnTe,O,, and ZnO are at about 3.12
eV and 3.27 eV respectively. However, the FWHM
tends to increases from tip to base, which corresponds to
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the increase of the disorder. The increase of the defect
the increase of the traps into the band gap and the de-
crease of the radiative emission, which explains that in
the tip there is emission and in the base there is not.

The cross-section increasing from base to tip observed
in Fig. 5a and the CL characteristics suggest that the
structure orders as it grows. The relatively high intensity
of the ZnO band in the structure centre suggests that
there is high concentration of ZnO domains in compari-
son to ZnTe, O, which diminished toward the tip. EDS
measurement along the mace-like structures gives that
the Te concentration changes from 0 at.% Te in the base
and 0.02 at.% Te in the centre to 0.05 at.% in the tip.
This confirms that the Te atomic concentration increases
from base to tip. Thus, two favourable factors make the
tip more emissive, few defects and low ZnO concentra-
tion. The CL spectrum of the little mace-like structure
placed on the right of those illuminated ones is similar to
that of before-showed mace-like structure base. It pre-
sents a high defect band and r; = 2, similar to that of
mace base, which suggests high defectivity and number
of deep levels, which leads to low or no emission as ob-
served in the CL image. It can be observed from com-
parison of CL spectra and SEM image that this structure
has not developed.

Arrow-like structures as those displayed in Fig. 6 can
also be observed in the region near the sample outskirts.
Their base is a relatively narrow stem, but suddenly a big
arrow-like head grows. CL spectra (not shown) display
relatively high defective structures with r; = 4 — 6 and
FWHM = 0.092 — 0.133 eV in the main peak, which in-
dicates structural and stoichiometrical, disorders of the
7ZnTe,O;., domains.

4 Conclusions

TeO,-doped ZnO-elongated micro and nanostructures
have been grown by a vapour—solid process. The nanos-
tructures, which arose in the sample rim, have high as-
pect ratio, but they seem to be defective due to vacan-
cies. In some cases, like the elongated structures rela-
tively far from the sample rim have low defect bands as
observed in their CL spectra. This is due to Te reacts
with ZnO, passivate the defects by occupying the O va-
cancy sites and forms ZnTe,O;_, units. Other micros-
tures, like those mace-like located in the near sample
rim, have a monotonically variation of the CL intensity,
due to a distribution gradient of Te along these struc-
tures. The adding of TeO, to the ZnO powder stimulates
the growing of nano and microstuctures, however the
structural, compositional and optical characteristics
change according to the Te concentration and tempera-
ture gradient in each sample region.

As the TeO, concentration in the powder mixture in-
creases the pure ZnO satellite band tend to decrease, and
for 1.89 at.% Te only a little shoulder on the high energy

side of the main peak is noticeable. The increase of the
Te concentration favours the formation of a major num-
ber of structures, which form a knotty hank as exempli-
fied in Fig. 7.
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Sumario. Se estudi6 la actividad peroxidasa intrinseca de nanoparticulas (NPs) magnéticas de MnFe,O, (27,5 nm), en
presencia de diferentes sustratos de la enzima peroxidasa de rdbano picante (HRP). Las nanoparticulas de MnFe,O, se
obtuvieron mediante el método de microemulsién en micelas inversas en el sistema agua/tolueno. Las muestras fueron
caracterizadas por difraccién de rayos X y microscopia de electrénica de transmisién. La actividad observada para las
nanoparticulas de MnFe,O, resulté ser dependiente tanto del pH como de la concentracién de H,O,.

Abstract. The intrinsic peroxidase-like activity of MnFe,0, magnetic nanoparticles (27,5 nm), using three differents
substrates and peroxidase enzyme, was studied. The magnetic MnFe,O, nanoparticles were prepared by the reverse mi-
celle method. The size distribution of these NPs was characterized from X-ray diffraction and transmission electron mi-
croscopy data. The observed peroxidase-like activity of MnFe,O4 nanoparticles was found to be dependent on the used
pH and the H,O, concentration.

Palabras clave. Chemical synthesis nanofabrication 81.16.Be, Electron microscopy in observations of crystal defects,

61.72.Ff, Powder diffraction x-ray, 61.05.cp

1 Introducciodn

Dentro de los diferentes tipos de nanomateriales, las na-
noparticulas (NPs) magnéticas presentan una atencidn
especial, debido a sus aplicaciones en Biomedicina como
agentes de contraste en Imagenologia por Resonancia
Magnética (MRI)', en técnicas de separacién de molécu-
las* y en la muerte por hipertermia de células tumorales’
asi como otras aplicaciones potenciales.”

Por lo general se considera que las nanoparticulas de
oxidos de hierro son quimica y biolégicamente inertes,
lo que constituye una de las razones por las que son em-
pleadas en imagenologia y técnicas de separaciéon. Por
tal motivo se ha hecho necesario recubrirlas con metales
cataliticamente activos o conjugarlas con enzimas para

combinar sus propiedades magnéticas con la actividad
del metal o la enzima, de manera que se obtengan nano-
conjugados bifuncionales.” Recientemente un grupo de
investigadores de la universidad de Tokio, demostré que
las nanoparticulas de Fe;O,4 presentan actividad peroxi-
dasa intrinseca.

Las enzimas peroxidasas catalizan reacciones bisus-
trato de cardcter redox, utilizando un peréxido como
oxidante, y un segundo sustrato de caracteristica reducto-
ras que es oxidado por el peréxido.” En vegetales es de
destacar a la peroxidasa de rdbano (horseradish peroxi-
dase, HRP), que es ampliamente usada en técnicas in-
munoquimicas € inmunoensayos para el diagnéstico cli-
nico, debido a su facilidad de conjugacién con anticuer-
pos y a su sencillez para detectarla por métodos colori-
métricos y fluorimétricos.®
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La obtencién de sistemas que mimetizan la actividad en-
zimatica resulta de gran interés en Bioquimica Clinica,
debido al elevado costo de produccién y la poca estabili-
dad de las enzimas.

En esta contribucién se reportan los resultados de un
estudio orientado a evaluar la actividad peroxidasa de
NPs de MnFe,0O, sin ningiin tratamiento previo de fun-
cionalizacién.

2 Parte experimental

Las NPs de MnFe,0, a estudiar se obtuvieron emplean-
do el método de microemulsién en micelas inversas en el
sistema agua/tolueno, seglin un procedimiento ya descri-
to.” Las muestras obtenidas se caracterizaron mediante
difraccién de rayos X (DRX) y microscopia electrénica
de transmisiéon (MET). Los patrones de DRX se regis-
traron con radiacién CuKy en un equipo D8 Advance
(Bruker) con monocromador secundario. Las imigenes
de MET se obtuvieron con un microscopio JEOL 4000-
EX operado a 400 kV. Sobre rejillas de Cu de 200 mesh
recubiertas de una fina capa de grafito se deposité una
suspension de las NPs a estudiar. El mismo equipamien-
to y condiciones experimentales fueron usados para ob-
tener los patrones de difraccién de electrones de deter-
minada drea seleccionada.

Para el andlisis de la actividad se usaron 3 sustratos
diferentes de la enzima:

e diazoaminobenceno (DAB) en buffer 0,05 M Tris-
HCI, 0,15 M NaCl, pH 7.5

e o-fenilendiamina (OPD) en buffer de Na,HPO,
-12H,0 0,2 mol/L y 0,1 mol/L de 4cido citrico

e 335,5 tetrametilbencidina (TMB) en NaAc 0,2 M y
pH 3,5.

Se usaron 20 pg de NPs, en 500uL de buffer, con 800
uM de sustrato y la concentracién de H,O, fue 530 mM
La reaccién se detuvo con H,SO,4 2 mol/L, y se registrd
la absorbancia a 492 nm para el OPD y a 452 nm para el
TMB. Todos los reactivos empleados son de Sigma, gra-
do analitico.

3 Resultados y discusiéon

La figura 1 muestra el patrén de DRX caracteristico de
las muestras de MnFe,0O,4 cuya actividad peroxidasa fue
evaluada. Ese patrén corresponde a la celda unitaria cu-
bica centrada en las caras (fcc), propia de la estructura de
espinela en la cual cristaliza esta ferrita. A partir del se-
mi-ancho de los picos a su semi-altura y empleando la
formula de Scherrer '° se pudo estimar que el tamafio de
cristalita era de unos 27.5 nm.

En la figura 2 aparece una imagen tipica de MET de
este sistema de particulas donde se pueden distinguir con
claridad sus planos atémicos. La asignacién de esas
imdgenes al material estudiado se realiz con ayuda del
patrén de difraccion de electrones de drea seleccionada,
el cual corresponde a la misma fase cubica identificada
por DRX. De acuerdo a las imidgenes de TEM las mues-

tras se componen de una distribucidn de particulas de va-
rios tamafios donde el valor de 27.5 nm, estimado por
DRX se encuentra por debajo del valor medio.

=
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Figura 1. Ajuste final del perfil total de DRX por el método
de Le Bail para nanoparticulas de MnFe,O,4. El tamaifio esti-
mado por la férmula de Scherrer fue de 27,5 nm.

Figura 2. Micrografia de
microscopia electrénica de
transmisién de nanocrista-
les de MnFe,O, corres-
pondiente a una red ctbica
centrada en las caras (fcc).
Insertado se muestra la
transformada rdpida de
Fourier (FFT) de la ima-
gen de alta resolucion a lo
largo del eje de zona
[013], el cual corresponde
a una red cubica centrada
en las caras (fcc).

Las NPs de MnFe,0, estudiadas presentaron actividad
peroxidasa, catalizando la oxidacién de los 3 sustratos
estudiados. En la figura 3 se muestran los mismos cam-
bios que se producen en la coloracion de cada reaccion si
se empleara la enzima HRP, en dependencia del sustrato
oxidado.’

2XHHH0,—> 2X+2H,0

. - b
i 1 2 v 3
MnFe,0, DAB TMB OPD

Figura 3. La enzima peroxidasa cataliza la oxidacion de un
amplio nimero de sustratos orgdnicos e inorganicos, utilizando
el poder oxidante del peréxido de hidrégeno. (1: Reaccién
con DAB; 2: reaccién con TMB; 3: reaccion con OPD).

Los resultados obtenidos con las NPs de ferrita de
manganeso concuerdan con los reportados para la mag-
netita.® Casi todas las enzimas peroxidasas son hemo-
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proteinas con una proporfirina IX férrica como grupo
prostético. Sin embargo existen otros tipos de peroxida-
sas que también contienen en su centros activos selenio
(glutatién peroxidasa) y manganeso (manganeso peroxi-
dasa).” Igualmente, los sistemas miméticos de las pe-
roxidasas presentan iones Fe** ¢ Fe’* en sus centros de
reaccion, y es bien conocido el reactivo de Fenton, que
consiste en una disolucién de iones Fe**/Fe** que catali-
za la degradacién del peréxido de hidrégeno y es am-
pliamente usado para el tratamiento de aguas residua-
les."

La oxidacién del TMB catalizada por la enzima y en
presencia de H,O, produce una reaccién de color azul
con un maximo de absorbancia a 652 nm.'* Al igual que
la actividad enzimatica, esta reaccién es detenida con
H,SOy, y el producto se torna amarillento con un maximo
de absorbancia a 450 nm. En la figura 4 se muestra la
actividad peroxidasa de las NPs de MnFe,O,, en el tiem-
po, sin detener la reaccién con 4cido sulfiirico y usando
el TMB como sustrato. El comportamiento es similar
que el de las NPs de Fe;0, del estudio primario, al no ser
detenida, la reaccion continua ocurriendo, oxidandose el
TMB.°

En el caso de la enzima HRP, podemos plantear un
mecanismo catalitico general que transcurre a través de
la formacién de un intermediario de la enzima formado
por un ion oxiferrilo (Fe*=0) y un radical libre porfiri-
nico de tipo 7 (P™*), donde el Fe** del grupo hemo es oxi-
dado por el H,O,, (que se reduce a H,0), tras lo cual la
forma oxidada de la enzima se reduce a la forma nativa
mediante dos procesos consecutivos de transferencia
electrénica con dos moléculas del sustrato reductor. '
Nuestro sistema (ferrita de manganeso) tiene hierro en
forma Fe®* por lo que es de esperar que la actividad de
las NPs ocurre mediante la oxidacién de los d4tomos su-
perficiales de esta especie en presencia del H,O,. De tal
forma que el sustrato orgianico (TMB, OPD, DAB) cede
sus electrones y queda en su forma oxidada, lo que pro-
duce un cambio de coloracion.

Para estudiar la influencia del pH y de la concentra-
cién de H,O, en la actividad de las NPs magnéticas, se
usaron como sustratos el TMB y el OPD. Para esto se
hicieron mediciones de absorbancia a diferentes pH (en-
tre 1 y 11) y para diferentes valores de concentracion de
H,0, (entre 0,1 y 2,0 mol/L). Enla Fig. 5 se muestran
los resultados para el TMB. El valor éptimo de pH para
el caso del TMB fue aproximadamente 7.3 (fig. 5a), un
resultado diferente al que se obtiene con OPD, donde la
mayor actividad peroxidasa se alcanza alrededor de pH
5, para cada concentracién de H,O, estudiada.

A medida que se incrementa la concentracién de pe-
roxido de hidrégeno, la actividad peroxidasa de las NPs
de MnFe,0, aumenta hasta un valor determinado (0,4
mol/L) en el cual la actividad se mantiene relativamente
constante. Si se continda aumentando la concentracién
de H,0,, la actividad peroxidasa se inhibe (Fig 5b). En
el caso del estudio con OPD este valor limite fue mayor,
0,8 mol/L.

Este comportamiento es similar al de la enzima HRP

y al de las NPs de Fe;0,, segin lo reportado por Gao y
col.’ pero en ambos nanomateriales el valor de concen-
tracién de peréxido al cual se alcanza la mayor actividad
es superior al que se requiere con la enzima. Esto puede
deberse a que en la enzima sélo hay un grupo Fe en con-
traste con las NPs, donde el nimero de atomos en la su-
perficie es mayor.
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Figura 4. Actividad peroxidasa de las nanoparticulas de ferri-
ta de manganeso en el tiempo. El maximo valor de la curva
fue tomado como el 100% de actividad.
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Figura 5. Influencia del pH y la ¢ (H,0,) en la actividad pe-
roxidasa usando como sustrato el TMB. a. El valor de pH 6p-
timo encontrado para el andlisis con TMB fue de 7,3. b. La
actividad peroxidasa se incrementa con el aumento de la con-
centracién de H,0,."”
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4 Conclusiones

Las nanoparticulas de MnFe,O, muestran actividad pe-
roxidasa intrinseca frente a varios sustratos de la enzima
HRP. Esta actividad depende del pH y de la concentra-
cién de H,O,. Es recomendable seguir estudiando la ac-
tividad peroxidasa de estas NPs magnéticas funcionali-
zadas y conjugadas con anticuerpos, con el propdsito de
poder aplicarlas en inmunoensayos.
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Sumario. Se presenta un estudio experimental de las propiedades magnéticas de muestras superconductoras del sistema
(Bi,Pb),Sr,Ca,Cuyg,y, (Bi-2223). Las muestras fueron obtenidas mediante la molienda mecdnica de alta energfa de los
polvos sinterizados, para diferentes tiempos de molida entre 120 — 240 min. A través de la difraccién de rayos — X fue
posible verificar que la fase mayoritaria presente en las muestras es la Bi-2223 y que aparece un ensanchamiento de los
picos de esta fase con el aumento del tiempo de molida. Una estimacién preliminar, utilizando la férmula de Scherrer,
revel6 que, en promedio, el tamafio de los granos se encuentre en el rango entre 31 y 17 nm. El andlisis de las curvas de
susceptibilidad magnética en funcién de la temperatura, ¥(7) mostré cambios cualitativos y cuantitativos apreciables en-
tre las muestras con diferente tiempo de molida. Para temperaturas inferiores a cierto valor, 7,4 las curvas presentan un
comportamiento de tipo paramagnético (¥ ~ 1/7), el cual es interpretado como una manifestacién de un efecto de pari-
dad, previsto tedricamente en granos con niimero impar de electrones.

Abstract. We have present an experimental study on the magnetic properties of (Bi,Pb),Sr,Ca,Cuyq,, (Bi-2223) ce-
ramic samples obtained by using the ball-milling method. After the last heat treatment, the resulting material, were ball-
milled from 120 to 240 minutes. The compositions of the obtained samples are very similar as inferred from the X-ray
diffraction pattern. It was found that all the indexed reflection is related to the Bi-2223 phase. We have also found an in-
crease in the width of peaks, at half the maximum intensity, with increasing the milling time. By using the Scherrer for-
mula we were able to estimate de mean size of grains in the samples yielding in the range between 31 to 17 nm. The
analysis of the magnetic susceptibility as a function of temperature, }(7), revealed appreciable qualitative and quantita-
tive changes between experimental curves. For temperature below a certain temperature, 7,4 the experimental data
show a paramagnetic behavior (y ~ 1/T), which is interpreted by considering a parity effect associated with the number
of electrons within the superconducting grains.

Palabras clave. Bismuth-based high-Tc superconductors 74.72.Hs, superconductivity in disordered solids 74.81.Bd,
Magnetic properties of superconductors 74.25.Ha.

1 Introduccion sobre las propiedades superconductoras es un tema que
comenzd a ganar interés a partir del afio 1959. P. W. An-

Los estudios referidos al efecto del tamafio de particula derson se cuestionaba en aquel entonces cudl era el ta-
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mafio de particula minimo para que desapareciese la su-
perconductividad.' El sostuvo la opinién que cuando el
espaciado medio de los niveles accesibles por los elec-
trones (0) fuese del orden de la energia de condensacién
superconductora definida por la teoria BCS (A() enton-
ces, la superconductividad tenia que desaparecer. El pro-
blema de Anderson, desde el punto de vista tedrico, re-
sultaba determinar el limite de validez de la teoria BCS.>

La cuestién anterior generd un gran niimero de traba-
jos tedricos en los afios 70.>* En particular en la Ref. [4]
se presenta un interesante estudio sobre la termodindmi-
ca de particulas metdlicas pequefias, encontrdndose que,
en este tipo de sistemas, los efectos de las fluctuaciones
son marcados, o sea, el ancho de la transicion se ensan-
cha apreciablemente hasta desaparecer cualquier vestigio
de superconductividad.

Gracias al reciente desarrollo de técnicas de nanofa-
bricacién; Ralph, Black, y Tinkham (RBT),5 en 1995,
revivieron el interés en el estudio del problema inicial-
mente propuesto por Anderson. Sin embargo el enfoque
en este trabajo fue eminentemente practico pues fue fa-
bricado lo que pudiera llamarse un nanotransistor. En el
dispositivo RBT fue grabado un orificio de didmetro 10
nm en una membrana aislante de Si;N,; A través del
mismo fue posible crear una pequefia juntura en la que
dos superficies de aluminio se interconectan mediante
una particula o grano de aluminio de aproximadamente 1
nm de espesor. Las dos superficies de aluminio funcio-
nan en este caso como electrodos a través de los cuales
es posible conectar el sistema a una fuente de voltaje y
estudiar asi la caracteristica corriente — voltaje (I-V) del
mismo.

La caracteristica I-V del dispositivo RBT muestra re-
sultados asombrosos: (i) el bloqueo de la corriente o
Coulomb blockade y (ii) el escalonamiento o Coulomb
staircase. Se habla de bloqueo cuando no hay paso de
corriente a través de la juntura. Resulta que, producto de
la baja capacidad eléctrica de la particula de aluminio, la
energia necesaria para introducir o extraer un electrén de
enesta es muy alta. De ahi que, en la curva /-V, veremos
una regién de corriente cero y constante en un intervalo
de voltaje cercano a cero. Una vez que el voltaje necesa-
rio para vencer la energia de carga de la particula de
aluminio es alcanzado, la corriente comienza a fluir a
través de la juntura. Por su parte, los saltos en la curva I-
V estdn asociados al paso de electrones, uno a uno, a tra-
vés de la particula de aluminio.

Otro efecto de particular interés en este tipo de dispo-
sitivos se observa si la particula es superconductora.™®
De igual forma el comportamiento de la curva /-V refle-
ja el caracter discreto de los niveles de energia dentro del
grano. En presencia de un campo magnético externo, el
comportamiento de la caracteristica de voltaje — corrien-
te del dispositivo RBT depende de si el nimero de elec-
trones en la particula o grano es par o impar, lo cual se
conoce como efecto de paridad.>®

Llegado el momento, resulta importante definir qué se
entiende por particula o grano pequefio. Al disminuir el
tamafio de la particula, su nimero de electrones dismi-

nuye de igual forma, lo cual hace que la estructura de
bandas del material sea “sustituida” por un conjunto dis-
creto de niveles de energia.” En este ejemplo, el término
“particula pequefia” se refiere a cuando el espaciado me-
dio de los niveles energéticos, 6, es comparable, por
ejemplo, con la energia térmica, kpT; o la de Zeeman,
gusH.? especificamente en particulas superconductoras
se refiere ala condicién 6 ~ Ao.g

Es importante sefialar que en casi todos los trabajos
mencionados anteriormente, se realizan analisis tedricos
de los posibles efectos de tamafio sobre las propiedades
superconductoras en granos metilicos.” Un andlisis
muy interesante, para el caso de granos superconductores
puede encontrarse en la Ref. [8]. Di Lorenzo y colabora-
dores sugieren que, a través de mediciones de susceptibi-
lidad magnética, es posible detectar efectos de paridad
en granos superconductores pequefios.

A continuacién presentamos un estudio experimental
preliminar de las propiedades magnéticas de muestras
superconductoras del sistema Bi; ¢5Pb(355r,Ca;Cuz0 g4y,
obtenidas mediante la molienda mecdnica de alta ener-
gia. De manera complementaria, fue estudiada la compo-
sicion de fases de las mismas a través de la difraccion de
rayos — X. La contribucién fundamental del trabajo esta
en la obtencidn y caracterizacién magnética de particulas
superconductoras pequefias. Es necesario aclarar que
hemos preferido utilizar el término particula pequeiia
(small particle) y no el de “nanoparticula”, pues el pri-
mero es el término histéricamente utilizado en este tipo
de estudios.

Tabla I
Algunos parametros de las muestras estudiadas en este traba-
jo: ty es el tiempo de molida, L, es el tamafio medio de los
granos, Ty es la temperatura donde la curva de susceptibili-
dad tiene un minimo, y /A, es la razon entre el espaciado
medio de los niveles accesibles por electrones y la energia
de condensacion superconductora, respectivamente.

Muestra ¢, (min) L, (mm) T, (K) o/Ag
EMH150 150 31 25 0.02
EMH164 164 29 35 0.07
EMH179 179 26 45 0.15
EMH210 210 17 92 0.50

2 Procedimiento experimental

Las muestras con composicion de  partida

Bi 65Pbyg 3551,Ca,Cu30y,y fueron preparadas mediante el
método ceramico tradicional.” En este caso se pesaron en
proporciones adecuadas y se mezclaron 6xidos y carbo-
natos de los siguientes compuestos quimicos: BiyOs,
PbO, SrCO;, CaCOj3, CuO; todos con un 99.99 % de pu-
reza. Luego de mezclar los polvos, estos fueron tratados
térmicamente a 750 0C, por 40 horas, en aire. El material
resultante se molié en un mortero dgata durante aproxi-
madamente 15 minutos, luego se compacté a una presion
uniaxial de 253 MPa, se calciné a 800 °C durante 40
horas en aire y después, fue molido nuevamente. Este
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polvo fue compactado nuevamente a 253 MPa vy sinteri-
zado tres veces a 845 °C, durante 40 horas, con pasos in-
termedios de enfriamiento, molida y compactacién
uniaxial a 253 MPa.

Finalmente, las pastillas obtenidas fueron nuevamente
molidas, primero en un mortero dgata durante 15 minu-
tos y luego, el polvo obtenido se trituré en un molino de
alta energia FRITSCH Planetary Ball Mill pulverisette
5. Cada cierto tiempo, t,, fue extraida una muestra de
polvo para su andlisis (ver Tabla I).

El andlisis de la composicion de fase se realizé a tra-
vés de la difraccion de rayos X en muestras en forma de
polvo. Las mediciones se llevaron a cabo utilizando un
difractémetro Bruker - AXS D8, variando 26 entre 3 y
80 grados, con un paso angular de 0.05° y un tiempo de
exposicién de 5 segundos.

Con el objetivo de estudiar el comportamiento magné-
tico de las muestras, en forma de polvo, se realizaron
mediciones de magnetizacién como funcién de la tempe-
ratura, M(T), en un SQUID modelo XL-2000 (Quantum
Design). Para este tipo de mediciones, la muestra prime-
ramente se enfrié en ausencia de campo magnético ex-
terno (B,) hasta una temperatura de 5 K. Al alcanzarse
ese valor, se aplicé un campo magnético de 50 Oe y a
partir de aqui los datos de magnetizacién fueron tomados
durante el calentamiento de la muestra hasta los 300 K
(Curva Zero Field Cooled (ZFC)).

3 Resultados y discusion

La figura 1 muestra los patrones de rayos X de las mues-
tras EMH150, EMH164, EMH179 y EMH210, en el in-
tervalo 20 < 20 <40 grados. A modo de comparacién se
incluyd el patrén obtenido para el polvo antes de iniciar
la trituracién en el molino de alta energia.

Los resultados indican que la composicién de fase en
todos los casos es muy similar, correspondiendo mayori-
tariamente a la fase Bi-2223, lo cual puede verificarse a
través de los indices de Miller indicados en el panel (a).
Todos ellos estdn referidos a la mencionada fase segin
lo reportado en la Ref. [9]. N6tese ademds que, al au-
mentar el tiempo de molida de los polvos, los picos de
los patrones correspondientes a la fase Bi-2223 comien-
zan a ensancharse. Se encontré que, para tiempos mayo-
res de 210 minutos, las muestras estaban completamente
amorfizadas.

Una determinacion preliminar del tamafio de los gra-
nos, L,, mediante la férmula de Scherrer' indica que se
encuentran en el rango entre 31 nm y 17 nm (ver Tabla
I). Es justo reconocer que una estimacidon mds precisa del
tamafio o distribucién de tamafios de los granos debe
hacerse a través de un andlisis de microscopia electréni-
ca, los cuales estan siendo realizados actualmente.

En la Fig. 2 se exhiben las curvas y(7T)/3(300 K),
normalizadas respecto al valor de susceptibilidad magné-
tica en T = 300 K, de las muestras EMH150, EMH164,
EMH179, y EMH210 en el caso ZFC. Debemos destacar
que todas las curvas pasan al estado superconductor para

temperaturas inferiores a T, ~ 106 K, la cual es cercana

a la temperatura de transicion al estado superconductor
de 1a fase Bi-2223 (~ 110 K).
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En el caso de las muestras EMH150, EMHI164 y
EMHI179, el comportamiento es cualitativamente simi-
lar. Para temperaturas inferiores a 106 K, la susceptibili-
dad disminuye siguiendo un tipico comportamiento dia-
magnético hasta alcanzar un minimo para T = T, Para
valores de temperatura inferiores a 7,5 aparece un com-
portamiento paramagnético en todas las curvas. A dife-
rencia de las curvas pertenecientes a las muestras
EMHI150 y EMH169, el comportamiento paramagnético
de la muestra EMH179 comienza exhibiendo valores po-
sitivos y pasa a la zona diamagnética para 7~ 20 K. La
muestra EMH210 presenta un comportamiento para-
magnético en todo el rango de temperaturas, no obser-
vandose ninguna sefial superconductora en la misma.

Los resultados mostrados anteriormente indican que el
comportamiento superconductor de los granos que con-
forman nuestras muestras es muy similar, lo que puede
ser atribuido a que éstas poseen la misma composicién
quimica, tal y como fuera destacado en el andlisis de los
patrones de rayos X. De dicha conclusién es posible in-
ferir que la diferencia fundamental entre las muestras es-
tudiadas debe radicar, 16gicamente, en cambios en la dis-
tribucién de tamafios de los granos que las componen
con el aumento del tiempo de molida.

De acuerdo a lo descrito en la Ref. [8], el comporta-
miento de la susceptibilidad magnética en funcién de la
temperatura de un grano superconductor pequefio (& ~
Ay) esta fuertemente influenciado por el niimero de elec-
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trones, N. En este tipo de muestras formadas por granos
aislados tenemos que N es constante, de ahi que se ten-
dréan diferentes comportamientos en los casos que N sea
par o impar. Los efectos de paridad se manifiestan para
temperaturas inferiores a cierta temperatura, 7,5 dada
por la relacién: %

A,
k, In(+/87A, / &)

donde kg es la constante de Boltzmann; A ( ~ kgT.), es la
energia de condensacién superconductora; y 0, es el es-
paciado medio de los niveles accesibles por los electro-
nes. De esta forma, si N es impar, tendremos un electrén
sin parear que contribuird, en presencia de campo mag-
nético de forma paramagnética (y ~ 1/7).

Légicamente, en las muestras estudiadas en este traba-
jo existe una distribucién de tamafios de grano. Todo pa-
rece indicar que los de mayor tamaiio, del orden de las
micras, son los responsables de la sefial diamagnética
observada entre T, y T,y (ver Fig. 2). Para temperaturas
cercanas y menores que 7,5 comienzan a manifestarse
los efectos de paridad. Granos con nimero par contribu-
yen de forma exponencial a la susceptibilidad aunque, de
acuerdo a lo observado en la Fig. 2, esta es despreciable
al lado del comportamiento paramagnético.

1
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ey
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A partir de los valores de 7,4 reportados en la Tabla I,
es posible estimar la razén &/A,, mediante la ecuacién
(1), y los resultados obtenidos son presentados igualmen-
te en la mencionada tabla. Nétese que en todos los casos
O < A¢. Amerita recalcar que los valores de 8/A( corres-
ponden a valores medios. En la muestra EMH210 se
prevé que o sea del orden de A pues el comportamiento
en todo el rango de temperaturas es del tipo paramagné-
tico.® Sin embargo, una determinacién adecuada de la
distribucién de tamafios de granos de las muestras, per-
mitiria estudiar de forma mds precisa los aportes de cada
rango de tamafios a la susceptibilidad.

Por otro lado, la Fig. 3 muestra el comportamiento de
la razén 6/A en funcién del volumen medio de los gra-
nos, V,. Aqui, para simplificar hemos considerado granos
esféricos. De lo reportado en las Refs. [4, 6] se tiene que
d ~ 1/N(0)V,, donde N(0) es la densidad de estados. Por

lo tanto, el resultado mostrado en la Fig. 3, aunque pre-
liminar, indica que el comportamiento cualitativo de la
curva es adecuado.

3 Conclusiones

Basandonos en los resultados obtenidos anteriormente
puede concluir que: (i) utilizando molinos de alta energia
es posible obtener granos superconductores pequefios,
(i1) los patrones de rayos — X muestran un ensancha-
miento progresivo de las distintas reflexiones con el au-
mento del tiempo de molida y (iii) las mediciones de
susceptibilidad magnética como funcién de la temperatu-
ra confirman que este tipo de medida resulta adecuada
para “detectar” efectos de paridad en granos supercon-
ductores de pequefio tamafio. De las mediciones de sus-
ceptibilidad magnética es posible determinar el espacia-
do medio de los niveles accesibles por los electrones, 6.
Una determinacién mdas precisa de la distribucion del
tamafio de los granos permitiré realizar un estudio cuan-
titativo mas preciso de la influencia del tamafio sobre las
propiedades superconductoras para este tipo de sistemas.
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Sumario. El estudio de muestras representativas de dos yacimientos de clinoptilolita natural ha demostrado que la mor-
fologia de los cristales, produce una influencia significativa en el proceso de intercambio i6nico de la zeolita. Los para-
metros cinéticos determinados para el intercambio del amonio a temperatura ambiente y 100°C son diferentes. La ener-
gia de activacién del proceso de intercambio es 14.1 KJ.mol'cuando el amonio fue intercambiado en la muestra repre-
sentativa del mineral de un pozo de perforaciéon (0 — 30 m), mientras que la energia del mismo proceso es alrededor de 3
KJ.mol'' para una muestra representativa de la zona de intemperismo (0 — 7 m). Los parametros cinéticos del intercam-
bio de Ni** y Co* varian entre las muestras de dos yacimientos aiin cuando ellas hayan sido extraidas de similares perfi-
les, debido a la morfologia de los cristales.

Abstract. The study of representative samples from two natural clinoptilolite deposits has shown that the morphology
of the crystal, produces a significant influence on the ion exchange process of the zeolite. The determined kinetic pa-
rameters of the ammonium exchange at room temperature and 100° C are different. The activation energy of the ex-
change process is 14.1 KJ.mol! when the ammonium was exchanged in the sample representative of the mineral from a
drill hole (0 - 30 meters), while the energy of the same process is about 3 KJ.mol'' for a sample representative of the
weathered horizon (0 - 7 meters). The kinetic parameters of the exchange of Ni** and Co*" are different for the samples
from both deposits even when the samples were extracted from similar section, as a consequence of the crystal mor-

phology.

Palabras clave. Reactions in zeolites 82.33, Absorption spectroscopy in chemical analysis 82.80.Dx, x-ray diffraction
and scattering methods 61.05.C-, x-ray powder diffraction 61.05 cp

1 Introduccion

La obtencién de un nuevo material zeolitico nanoestruc-
turado demanda de una materia prima zeolitica homogé-
nea y que pueda disponerse de ella en cada momento que
se necesite elaborar el producto. Quizas la principal difi-
cultad de las zeolitas naturales es obtener una muestra
representativa de todo el yacimiento. Los especialistas en
zeolitas naturales conocen este handicap y han buscado
soluciones. Disponer de tal muestra permitiria realizar un

estudio minucioso de caracterizacién de las propiedades
fisicas y quimicas, que permita el disefio y desarrollo de
materiales y productos empleando una materia prima
Unica, con resultados altamente reproducibles y utiliza-
ciones confiables.

Las zeolitas poseen cavidades que se utilizan como
“nanoreactores” para la produccién y soporte de nano-
materiales pues poseen dimensiones del orden de nané-
metros. Estas cavidades estan bien definidas, bien orde-
nadas y conectadas formando canales. El acceso a esas
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cavidades se tiene a través de ventanas que permiten el
transporte de los reactantes necesarios para obtener las
nanoparticulas. Las dimensiones de las cavidades zeoli-
ticas limitan el crecimiento de las nanoparticulas .

Empleando la clinoptilolita natural del yacimiento Ta-
sajeras B. Concepcién et al.> han obtenido nanoparticu-
las de plata con propiedades microbicidas para su em-
pleo en el desarrollo de medicamentos. Los autores tu-
vieron que estudiar detenidamente el informe geoldgico
del yacimiento para encontrar una muestra que reuniera
no solo las caracteristicas de materia prima con la homo-
geneidad requerida en cuanto a propiedades fisico-
quimicas y composicién de fases minerales, sino que
también fuera apta para la industria farmacéutica.

En términos geolégicos se habla de extraer de la ma-
nifestacién una muestra tecnoldgica representativa, con
un volumen que puede oscilar entre algunas toneladas y
cientos de toneladas, para realizar los estudios de carac-
terizacion y posibles usos. En términos mineros se habla
de extraer el mineral con una ley o contenido de la fase
mineral o metal representativo. Todos los especialistas y
en especial los ingenieros metaliirgicos saben que para
conformar tal muestra se requiere de una extraccion del
mineral que represente el yacimiento. Esa masa del mi-
neral se homogeniza de forma exhaustiva previo al pro-
cesamiento metaldrgico.

La tarea de obtener una muestra representativa de un
yacimiento de zeolita natural es dificil debido a la varia-
bilidad en la composicién de fases minerales zeoliticas y
no zeoliticas, y la composicién elemental en particular
de los cationes intercambiables. Las variaciones mas pe-
quefias determinan significativamente las propiedades de
la zeolita. Un estudio como el presente con fines de apli-
cacién industrial requiere de reservas del mineral que
posibiliten producir una muestra lo mis homogénea po-
sible en sus propiedades fisicas y quimicas.

El reporte del estudio geoldgico detallado del yaci-
miento, permite determinar el sector de donde conformar
la muestra tecnoldgica y la forma de hacerlo. Una de las
formas es utilizar las muestras del mineral extraidas de
un dnico pozo geoldgico a diferentes profundidades. La
otra manera emplea las muestras de varios pozos proxi-
mos tomadas hasta una misma profundidad. Ambas for-
mas deben asegurar una reserva importante del mineral.

E.M. Gonzilez et al.’ evaluaron los reportes de los es-
tudios geoldgicos de los yacimientos de zeolitas natura-
les Castilla, Tasajeras, Las Pulgas y Caimanes de Cuba.
Los autores observaron una regularidad: “no existen
marcadas diferencias entre las rocas intemperizadas y las
mejor conservadas” ... “la mayoria de los yacimientos
del pais tienen mayor contenido de cationes de calcio
con relacién al sodio en la zona de intemperismo, pero
esto ocurre hasta unos 4 metros de profundidad aproxi-
madamente, a partir de aqui se observa un aumento brus-
co del contenido de sodio y por consiguiente igual dis-
minucién de los contenidos de calcio intercambiable”.

La primera variante es la menos empleada porque li-
mita la vida util del yacimiento, sin embargo, su empleo
garantiza una calidad 6ptima del mineral pues su extrac-

cién es practicamente puntual. Usualmente la muestra
tecnolégica de un yacimiento de zeolitas se conforma
utilizando la segunda opcidn, para dar lugar a un proyec-
to de explotacién minera para extraer el mineral en un
sector del yacimiento, de algunas decenas de metros de
largo y ancho, y profundidad manteniendo la calidad del
mineral.

La calidad o ley de un mineral que contenga zeolitas
se expresa por el contenido total de fases zeoliticas o el
contenido de una fase. Sin embar go, la presencia de otras
fases minerales no zeoliticas, la composicién quimica,
los elementos téxicos, la capacidad de intercambio i6ni-
co, las propiedades fisico-mecénicas, etc., son también
consideradas pero en un segundo lugar. Otras caracteris-
ticas como la morfologia de los cristales no se conside-
ran, aun cuando esti bien establecida la relacion directa
entre la forma y dimensiones de los cristales de una zeo-
lita y sus propiedades de intercambio iénico’.

Tabla I
Composicién quimica y de fases minerales de las
cuatro muestras extraidas del pozo No.6

Fases minerales MUESTRA
[%] 64 65 66 67
CLI 77.4 68.5 76.7 82.0
MOR 11.2 17.1 14.3 18.0
Total zeolita 88.6 85.6 91.0 100.0
Otras fases C C Q CQ C, Q,F
Analisis quimico
[% en peso]
SiO, 66.19 | 65.55 64.66 64026
AL O3 11.70 11.34 11.61 12.14
Fe, 04 2.26 1.79 2.11 2.24
FeO 0.25 0.39 0.25 0.57
MgO 0.64 0.49 0.51 0.67
CaO 4.48 3.68 3.14 3.67
Na,O 1.52 3.37 1.98 3.77
K,0 1.31 1.39 1.71 1.30
H,O 11.65 12.00 14.03 11.38

CLI = clinoptilolita MOR = mordenita C = calcita
Q =cuarzo F = feldespato

G. Rodriguez-Fuentes ef al.* estudiaron la relacién en-
tre la morfologia de los cristales de clinoptilolita CLI y
heulandita HEU, de al menos 6 yacimientos de zeolitas
naturales cubanas, con su composicién de cationes natu-
rales. Los autores emplearon la microscopia electrénica
de barrido SEM y el microandlisis de energias dispersa-
das EDS de Rayos X. La presencia natural de un conte-
nido mayor de calcio qued6 relacionada con el habito ta-
bular de estas dos zeolitas, mientras que el habito de lis-
tones aparecia relacionado con un contenido de sodio re-
lativo mayor, quedando el hdbito lamelar para un mayor
contenido de potasio. Esta relacién se habia establecido
para las zeolitas sintéticas.

Esta relacién directa entre morfologia de la CLI-HEU
y su composicién natural de cationes de compensacion,
debe también manifestarse en su comportamiento duran-
te el intercambio i6nico, y determinar la utilidad del mi-
neral en procesos basados en esta propiedad. Durante la
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nano-estructuracion de la zeolita es necesario disponer
de un mismo acceso a las ventanas de los canales por los
iones a incorporar, y de ahi a los sitios de intercambio en
las cavidades dispuestas en cada celda unitaria, lugar
donde se verifica el intercambio y la insercién del nuevo
i6n catién de compensacion de la estructura.

El presente trabajo expone los resultados de la carac-
terizacion de dos muestras tecnoldgicas del yacimiento
Tasajeras, region central de Cuba, preparadas de diferen-
te manera atendiendo a la extraccién del mineral. La
primera muestra fue preparada con el mineral extraido de
un solo pozo de perforacién, aquel donde el mineral te-
nia el mayor contenido en fases zeoliticas. La segunda
con el mineral extraido de un perfil horizontal del yaci-
miento. Ademads, es incluida una muestra tecnoldgica del
yacimiento de Caimanes, localizado en la provincia Hol-
guin de la regién oriental cubana. Se han estudiado las
composiciones quimicas y de fases minerales, las pro-
piedades de intercambio iénico y la morfologia de los
cristalitos de clinoptilolita-heulandita. El objetivo final
es disponer de una materia prima zeolitica homogénea en
todas sus propiedades y que permita su uso en el desarro-
llo de materiales zeoliticos nano-estructurados.

2 Experimental

La muestra tecnolégica CMT-C fue preparada con un
contenido en peso de cada una de las muestras 64, 65,
66 y 67 de roca zeolitica, de acuerdo al grado de repre-
sentatividad de la misma en metros de profundidad del
pozo No.6 del estudio geolégico detallado del Yacimien-
to Tasajeras, provincia de Villa Clara, regién central de
Cuba.

NZ1y NZ II son dos muestras del mineral beneficia-
do segin el procedimiento desarrollado por G. Rodri-
guez-Fuentes et al.’, obtenidas de las muestras tecnolégi-
cas RM I y RM Il respectivamente extraidas en el perfil
hasta 7 metros una vez eliminada la cubierta de rocas in-
temperizadas de los yacimientos Tasajeras y Caimanes
respectivamente. Las formas homoiénicas de amonio de
CMT-C y NZ se obtuvieron mediante tratamiento hidro-
termal con solucién de NH4Cl 1 M, a la temperatura de
100°C renovando la solucién cada 24 horas durante 7 di-
as.

Se determiné la composicién quimica y de fases mi-
nerales de las muestras mediante Espectrometria de Ab-
sorcién Atémica y Difraccién de Rayos X respectiva-
mente. Las propiedades de intercambio i6nico de las
muestras se establecieron en estudios cinéticos de inter-
cambio de iones amonio empleando disoluciones de sa-
les solubles de amonio, niquel y cobalto a concentracio-
nes de 0.15 y 3.0 mol/L, a temperatura ambiente (22°C)
y ebullicién (100°C).

Cortes frescos de rocas del mineral se utilizaron para
el estudio por microscopia electrénica de barrido (SEM).
Las muestras fueron pegadas a los portamuestras para
depositarles una capa de oro previo a la observacién en
un microscopio electrénico JEOL 100 CX con ASID 4D

y sistema Link acoplado para estudios de microanalisis
por dispersion de rayos X EDS.

3 Resultados y discusion

En la Tabla I se presenta la composicién quimica y de
fases minerales de las muestras del mineral zeolitico ex-
traidas a diferentes profundidades. De muestra a muestra
hay una diferencia significativa en el contenido total de
fases zeoliticas. De 1a misma manera puede observarse la
variabilidad en el contenido de hierro, calcio y sodio de
una muestra a otra. Tanto el calcio como el sodio son los
elementos de mayor grado de intercambio en esta zeoli-
ta. Esta inhomogenidad determina una de las principales
dificultades para la utilizacién del mineral.

El estudio por SEM y EDS por MEDRX demostrd
que los cristales de CLI presente en las muestras tenian
una morfologia diferente tabular, listones y lamelar, que
se relacion6 con la composicién catiénica natural.

Figuras 1 y 2. Cristales
de clinoptilolita con mor-
fologia a) (arr.) tabular
que corresponde con alto
contenido de calcio y b)
(ab.) de listones y alto
contenido de sodio. P

Los cristales con mor-
fologia tabular tenian
un contenido en calcio
elevado (Figura 1),
mientras que los cris-
tales con la morfolo-
gia de listones poseian
un contenido relativo
de sodio mayor (Figu-
ra 2). Por otro lado,
pudo observarse que los cristales con morfologia lamelar
tenian un contenido relativo de potasio mayor (Figura
3)*. Esto también ha sido corroborado por los autores
que han logrado obtener por sintesis esta zeolita.

Figura 3. Cristales de
clinoptilolita con
morfologfa lamelar y
alto contenido de po-

tasio. P>

En la Tabla II se presenta la composicion quimica y
de fases minerales de dos muestras de la materia prima
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zeolitica extraidas por encima de los 7 metros de profun-
didad, antes y después del beneficio.

Noétese como el beneficio enriquece el contenido en
clinoptilolita fundamentalmente eliminando una parte
importante de las fases minerales no zeoliticas: calcita,
feldespato, montmorillonita y cuarzo.

El proceso de intercambio i6n amonio (NH,4") con los
cationes naturales presentes en las muestras CMT-C y
NZ transcurre de manera muy diferente. Como se puede
apreciar a la temperatura de 100° C la velocidad de reac-
cibén para la difusion externa se diferencia en dos 6rdenes
de magnitud, siendo superior la muestra CMT-C. Es ob-
vio que la principal causa es la concentracién del amonio
en las disoluciones de intercambio que era de 3 mol/L
para la muestra CMT-C y 0.15 mol/L para la NZ II.

Sin embargo, este efecto no establece ninguna in-
fluencia durante el proceso de difusién interna cuando el
intercambio estd regido por la zeolita, tal y como es el
caso de la CLIL Los datos presentados en las Tablas III y
IV expresan una diferencia significativa para esta etapa
del proceso de intercambio, en los coeficientes de difu-
sién interna efectivo y constante de velocidad para am-
bas muestras para las dos temperaturas de reaccion, y en-
tre ellas mismas. La diferencia estd determinada por la
interdifusién de los iones en los canales de la clinoptilo-
lita, como expresion dltima de la sustitucién en las posi-
ciones catiénicas de los cationes de compensacién por el
amonio.

Como hemos discutido anteriormente la poblacién de
cationes de compensacion es la misma pero su contenido
es muy diferente. Mientras que CMT-C estd compuesta
por muestras de clinoptilolita de diferente contenido en
calcio, potasio y sodio, y cristales de morfologia variada
tabular, listones y lamelar; NZ es una CLI célcica, con
cristales de morfologia tabular.

La diferencia en las energias de activacién del proce-
so determinadas de 14.1 KJ/mol para la muestra CMT-C
y de 3 KJ/mol para la muestra NZ confirman que el pro-
ceso de intercambio i6nico del amonio en la CLI trans-
curre con mayor rapidez en la muestra NZ. La presencia
mayoritaria del i6n calcio como catién de compensacién
y la morfologia tabular de los cristales han favorecido el
proceso. En la CLI presente en la muestra CMT-C la
presencia natural de mds cationes sodio y potasio ademas
de determinar una morfologia de los cristales totalmente
diferente, modifican la interdifusion de los cationes. Esto
sugiere la necesidad de una homogenizacién quimica del
mineral antes de cualquier modificacion y utilizacién, ya
que la homogenizacién de la morfologia de los cristales
solo es posible mediante una extraccién selectiva del mi-
neral.

Intercambio ionico de amonio, niquel y cobalto.
La industria cubana del niquel es una de las mds grandes
del mundo. Dos de las tres plantas en operacién utilizan
el proceso Caron para el procesamiento del mineral late-
ritico. Este proceso estd basado en la lixiviacién del Ni y
Co del mineral empleando licores carbonatoamoniacales
concentrados. Las aguas residuales de estas plantas son

vas cinéticas de gﬁ- R —°
intercambi .
ter 102+ de = o T
Ni™" y Co™ en o
CMT-C. » 5] F
1=
'f‘ . s T T
1 2 3 4

licores carbonatoamoniacales diluidos que contienen
amonio, niquel y cobalto en cantidades importantes.
Desde 1980 ha sido objeto de nuestros estudios el poten-
cial uso de la clinoptilolita natural de varios yacimientos
cubanos®’. Los resultados nos han permitido alcanzar in-
teresantes conclusiones sobre el intercambio de estos io-
nes8 9en materiales desarrollados a partir de esos minera-
les™

Tabla II
Composicién quimica y de fases minerales de las ma-
terias primas zeoliticas I y II, y las correspondientes
muestras de mineral beneficiado I y II

Fases mi- MUESTRA
“‘E‘;"]es RM I RM II NZI NZ I
(4

CLI 53.0 52.0 77.0 85.0
MOR 17.0 15.0 5.0 -
Total 70.0 67.0 82.0 85.0

Otr:'ess fa- " CFMQ CFEMOQ CFEMQ CFEMQ
Analisis quimico
[% en peso]

SiO, 64.27 63.00 66.00 63.20
AL O; 13.72 11.57 10.96 10.13
Fe, 04 2.74 1.87 1.80 3.05

FeO 0.81 0.81 0.50 -
MgO 1.22 0.29 0.9 1.13

CaO 4.96 5.78 4.51 3.92
Na,O 2.21 2.39 0.97 0.93

K,0O 1.19 1.49 1.00 1.42

H,O 8.88 12.80 13.36 16.22

30 ] T T T P
25 4

S

Figura 4. Cur- ] .

tiermpo [horas]

Tabla III
Parametros cinéticos del proceso de difusién externa
del amonio en la CLI

Conc. Tem Velocidad Constante
NH," di- P- reaccion reaccion
Muestra Ay reaccion
solucion [°C] dQ/dt R .
[mol/L] [meq/seg] [seg']
CMT-C 3.0 25 - -
CMT-C 3.0 100 2.14x107% | 2.06x107
NZ II 0.15 25 - -
NZ II 0.15 100 2.95x10* | 3.5x10™

Los parametros cinéticos determinados para el inter-
cambio de amonio y niquel en la clinoptilolita contenida
en la muestra CMT-C del yacimiento Tasajeras muestras
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una diferencia significativa determinados para la mues-
tra beneficiada del yacimiento Caimanes (NZ-C) que es
similar a la observada para la muestra NZ del yacimiento
Tasajeras. En la Tabla V son presentados los pardmetros
determinados para ambas muestras luego de su homoge-
nizacién quimica con amonio. La reaccién de intercam-
bio de los iones niquel es mds rdpida en NZ que en
CMT-C. La razén es la diversidad de cationes a inter-
cambiar en CMT-C y a la morfologia de los cristales de
ambas muestras.

La velocidad de reaccién para la difusién externa del
cobalto también aumenta solo en un orden de magnitud.
Este aumento de la velocidad de reaccién no solo se ob-
serva para el proceso de difusién externa, se observa
también para la difusidn interna, si bien la constante de
velocidad de reaccién aumenta de las muestras CMT-C y
NH,-CMT-C a NH,;-NZ-C, el coeficiente de difusion in-
terna de los cationes se mantiene practicamente constan-
te. Por otra parte, entre ambos cationes se observa una
diferencia significativa en las velocidades de reaccién
para la difusién externa.

La extraccion de los iones niquel y cobalto de los li-
cores carbonatoamoniacales result efectiva, pero una
extraccion selectiva de ellos también fue observada en
las tres muestras. En la Figura 4 se presentan las curvas
cinéticas en las que se observa una mayor selectividad
para el cobalto que para el niquel. Esta selectividad per-
mite la separacién cromatografica de ambos cationes.

Nuevamente la morfologia de los cristales establece
una influencia marcada en el proceso de difusidn externa
entre las muestras CMT-C y las NZ. Barrer'® demostré
tedricamente esa marcada influencia al evaluar las ecua-
ciones de Fick para diferentes modelos de cristales, ob-
teniendo los mejores resultados de ajuste para cristales
con morfologia esférica. Si observamos detenidamente
las morfologias de los cristales de clinoptilolita, la mor-
fologia lamelar responde mis a un modelo bidimensional
de cristales lo que establece una preferencia en un plano
para el intercambio de los cationes, mientras que la mor-
fologia de listones se acerca mis a una geometria lineal.
Ambas establecen direcciones preferenciales al inter-
cambio. Sin embargo, la morfologia tabular es una geo-
metria tridimensional y se acerca mis a una esfera, lo
que no establece preferencia a la aproximacion de los io-
nes a las ventanas de los canales de la zeolita. Estos re-
sultados confirman experimentalmente lo propuesto por
Barrer'’ en su modelo teérico, y que fuera discutido por
Chelishchev'" al trabajar con muestras de zeolitas natu-
rales con variada morfologia y no encontrar una correla-
cion.

De manera que para obtener un material zeolitico na-
no-estructurado empleando una heulandita-clinoptilolita
natural debe seleccionarse el mineral que contiene solo
una morfologia de la zeolita, preferiblemente tabular.

4 Conclusiones

Una muestra conformada con el mineral extraido a dife-

rentes profundidades posee variabilidad en la composi-
cién quimica, la morfologia de los cristales y las caracte-
risticas de la toba. La homogenizacién solo puede reali-
zarse quimicamente para estabilizar la composicién de
los cationes intercambiables.

La muestra conformada con el mineral extraido hasta
una profundidad determinada, solo presenta variabilidad
en la composicion de fases minerales que puede com-
pensarse con una separacién en lecho fluidizado. La
composicién quimica es poco variable y la morfologia de
los cristales es la misma. Esta muestra resulta la mds
cercana a la éptima para el disefio y desarrollo de un ma-
terial zeolitico nano-estructurado.
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Tabla IV
Pardmetros cinéticos de los procesos de difusién in-
terna del amonio en la CLI

+ L] = ~—
= = = E godggm_ SxF
§ 233 Bp AgEsf3isn SE
5] = . ‘2 D @ |71 2 S 8 =
S 88 €T y"z2BE353 55
g - S = = A (SR 5 =
CI\C”' 3.0 25 7.17x10™  1.76x107
M. " 14
c 3.0 100 1.15x10 7.10x10
NZ 11 0.15 25 1.91x10® = 1.7x10™ 3.0
NZ I 0.15 100 2.42x10° | 2.13x10™ ’
Tabla V

Pardametros cinéticos determinados para el intercambio
) 2. . .
de Ni** y Co”™ de licores carbonatoamoniacales
Difusion Externa Difusién Interna

) Y \:‘ 3 s
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CMT-C
Co* | 2.83x10° 0.0266 4.94x10™ | 1.22x107
N | 3.53x10% | 1.77x10° | 250x10" | 6.17x10°
NH,- CMT-C
Co* | 1.13x107 0.0849 4.55x10™ | 1.12x107
Ni&* | 4.13x10®% | 1.85x10° | 2.09x10™ | 5.17x10°
NH;-NZ-C
Co*™ | 0.59x10* | 0.07x10* = 24x10" | 0.24x107
NiZ* | 0.40x10° | 0.26x10°% = 17.9x10™  1.68x107
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Sumario. En un punto cudntico bidimensional con N electrones en la banda de conduccion, confinados lateralmente por
un potencial parabdlico, la teoria de Thomas-Fermi predice que la energia del estado bdsico satisface la rela-

cion: E / (hw) = N 2fgs ( N¥pB ) , donde la constante de acoplamiento, f, es la razén entre las energias caracteristicas de

Coulomb y de oscilador (@) y f, es una funcion universal. Célculos extensivos mediante el método de Interaccién de

Configuraciones son llevados a cabo para obtener las energias y funciones de ondas multielectrénicas del estado base y
las excitaciones intrabandas e interbandas (exciténicas y biexcitonicas) en puntos cudnticos con decenas de electrones.
Verificamos en los sistemas estudiados la prediccién del método de Thomas-Fermi para las energias del estado base.
Adicionalmente, mostramos que el nimero de niveles de energia en los espectros de excitaciones intrabandas e interban-
das sigue una dependencia exponencial simple con la energia de excitacién, cuyo exponente, 1/ , satisface también un
ley de escala d la Thomas-Fermi, G)/ (ha)) = N"g(Nl/A,B ) . Del andlisis de los espectros calculados y basdndonos en ar-

gumentos fisicos formulamos expresiones para las funciones universales f,y g La estructura de la biblioteca numérica

Libgdot, es presentada y descrita en términos de los médulos Fortran 90 que la componen.

Abstract. In a two-dimensional parabolic quantum dot charged with N electrons, Thomas-Fermi theory states that the
ground-state energy satisfies the following non-trivial relation: E / (ha)) ~NY 2fgs ( Nv4ﬂ ) , where the coupling constant,
B, is the ratio between Coulomb and oscillator ( 7@ ) characteristic energies, and f, is a universal function. We perform

extensive Configuration Interaction calculations in order to verify that the exact energies of relatively large quantum dots
approximately satisfy the above relation. In addition, we show that the number of energy levels for intraband and inter-
band (excitonic and biexcitonic) excitations of the dot follows a simple exponential dependence on the excitation en-

ergy, whose exponent, 1/@ , satisfies also an approximate scaling relation a Id Thomas-Fermi, @/ (hw) =N 7g(N‘/ ‘B ) .

We provide an analytic expression for f, , based on two-point Padé approximants, and two-parameter fits for the g

functions. The structure of the numerical library Libgdot, as well as the role of each Fortran 90 module is explained.

Palabras clave. puntos cudnticos 73.21.La, excitaciones electrénicas 73.20.Mf, teorfa y modelacién 73.43.Cd
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1 Introduccion

En la década del 80 el progreso alcanzado en las tecno-
logias de crecimiento de materiales y en el estudio de la
fisica de las heteroestructuras semiconductoras bidimen-
sionales y sus aplicaciones practicas, motiv) en gran par-
te de la comunidad cientifica el estudio de sistemas con
una dimensionalidad aun mds reducida: alambres cudnti-
cos (quantum wires) y puntos cudnticos (quantum dots).
A diferencia de los pozos cudnticos, donde los portado-
res estdn confinados en la direccién de crecimiento y
pueden moverse libremente en un plano, los electrones
en un alambre cudntico estin confinados en dos direc-
ciones espaciales y su movimiento libre es s6lo posible a
lo largo del eje del alambre'. Los puntos cudnticos son,
en efecto, “4tomos artificiales” donde las particulas car-
gadas estdn confinadas en las tres direcciones espaciales
y por tanto, estdn caracterizados por un espectro de ener-
gia completamente discreto”.

Existen diversos métodos para la fabricacién de es-
tas nanoestructuras semiconductoras. Uno de los prime-
ros, el método de ataque quimico, permite obtener arre-
glos de puntos cudnticos a partir de una heteroestructura
semiconductora que contiene un gas electrénico bidi-
mensional mediante la combinacién de técnicas litogra-
ficas de alta resolucién y posteriormente, un ataque qui-
mico llevado a cabo con el uso de soluciones especiales.
Mediante este procedimiento se obtienen muestras alta-
mente homogéneas de puntos con simetria cilindrica y
dimensiones radiales entre 100 y 400 nm.”> Otro método
consiste en la creacién de electrodos microscépicos los
cuales son depositados sobre la superficie de un pozo
cudntico mediante técnicas litograficas. La aplicacién de
voltajes adecuados a estos electrodos produce un campo
eléctrico espacialmente modulado que localiza los elec-
trones dentro de un drea sumamente pequefia®. Es posi-
ble también crear puntos cudnticos en la forma de micro-
cristales semiconductores inmersos en matrices dieléctri-
cas de vidrio’. Durante los tltimos afios se ha demostra-
do que un método ventajoso para la obtencién de arre-
glos ordenados de atomos artificiales, es aquel que utili-
za el fenémeno de la auto-organizacién o auto-
ensamblaje sobre una superficie cristalina. Cuando la
constante de la red del sustrato y el material cristalizado
difieren considerablemente, solos las primeras monoca-
pas cristalizan de forma epitaxial. Cuando cierto espesor
critico es excedido, la aparicion de tensiones significati-
vas en la capa conduce a un rompimiento de la estructura
ordenada y a la creacion espontdnea de islotes distribui-
dos aleatoriamente con formas y tamafios similares. Esta
transicién de fase es conocida como transicién de
Stranski-Krastanow®. Los puntos cudnticos auto-
ensamblados son nanoestructuras considerablemente pe-
quefias. Sus dimensiones tipicas estdn en el orden de 20
nm en la direccién lateral y entre 2 y 5 nm en la direc-
cién de crecimiento’.

Los procedimientos actuales implementados para la

“wz

sintesis de estos “dtomos artificiales” brindan la posibili-

dad de controlar sus dimensiones, su geometria, la es-
tructura de sus niveles de energia asi como el nimero de
particulas confinadas en su interior. En ese sentido estas
nanoestructuras constituyen mini-laboratorios que permi-
ten la evaluacién de métodos y formalismos de la Meca-
nica Cudntica. Por otra parte, sus posibles aplicaciones
tecnoldgicas, han despertado un gran interés. Es conoci-
do que los laseres disefiados sobre la base de puntos
cudnticos muestran caracteristicas superiores en compa-
racién con los ldseres que basan su funcionamiento en
las propiedades 6pticas de los pozos cudnticos®'’. En
las investigaciones en el drea de la denominada compu-
tacién cudntica estos sistemas fisicos han sido estudiados
conel objetivo de disefiar la unidad elemental de memo-
ria (gbit) de un computador cudntico'’.

Numerosos esfuerzos, tanto tedricos como experi-
mentales, se han hecho para la caracterizacion del espec-
tro de excitacion de sistemas multielectrénicos en puntos
cuanticos. Esto dltimo constituye una informacién nece-
saria para las investigaciones bdsicas y la concepcién de
nuevas aplicaciones basadas en estas nanoestructuras.
Existen distintas técnicas Opticas para investigar las exci-
taciones electrénicas en puntos cudnticos. Entre las mdis
usadas podemos mencionar la fotoluminiscencia (PL)?,
experimentos de absorcién intrabanda'®, interbanda'®,
absorcién de dos fotones', la espectroscopia Raman®,
entre otras. Por otra parte, la modelacién teérica de estas
propiedades dpticas implica necesariamente conocer tan-
to las energias como las funciones de ondas asociadas a
los estados multielectrénicos involucrados en el cédlculo
de las amplitudes de transicidn asociadas a los procesos
opticos mencionados.

En el presente trabajo llevamos a cabo cdlculos exten-
sivos mediante el Método de Interaccidén de Configura-
ciones (CI) para puntos cudnticos cargados con decenas

de electrones (20 < N <90). A partir de los resultados
obtenidos mostramos que la energia del estado base es-
cala como funcién de una variable definida en términos
del nimero de electrones N confinados en el punto y la
constante de acoplamiento coulombiano ﬁ . Ademas,

demostramos que relaciones de escala similares son vi-
lidas para el nimero de estados excitados en los espec-
tros de excitaciones intrabandas e interbandas. En este
sentido proponemos parametrizaciones universales para
la densidad de niveles de energia de estas nanoestructu-
ras.

2 Escalamiento de la energia del estado
base

En lo adelante consideraremos un punto cudntico cuasi-
bidimensional en forma de disco con radio R, espesor

Ly poblado con N electrones en la banda de conduc-
cion. El confinamiento de los portadores en el plano del
punto estard dado por un potencial parabdlico con ener-

gia caracteristica /i@ . El Hamiltoniano multielectrénico
en unidades de oscilador estd dado por la siguiente ecua-
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cion,

e 2Z{P +r }+ﬁZ—

1<J

(1

donde B=e / (e £ hw) es la relacién entre la energia ca-
racteristica de Coulomb y la energia caracteristica del

punto, /= w/h/(meco) es la longitud caracteristica de os-

cilador, €la constante dieléctrica del medio y m_ la

masa efectiva del electrén en la banda de conduccién.

Es posible demostrar en los marcos de la aproxima-
cién de Tomas-Fermi'® que la energia del estado base
puede escribirse como:

— 1\13/2fgs (N1/4IB) ) (2)

E,

(ho)
Notese que en la Ec. (2) la energia del estado base de-

pende de un solo pardmetro, z = N4 p , el cual combina

la constante de acoplamiento y el nimero de electrones.
Gonzilez y colaboradores propusieron en la Ref. [17]

una expresion analitica para fgs usando el Método de los

Aproximantes de Padé en el limite de N grande,

E 2

as

—_— = — 4
hoN¥? 3

0.698z +1.52* +2.1752%*

, 3
14+2.1492"” +1.52%° +2.175z )

mostrando que el escalamiento predicho por la teoria
de Thomas-Fermi es bastante general y compatible con
los efectos cudnticos reales. Basicamente, la Ec. (3) in-

terpola entre los casos limites 5 — O (teoria de perturba-

ciones) y 3 — oo (cristal de Wigner). Con el objetivo de

verificar la relacién universal (3) realizamos calculos ex-
tensivos mediante el Método de Interaccién de Configu-
raciones (CI) para puntos cudnticos cargados.

El punto de partida es la solucién del problema de
Hartree-Fock (HF) para los N electrones en la banda de
conduccion. La funcién de onda de un estado dado la es-
cribimos como:

)=
+ Z ZapMe e

o.p. A
En la ecuacién anterior 0 < p son estados de HF por

o' [HF) + ZX e, |HF)

)
eﬂeﬂ|HF>.

encima del nivel de Fermi y # < A son estados por deba-
jo del nivel de Fermi. Por tanto, el primer término en la
Ec. (4) representa el determinante de Slater solucién del
problema de HF, el segundo término corresponde a las
configuraciones /plh en las cuales un electrén es aniqui-
lado por debajo del nivel de Fermi y creado por encima
del mismo y el segundo da cuenta de todas las configu-

raciones 2p2h conformes con los operadores ele;e €5

Una representacién esquemadtica de las diferentes con-
tribuciones a la funcién de onda (4) es ilustrada en la
Fig. 1. En el subespacio de Hilbert con los mismos nu-

meros cudnticos que el estado de HF, las energfas E,y

los coeficientes Olf, X' y 7" son encontrados resolvien-
do el problemas de autovalores,

E, 0 D) o
0 A B|X |=E|X"]| (5)
D' B' C)|Z Z'

donde E,. =<HF|H|HF> es la energia de Hartree-
Fock, A <HF|e €, He € |HF> es la matriz de
HF,opul <HF|H€ /lel |I—1F> ’
<HF|e €, He e e el|HF> y la matriz

<HF|ele el|HF>. D'y

ol .ou
Tamm-Dankoff, D

B_,
C

ou',opud

eeHe

opuA.opud w-pTo

B' son respectivamente las matrices transpuestas de D
y B. Los elementos matriciales explicitos pueden en-
contrarse en el apéndice A de la Ref. [18]. En sectores
con niimeros cudnticos diferentes con respecto al estado
de HF la primera fila y columna de la matriz (5) deben
ser excluidas.

Nosotros calculamos la energia del estado basico

para puntos con N =20, 30, 42, 56, 72y 90y energi-

as caracteristicas de confinamiento A@w=6, 12 y 18
meV.

HF 1pih 2p2h
050 omymrm, Ao, A
ﬁt. A f o aag ‘0_ ‘O_O_ C.B
Egwp + Egp + Eyu

Figura 1. Diferentes contribuciones a la funcién de onda

|f> en el método de Interaccién de Configuraciones.

Los puntos calculados corresponden a sistemas de ca-
pas cerradas con nimeros cudnticos de momentum angu-
lar y espin L=S=0. Un corte energético de 3iwen la
energia de excitacion asociada a las configuraciones
usadas para construir la funcién de onda definida en la
Ec. (4), es usado para controlar las dimensiones de la
matriz Hamiltoniana. El error estimado para la energia
del estado base es inferior al 0.2 %. Por otra parte, en
nuestros cdlculos estudiamos puntos de GaAs crecidos
entre barreras simétricas de GaAlAs y consideramos la
masa efectiva de los electrones m, =0.067m, y la
constante dieléctrica £=12.8. Llevamos a cabo célcu-
los para puntos tridimensionales en los cuales el confi-
namiento en la direccién de crecimiento (z) es modelado
con un potencial de paredes duras con un ancho
L=25nm.

La constante E, =h27[2/( 2meLzz)fue removida de la
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energia del estado base.

Los célculos obtenidos son mostrados en la Figura
2 (puntos) y comparados con los valores estimados por
el método de los Aproximantes de Padé (linea). El esca-
lamiento de la energia del estado base es evidente y la
maxima desviacién respecto a los valores estimados por
la Ec. (3) es inferior al 10 %. Noétese que para los para-
metros usados en nuestros calculos, la variable escalada
N4 ﬂ toma valores alrededor de 1, o sea, en el intervalo
de transicién de acoplamiento débil a fuerte'’. Con el ob-
jetivo de verificar el escalamiento en todo el intervalo
usamos dos casos adicionales de control: uno de ellos en
régimen de acoplamiento fuerte (N =42, h@=2 meV )
y el otro en régimen de acoplamiento débil
(N =20, 7w=50 meV ), ajustindose ambos de forma
excelente a la linea definida por los Padé.

3 Excitaciones intrabandas

En esta seccion concentraremos nuestra discusién en las
excitaciones intrabandas. Por simplicidad, considerare-
mos los estados excitados de puntos cudnticos de capa
cerrada. El andlisis estard restringido a los sectores del
espectro con los mismos nimeros cudnticos que el esta-
do fundamental, L =0, S=0y por tal razn de los cdl-
culos realizados para la energia del estado base obtene-
mos también los estados excitados. Sin embargo, debe-
mos enfatizar que la metodologia descrita en la Seccién
2 es aplicable al célculo de excitaciones electrénicas en
cualquier sector del momentum angular y el espin.

Un conjunto de los resultados obtenidos es mostrado
en la Fig. 3(a) para 42 electrones en el punto con
hiw=6 meV . Primero, nétese que el gap de excitacion,
el cual seria 27i@ en el limite de electrones no interac-
tuantes 5 — 0, es renormalizado por la interaccién de
Coulomb a un valor cercano a 6 meV, o sea, 17i@. En el
limite opuesto, ,B —> oo, el espectro de excitacién es el

correspondiente al de una molécula grande de Wigner
cuyas frecuencias de pequefias oscilaciones son indepen-
dientes de /3 ."” El valor minimo de estas frecuencias, la
cual determina el gap del sistema, tiende a cero en el 1i-
mite de N grande conforme a las relaciones de dispersion
de los fonones acusticos de la red de Wigner. Basdndo-
nos en estos argumentos fisicos podemos proponer la si-
guiente formula de interpolacién con el objetivo de ajus-
tar la data numérica para el gap al primer estado excita-
do,

AE, _ 2+a Ji]

hew 1+bN’p

El mejor ajuste es obtenido para y=1/4. Los resul-

tados se muestran en la figura 3(b) como funcién de
z=N"p3.

De la ecuacioén (6) se puede observar que la magnitud

(6)

AE1 no escala estrictamente en términos de la variable z.

"

Figura 2. Escalamiento de la energia del estado base en puntos
cudnticos de tamafio medio.
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Figura 3. (a) Numero de estados excitados en un punto cudn-
tico con 42 electrones como funcién de la energia de excita-

cion. El confinamiento lateral es #@=6 meV. (b) Gap al pri-
mer estado excitado como funciéon de la variable escalada
z=N"B . (c) Pardmetro de temperatura, ® , en variables es-

caladas. Los ajustes en (b) y (c) corresponden a las ecuaciones
©)y ).

Sin embargo, la Fig. 3(b) muestra un comportamiento
universal para el gap al primer estado excitado del punto
para los casos calculados (acoplamiento intermedio). Pa-
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ra los pardmetros a, y b,tomamos los valores

1
a, =3.659 y b, =1.878. El resultado del ajuste es ex-

celente con una desviacién maxima inferior al 10 %, si-
milar a lo obtenido para la energia del estado basico. N6-

tese también, que NY 4AE1 / (ha)) toma un valor univer-

sal, al/bl, en el limite de acoplamiento fuerte,

B — oo . Expresiones similares a la Ec. (6) para el gap

al primer estado excitado deben ser vdlidas en otros sec-
tores del momentum angular y el espin y también para
las energias de los estados colectivos (excitaciones de
densidad de carga y espin).

Un segundo punto a destacar en la Fig. 3(a) es el cre-
cimiento exponencial del nimero de estados para energi-
as de excitaciéon mayores que 6 meV. Esta dependencia
exponencial simple con la energia de excitacién es cono-
cida en la Fisica Nuclear como Aproximacién de Tempe-
ratura Constante (CTA) (Ref. 19);

AE
Nestados = NO exp(gj . (7)

Este comportamiento en el nimero de estados excita-
dos parece ser una propiedad del espectro de excitacio-
nes de sistemas cudnticos. Se ha verificado, por ejemplo,
en el espectro energético de puntos cudnticos pequefios
bajo la influencia de campos magnéticos fuertes.”

Para extraer el pardmetro de temperatura, ® , en la
Ec. (7), ajustamos la data numérica correspondiente a los
primeros 25 estados excitados correspondientes a los
puntos cudnticos calculados. Tomando como referencia
energética al primer estado excitado en cada espectro
procesado, los proximos 24 estados se encuentran a unos
pocos (1-4) meV por encima del primer estado excitado.

Con el objetivo de deducir las propiedades univer-
sales de ® recordemos los regimenes asintfticos de

B—0y f— . Enel limite — o suponemos un
al de AE,, o
NY 4@/ (ha)) debe tender a un valor universal. Por otra

comportamiento  similar sea,

parte, en el limite [ —0 las energfas de excitacién
(respecto al primer estado excitado) son proporcionales
con f3; por tanto, podemos escribir una férmula de in-
terpolacion simple para el pardmetro de temperatura;
N"® az
hw b,+z’
donde a, =0.360 y b, =1.226 . EL ajuste, como se

puede apreciar en la Fig. 3(c) es muy bueno. Notese
ademds, que los casos de control calculados para la com-
probacién de las parametrizaciones propuestas se posi-
cionan pricticamente sobre la curva definida por la Ec.

(8).

@)

4 Excitaciones interbandas: estados

excitonicos

En esta seccién investigaremos las excitaciones inter-
bandas excitdnicas de puntos cudnticos cargados. Una
excitacién interbanda, en general, tiene lugar cuando un
electrén en la banda de valencia transita a un estado de la
banda de conduccidn de la estructura semiconductora. La
vacancia electrénica originada en la banda de valencia es
tratada en términos de una nueva cuasiparticula, el hue-
co, y los estados ligados de un par electron-hueco en un
material semiconductor son denominados estados exci-
ténicos. En nuestro caso, investigaremos las excitaciones
interbandas de un punto cudntico cargado con N electro-
nes en la banda de conduccién. En este contexto, enten-
deremos los estados “exciténicos” del punto como esta-
dos multielectrénicos de la nanoestructura con N+1 elec-
trones en la banda de conduccién y 1 hueco en la banda
de valencia. El cédlculo de las energias y funciones de
ondas de estos estados lo haremos, al igual que en la sec-
cién anterior mediante el método de interaccion de con-
figuraciones. Calcularemos las excitaciones interbandas
exciténicas para puntos cuinticos con

N=20,30y42 yhw=6,12y 18 meV. Los dos ca-

sos de control en los regimenes de acoplamiento cou-
lombiano fuerte y débil también serdn incluidos.

El punto de partida es la solucién de HF para los N
electrones en la banda de conduccién del punto. La fun-
cién de onda del sistema con N+1 electrones en la banda
de conduccién y 1 hueco en la banda de valencia la es-
cribimos como,

— X int
|X> - Zvoreahr + z
o o.p.T.H
Los indiceso y o denotan estados electrénicos de

X Lt
ngmeae phre 4

|HF). (9)

HF por encima del nivel de Fermi en la banda de con-
duccién. En la segunda suma de la Ec. (9) es restringida
segln la condicién O > p para evitar la repeticién de

configuraciones. El indice & corre por los estados elec-

trénicos de HF por debajo del nivel de Fermi y 7 se re-
fiere a los estados de HF de huecos en la banda de valen-
cia. Dichos estados, son obtenidos a partir de diagonali-
zar el Hamiltoniano 4X4 de Kohn-Luttinger incluyen-
do en la diagonal un término que da cuenta del potencial
electrostatico generado por los N electrones en la banda
de conduccién™ .

La base de funciones (Ec. (9)) que usaremos para
diagonalizar el Hamiltoniano estd conformada por confi-
guraciones que definen excitaciones sobre el estado base
de HF para N electrones. El primer término, el cual re-
presenta el conjunto de excitaciones mds simples, crea
un electrén adicional en la banda de conduccién (CB) y
un hueco en la banda de valencia (VB) y es usualmente
denominado en el lenguaje de la Fisica Nuclear como
aproximacion particula-particula Tamm-Dankoff (pp-
TDA).” Dado que el hueco en la banda de valencia es
tratado como una cuasi-particula con su propia relacion
de dispersion, los estados excitonicos son estados con
dos “particulas” adicionales por encima de la solucién de
HEF. Por otra parte, el segundo término de la Ec. (9) in-
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cluye, ademis del par electrén-hueco adicional, configu-
raciones electrénicas 1plh en la banda de conduccién. A
estas configuraciones nos referiremos como configura-
ciones ppph. Una representacion esquematica de las
contribuciones pp-TDA y ppph a la funcién de onda de
los estados excitonicos es ilustrada en la Fig. 4.

Debido a las peculiaridades de la interaccién de Cou-
lomb, el Hamiltoniano de Kohn-Luttinger y el potencial
central de confinamiento las excitaciones interbandas es-
tan caracterizadas por dos nimeros cudnticos, Fy S .
Esto significa que los estados uniparticulares que entran
en la primera y segunda sumas de la Ec. (9) deben satis-

facer respectivamente la primera y segunda filas de las
siguientes igualdades:

F=1,+1, —m,
(10)
=1,+1,-1,+1,—m,,
5.=5 (11)
=S, +S,-S,.

En las ecuaciones anteriores 1 denota el nimero cudn-
tico de momentum angular (orbital), m; se refiere al

momentum angular (banda) del hueco y S al nimero
cudntico del espin electrénico. Todas estas magnitudes
corresponden a la proyeccion a lo largo del eje z. Los

coeficientes V*, W™ y las energias de excitacion refe-
ridas al estado de HF son obtenidos tras resolver el si-
guiente problema de autovalores,

A C\V \"
. =AE, .

C B/ W w
En la Ec. (12) A es la matriz pp de Tamm-Dankoff?',
Las expresiones explicitas de los elementos matriciales

de las matrices C y B se encuentran en la Ref. [24].

En la Fig. 5 mostramos el espectro de excitaciones in-
terbandas para un punto con 42 electrones y

fiw=12 meV . Los estados representados en dicha fi-
gura corresponden al juego de ndmeros cudnticos
F=-3/2, S, =1/2 . Enla medida que se incrementa la
energia observamos primero un par de estados seguido
por un grupo de cuatro estados y posteriormente un cua-
si-continuo de excitaciones. Esta secuencia puede ser en-
tendida en términos del espectro no interactuante de
electrones y huecos, representado en la parte izquierda
de la citada figura. 42 electrones en el punto ocupan seis
capas de estados de oscilador y un par electrén-hueco
debe ser afiadido para dar lugar a una excitacién inter-
banda. El electrén debe ser afiadido en la capa séptima.
Los posibles valores para el momentum angular son
1,=-6, 4, ....,6. Por otra parte, el hueco puede ser colo-

(12)

cado en el primer estado de oscilador con 1, =0. Dado

que estamos refiriéndonos al valor a estados con
F=-3/2, s6lo tenemos dos posibilidades:

,=0,m =32y 1 =-2m=-1/2.
O sea, un excitdn de hueco pesado y un exciton de

hueco ligero los cuales debido al ancho del pozo asumi-
do (25 nm) estdn muy cercanos en energia (1.5 meV).
Los préximos cuatro estados constitutyen excitaciones
del hueco, en otras palabras, el hueco ocupando estados
de oscilador de la segunda capa. Nosotros tomamos la
frecuencia de confinamiento del hueco de tal forma que
la longitudes caracteristicas para electrones y huecos es
la misma, significando que ambos portadores estin con-
finados en la misma region espacial.

pp ppph
S ——— _._
S — —
c.b. - . .
Egwp + Egup
ez O oz &

Figura 4. Representacién esquemadtica de las contribuciones
pp-TDA 'y ppph a la funcién de onda de los estados exciténi-
cos.
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Figura 5. Excitaciones interbandas de bajas energfas en un
punto cudntico con 42 electrones y #@w=12meV. Estados con
F=-3/2, S, =1/2 son representados.

Para huecos pesados, por ejemplo, esto significa que
@, =m,o/m, . Como resultado, las energias de excita-

cién para huecos son pequefias, alrededor de 5 meV.
Posteriormente, encontramos un grupo numeroso de es-
tados que aparecen como resultado de una excitacién
electrénica de 1@ o una excitacién de hueco de 27i@.
Siguiendo el cuadro no interactuante descrito anterior-
mente podemos decir que los dos primeros estados en la
Fig. 5 corresponden a un excitén de hueco pesado y un
excitén de hueco ligero, los préximos cuatro estados son
bésicamente excitaciones de hueco a la segunda capa de
oscilador y el cuasi-continuo podemos relacionarlo a ex-
citaciones de electrones a la octava capa y excitaciones
de hueco a la tercera capa. Los efectos de la interaccién
de Coulomb son claros en la Fig. 5: los estados del sis-
tema interactuante son empujados a una region de meno-
res energias, los gaps energéticos se reducen significati-

RCF vol. 26, No. 1, 2009. p. 66



vamente y un cuasi-continuo de estados aparece a partir
de wuna energia de excitacion por debajo de
hw=12 meV.

En la Fig. 6(a) mostramos una figura andloga a la
Fig. 3(a) para el caso de las excitaciones interbandas ex-
citbnicas de wun punto con 42 electrones y
hw=18 meV . Las energias de excitacién en el eje x
estdn referenciadas al primer estado excitado. Los 40 es-
tados de menor energia siguen dos ajustes del tipo del ti-
po CTA, el primero en la regién de AE <12 meV y el
segundo en el intervalo 12 < AE <16 meV.La discon-
tinuidad en la pendiente aparenta ser una caracteristica
general™ relacionada a los mecanismos de formacién de
los estados.

En este caso, usamos los 10 estados de menor ener-
gia con el objetivo de encontrar el pardmetro de tempera-
tura en los puntos estudiados y una ley como la descrita
por la Ec. (8) para ajustar los cdlculos numéricos. Los
pardmetros encontrados fueron

a, =1.373 y b, =0.559. Un aspecto interesante es que

el ajuste propuesto muestra una excelente concordancia
con los datos graficados segiin se muestra en la Fig. 6(b)
evidenciando que el background electrénico determina
las propiedades globales del espectro de excitacion exci-
tonico. A diferencia de las excitaciones intrabandas, uno
espera que los pardmetros a, y b, dependan débilmente
del material semiconductor del punto (GaAs en este ca-
so) a través de los pardmetros del Hamiltoniano de
Kohn-Luttinger involucrado en el célculo de los estados
exciténicos. Debera ser investigado en el futuro en que
medida se manifiesta dicha dependencia.

5 Excitaciones interbandas: estados
biexcitonicos

En esta seccién nos referiremos a las excitaciones inter-
bandas biexcitonicas de los puntos estudiados. Para ello
calcularemos las energias y las funciones de ondas co-
rrespondientes a un punto cudntico con N +2 electro-
nes en la banda de conduccién y dos huecos en la banda
de valencia. La funcién de onda de un estado biexcitoni-
co dado la escribimos como sigue:

|XX)= D> CJ* eie hlh’ |HF).

opm o p T
o.p.T.n

Los indices 0 < p corren por los estados de HF elec-
trénicos por encima del nivel de Fermi y 7 <77 corres-

13)

ponden a los estados de HF de huecos en la banda de va-
lencia. Una representacion esquemdtica de las configura-
ciones generadas segtin la Ec. (13) aparece en la Fig. 7.

Los coeficientes C** y las energias de excitacion se
calculan resolviendo el siguiente problema de autovalo-
res,

XX XX
MC* =E,,C™. (14)

Los elementos matriciales de la matriz M se calculan

como,

(HF|h,h.e e, (H+T, +V,, +V, )|HF). (15
10 ¢ . , —
o ; o Nk, Daos)8 mcV | " 3
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Figura 6. (a) Excitaciones interbandas (exciténicas) en un
punto cudntico con 42 electrones. En el eje x la referencia de
energia es el primer estado excitado.(b) Escalamiento del pa-
rametro de temperatura.

Figura 7. Estructura de la
funcién de onda biexcitonica
en el método de Interaccion
de Configuraciones.

-

Eeap
/] m V.H

En la Ec. (15) H es el Hamiltoniano definido en la Ec.
(1), T, es el operador de una particula asociado al mo-
vimiento de los huecos en la banda de valencia y
V., ¥V, dan cuenta de la interaccién de Coulomb
hueco-hueco y electrén-hueco respectivamente.

Con una energia de corte en la energia de excita-
cién de 2h@ las dimensiones de las matrices Hamilto-
nianas diagonalizadas son del orden de 3000. En la Fig.
8(a) mostramos el espectro de excitaciones biexcitonicas
de un punto con 42 electrones y =6 meV. Los ni-
meros cudnticos de los estados mostrados en dicha figura
son F=0y S=0. Nétese que con un solo ajuste del tipo
CTA podemos describir los primeros 35 estados. Estos
primeros estados son utilizados para la determinacién del
pardmetro de temperatura. El escalamiento de ©,, es

mostrado en la parte inferior de la Fig. 8. Nétese que a
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diferencia de las excitaciones excitnicas y las excita-
ciones intrabandas, en este caso la potencia de N es 1/2

en lugar de 1/4 lo cual se evidencia en una reduccién

notable de la desviacién de los puntos respecto al ajuste

propuesto. Por tanto, ajustamos los datos calculados me-

diante la expresion,

N"2@ a,z

= (16)
hw b, +z

donde a, =3.230 yb, =5.503.De la figura se ve que

el ajuste es muy bueno.

6 Biblioteca numérica Libgdot

Finalmente, en esta seccién describimos de forma gene-
ral la estructura de la biblioteca numérica Libqdot des-
arrollada en nuestro grupo y que agrupa un total de diez
modulos escritos en Fortran 90. Todos los cdlculos mos-
trados en las secciones anteriores fueron realizados em-
pleando ésta biblioteca. Una representacidon esquematica
en orden de la estructura de Libgdot es mostrada en la
Fig. 9. Las flechas verdes (s6lidas) marcan diferentes
etapas de desarrollo. Inicialmente se desarrollaron cinco
objetos, como se aprecia en el esquema. El médulo por-
tability.f90 garantiza la misma precisiéon numérica para
todos los cdlculos independientemente de la arquitectura
de los recursos computacionales empleados. O sea, el
compilador escogerd la representacion mas eficiente (ti-
po de las variables) de todas las variables usadas en los
modulos y el programa vinculado a la biblioteca garanti-
zando la portabilidad numérica de nuestra herramienta.
locations.f90 es un médulo que contiene las variables de
cadena con las rutas del directorio de trabajo y para ac-
ceder los elementos matriciales de la interaccién de Cou-
lomb involucrados en todos nuestros calculos. Ademas,
el nombre del directorio de trabajo es construido en este
objeto en términos del nimero de electrones en el punto,
el potencial de confinamiento lateral y el material semi-
conductor de la nanoestructura (e.g
N_020_hw0_12.6_GaAs ). Esto dltimo evita, maxime si
se hacen calculos extensivos la sobre escritura de los re-
sultados y elimina las posibilidades de errores del tipo
entrada-salida. La definicién de los nimeros cudnticos
de los estados de oscilador para electrones y huecos y la
asignacion de todas las constantes asociadas a la estruc-
tura de bandas del material semiconductor asi como los
principales pardmetros del punto se realizan en los m6-
dulos levels.f90 y qdot_model.f90 respectivamente. To-
das las funciones y subrutinas necesarias para la lectura
y el cdlculo de los elementos matriciales de Coulomb
han sido encapsulados en el médulo coulomb.f90. Con el
objetivo de reducir los tiempos de cdlculo de las energias
y funciones de ondas multielectrénicas del punto, calcu-
lamos todos los elementos matriciales de Coulomb en 20

capas de oscilador (~ 12000000) y los almacenamos

en un fichero (coulomb.dat ~ 447 MB). Al inicio de
cada célculo los elementos matriciales son cargados en

memoria RAM (~ 120 MB) lo cual permite resolver

las ecuaciones integro-diferenciales no lineales de Har-
tree-Fock para decenas de electrones en pocos minutos,
o calcular las energias y funciones de ondas del punto
mediante el método de Interaccién de Configuraciones
en pocas horas.
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Figura 8. (a) Excitaciones interbandas (biexciténicas) para un
punto con 42 electrones y iw=6 meV. (b) Escalamiento del
pardametro de temperatura para los estados biexciténicos.

En una segunda etapa tres nuevos subprogramas fue-
ron implementados. En el médulo hartree_fock.f90 las
subrutinas encapsuladas permiten: a) resolver las ecua-
ciones de HF para N electrones en la banda de conduc-
cién del punto cuantico; b) resolver las ecuaciones de HF

para N_ electrones y N, huecos en un punto cudntico; c)

calcular los estados de hueco en la banda de valencia se-
gin el formalismo de Kohn-Luttinger; d) célculo de las
propiedades del estado base en la aproximacién de HF
tales como la energia, el momentum angular total, la
proyeccién de espin total y la densidad electrdnica en el
punto. Las energias y funciones de ondas de excitaciones
intrabandas en la Aproximacién de Fase Aleatoria (RPA)
pueden ser calculadas con la ayuda del médulo rpa.f90.
Una subrutina para el cédlculo de las amplitudes de tran-
sicion multipolares ha sido encapsulada en ese objeto
también. Esto permite identificar en los espectros calcu-
lados, las excitaciones colectivas de carga (CDE) y de
espin (SDE). En el médulo pp_tda.f90 hemos implemen-
tado el célculo de los estados de un punto cudntico, en la
aproximacién de Tamm-Dankoff, con N+1 electrones en
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la banda de conduccién y 1 hueco en la banda de valen-
cia.

En la dltima etapa de desarrollo de la biblioteca se
han incluido dos médulos mis, beyond_rpa.f90 y opti-
cal f90. El primero contiene las subrutinas para el célcu-
lo de las excitaciones intrabandas e interbandas (excité-
nicas y biexcitonicas) de puntos cudnticos de tamafio
medio mediante el método de Interaccién de Configura-
ciones, descrito a lo largo de este articulo. Por otra parte,
optical f90, actualmente en desarrollo, permitird el cdlcu-
lo de las amplitudes de transicion de diferentes procesos
opticos investigados en puntos cudnticos como la foto-
luminiscencia, la absorcién intra e interbandas, la disper-
sion Raman, la absorcién de dos fotones, etc. Para resol-
ver los problemas de autovalores y autovectores la bi-
blioteca invoca subrutinas de las bibliotecas LAPACK y
BLAS. Para la construcciéon de Libgdot es necesario
compilar todos los médulos con un compilador de For-
tran 90. Este procedimiento ha sido probado con los si-
guientes compiladores: Portland Group Compiler pgf90,
Compagq Digital Fortran 6.6, Intel ifort 11.0.69. Los me-
jores rendimientos de la biblioteca se han obtenido con
el compilador ifort y usando las bibliotecas MKL (Math
Kernel Libraries) de Intel.

7 Conclusiones

Hemos implementado el método de Interaccién de
Configuraciones para llevar a cabo célculos extensivos
en puntos cudnticos de tamafio medio. Del andlisis de los
resultados numéricos obtenidos hemos encontrado rela-
ciones universales para la energia del estado basico y pa-
ra la densidad de niveles en los espectros de excitacién
intrabandas e interbandas (excitonico y biexcitdnico).
Los coeficientes de la parte derecha de las ecuaciones
(3), (6) y (8) son independientes de las constantes del
material semiconductor del punto cudntico. Por otra par-
te, pensamos que los coeficientes a,, b,, a, y b, son
especificos para el GaAs pero independiente de N y
ho .

La biblioteca numérica Libqdot, la cual encapsula
un conjunto de médulos Fortran 90 fue implementada.
Esto es de gran utilidad dado que la implementacién de
célculos diferentes o adicionales para puntos cudnticos
puede ser llevada a cabo ficilmente. Ademds, el disefio
de la misma permite su ampliacion, enriquecimiento y el
uso de la misma por otros usuarios.

El trabajo puede ser extendido en muchas direcciones.
Se podria parametrizar de una manera universal la ener-
gia de correlacion electrénica, las energias de enlace ex-
citénica y biexcitonica, los gaps de excitacion en dife-
rentes sectores del momentum angular y el espin, la
energia de los modos colectivos (plasménicos). Por otra
parte, las aproximaciones implementadas, las cuales es-
tan por encima de la RPA, brindan las energias y funcio-
nes de ondas para el estudio de diversas propiedades 6p-
ticas como la fotoluminiscencia, la absorcion intra- € in-
terbandas, la dispersion Raman, la absorciéon de dos fo-

tones. Otra perspectiva es investigar la dindmica de las
excitaciones electronicas en estas nanoestructuras.
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1 Introduccion

Recibido el 20/04/2009. Aprobado en version final el 20/06/09.

Sumario. El trabajo presenta el estudio microestructural sistematico de dos clases de materiales magnéticos: 1) Materia-
les magnéticamente duros con microestructura submicrénica 2) Sistemas nanoparticulados con respuesta magnética su-
persuave o superparamagnética. El punto comtn es el estudio, por microscopia electrénica de transmision (TEM), de
materiales magnéticos que muestran la ocurrencia de una microestructura nanométrica. Esta microestructura es determi-
nante en el comportamiento magnético. La aparicion de la microestructura nanométrica es que propiedades intrinsecas
para materiales volumétricos dejan de serlo cuando el tamafio de grano disminuye hasta el orden de los nanémetros. Los
sistemas estudiados incluyen materiales magnéticamente duros de HDDR-NdFeB, nanoparticulas de hexaferrita de Ba-
rio bajo distintas condiciones de sintesis, sistema superparmagnético Co-Cu.

Abstract. A systematic microstructural study of two type of magnetic materials is presented: 1) Hard magnetic materi-
als with a submicronic microstructure and 2) nanosized particle systems with a supersoft ferromagnetic or a superpara-
magnetic response. The common point is the study, by transmission electron microscopy (TEM), of magnetic materials
showing the occurrence of a nanometric microstructure. The microstructure is essential in determining the magnetic be-
havior where intrinsic properties cease to be so when the grain size decreases to a few nanometres. The studied systems
include the hard magnets HDDR-NdFeB system, the nanoparticle system of Ba-M hexaferrite under different synthesis
conditions, the superparamagnetic Co-Cu system.

Palabras clave. Estructura de materiales nanoestructurados 61.46.-w, Anisotropia magnetocristalina 75.30.Gw, propie-
dades magnéticas 75.75.+a.

mo material magnético con diferente microestructura
puede exhibir diferente propiedades magnéticas.
Cuando se habla de propiedad intrinseca nos referi-

En los dltimos afios materiales magnéticos nanocristali-
nos han demostrado comportamientos interesantes que
resultan atractivos no sélo desde el punto de vista fun-
damental sino ademds aplicado [1-5]. El comportamiento
magnético depende de la combinacién de propiedades
intrinsecas y microstructurales de tal modo que un mis-

mos a aquella propiedad que depende de las especies
atomicas y la estructura cristalina del sélido.

Desde el punto de vista intrinseco, para un material
ferromagnético, la energia magneto- cristalina es esen-
cial para determinar un comportamiento suave (baja
coercitividad) o duro (alta coercitividad) de la curva de
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histéresis. La energia magnetocristalina puede definirse
como el trabajo necesario para hacer rotar la magnetiza-
cién de una direccion de facil magnetizacién a una de
dificil magnetizacion. Ella, es resultado del acoplamiento
de los espines de los dtomos de un grano por interaccién
de intercambio que a su vez se acoplan con el campo de
la red cristalina.

La energia magneto- cristalina aunque esencial para
obtener un alto campo coercitivo no es suficiente. La
coercitividad depende de manera dramdtica de la mi-
croestructura del material.

El presente trabajo expone de manera sucinta la rela-
cioén entre coercitividad y microestructura para un con-
junto de materiales ferromagnéticos. Se presenta el estu-
dio microestructural sistematico de dos clases de mate-
riales magnéticos: 1) Materiales magnéticamente duros
con microestructura submicrénica 2) Sistemas nanopar-
ticulados con respuesta magnética supersuave o superpa-
ramagnética. Se observard que la aparicién de la mi-
croestructura nanométrica determina que propiedades
intrinsecas para materiales volumétricos dejan de serlo
cuando el tamafo de grano disminuye hasta el orden de
los nandmetros. Los sistemas estudiados incluyen mate-
riales magnéticamente duros de HDDR-NdFeB, nano-
particulas de hexaferrita de Bario bajo distintas condi-
ciones de sintesis, sistema superparmagnético Co-Cu.

2 Detalles experimentales

Todos los materiales fueron estudiados por microsocopia
electrénica de transmision (TEM) utilizando un JEOL
200CX STEM con unidad analitica detector Si-EDS de
alto dngulo de levantamiento y detector de Ge-EDS de
bajo dngulo de levantamiento.

Para su observacién todas las muestras sélidas fueron
pulidas y rebajas hasta aproximadamente 25 micras, lue-
go se le produjo una superficie hendida de cerca de 10
micras para finalmente lograr transparencia electrénica
con devastacién idnica utilizando Ar a 4kV en un Gatan
Ion Mill.

La hexaferritas de Ba-M fueron observadas tal y co-
mo fueron obtenidas luego de ser depositadas en una
pelicula de carbono.

La obtencién de las muestras ha sido reportada en pu-
blicaciones anteriores, un resumen muy sucinto se da a
continuacion.

HDDR-NdFeB [6]: Piezas de Nd16Fe76B8 fueron
tratadas en un horno con atmésfera de hidrégeno a tem-
peratura ambiente. Luego de la absorcion de hidrégeno
las muestras fueron calentadas hasta 1058 K para lograr
la desproporcionaciéon manteniéndose en esta condicién
por dos horas, posteriormente se evacud la cdmara resul-
tando en la recombinacién de los hidruros en las fases
originales y la desorcién del hidrégeno luego de una
hora de tratamiento. Los polvos asi obtenidos fueron
compactados y vueltos a calentar a 1013 K por varios
segundos antes de someterlos a una presién de 2.4 10°
Pa.

Hexaferrita Ba-M[7-8]: Polvos fueron obtenidos por
el método sol-gel utilizando el ethylenglycol como agen-
te coordinador y una proporcién de Fe:Ba de 12. El gel
calentado a 130 °C fue molido en un molino de bolas
para luego ser tratadas en un horno tubular con flujo de
oxigeno a aproximadamente 250 °C.

CoCu [9-10]: Cintas de Co90CulO fueron obtenidas
por enfriamiento ultrarrdpido en una rueda a 35 nm/s en
atmésfera de Ar. La velocidad de enfriamiento se calcula
en 5 10° K/s. Las muestras fueron tratadas isécronamen-
te a 873 K.

3 HDDR Nd-Fe-B de microestrutura
submicronica

En la composicién de los imanes permanentes sinteriza-
dos basados en Nd-Fe-B, la composicién que da lugar a
un material de alta coercitividad suele tener Nd en exce-
so respecto a la composicion estequiométrica. La razén
de esta composicién rica en Nd es microestructural, el
Nd forma una fase paramagnética que, siendo liquida a
la temperatura de sinterizacion, logra bafiar a los granos
magnéticamente duros de Nd,Fe 4B con lo que los des-
acopla paramagnéticamente. Es este desacople el respon-
sable de alta coercitividad resultante. Sin embargo otras
vias de obtencién aprovechan la realizacién de una mi-
croestructura nanométrica que acerca los granos a su
tamafio monodominio, tal es el caso de los imanes de
Nd-Fe-B obtenidos por enfriamiento ultrarrdpido. En
este caso la microestructura diferente permite usar una
composiciéon mucho mds cercana a la estequiométrica. El
método de hidrogenacién-decrepitacion-desabsorcion-
recombinacién (HDDR) [11, 12] logra, mediante trans-
formaciones de fases complejas, una microestructura
donde el tamafio de grano se halla en el orden de los
~100 nm. Este tamafio de grano es idéneo para evitar la
formacién de dominios magnéticos revertidos que dis-
minuyan el campo coercitivo. Cuando la estequiometria
de los compuestos se acerca al Nd,Fe 4B se observa que
bajo ciertas condiciones algunos granos explotan su cre-
cimiento y se obtienen paralelepipedos muy bien defini-
dos con tamafio de varias micras [12]. La explicacién de
este comportamiento no estd completamente clara.

Se realizaron estudios por microscopia electrénica de
transmisiéon (TEM) de estos materiales buscando cuales
eran los mecanismos microestructurales que provocaban
el crecimiento andémalo de granos. La microestructura de
estos materiales presenta una matriz de granos de
Nd,Fe, 4B (fase F) en estrecho contacto y con tamafios en
el orden de ~100 nm. En ciertas regiones entre las triples
junturas de los granos F se observan bolsones de fase
rica en Nd. En los primeros momentos de crecimiento
anomalo la frontera de grano del Nd,Fe 4B estd en con-
tacto estrecho con sus vecinos (Figura 1), y muestra la
curvatura de frontera de grano tipica de crecimiento iso-
trépico dirigido por tension superficial.

Cuando el grano rebasa cierto tamafio, las bolsas de
Nd que fue encontrando por el camino fueron arrastradas
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frente a la frontera de grano. Esta fase rica en Nd es li-
quida a la temperatura de sinterizacién. La ocurrencia de
una interfaz de crecimiento liquido-sélida muy reactiva,
cambia por completo la naturaleza del transporte de ma-
sa y la frontera de grano comienza un crecimiento libre
anisotrépico, la geometria de la interfase de crecimiento
comienza a ser plana (Figura 2). Los granos pequefios
que quedan rodeados de la fase liquida comienzan a “di-
solverse” en la misma.

Los granos de Nd,Fe ;4B presentan una alta perfec-
cion cristalina, la anisotropia magneto-cristalina de cada
uno de ellos ha de esperarse que sea la del cristal perfec-
to de Nd,Fe;B. El mecanismo de degradacién de la
coercitividad es totalmente microestructural. Rebasado
cierto tamafio de grano, dominios revertidos son nuclea-
dos dentro de los granos y de ahi crecen y logran tomar
todo el grano. La Figura 1 muestra tales dominios en la
frontera de los granos.

4 Hexaferrita nanocristalina de Ba-M

Las hexaferritas de Ba y Sr han sido estudiadas por mis
de cinco décadas. A mediados de los afios ochenta se
disefiaron los métodos de obtencién por via himeda en-
tre los cuales los mas usados han sido los de coprecipita-
cién y sol-gel [13, 14]. Estos métodos han permitido
obtener hexaferritas con tamafios nanométricos de grano
que abrieron la posibilidad potencial de utilizar estos
materiales como medios de almacenamiento ultradenso
de informacién [15]. La idea es aprovechar el tamafio
nanométrico del grano por un lado y la anisotropia
uniaxial de la hexaferrita por el otro.

Se realiz6 un estudio microestructural detallado del
proceso sol-gel de obtencién. Los estudios microestruc-
turales permitieron identificar dos momentos criticos en
el proceso de sintesis. Cuando se obtiene el precursor de
la hexaferrita antes del tratamiento térmico inicial, la
homogeneidad de la mezcla ain no ha alcanzado el acer-
camiento atdmico entre los componentes. El proceso de
calcinacion de los productos orgdnicos produce carbono
que reacciona con el Ba y el O formando carbonatos que
luego son dificiles de descomponer. Esto resulta en la
necesidad de elevar drasticamente la temperatura de
sintesis a fin de descomponer los carbonatos y formar la
hexaferrita. Se propusieron dos modificaciones: (1) al
precursor intermedio se le sometié a una molida inter-
media para lograr una mejor homogenizacién el produc-
to reaccionante y (2) el tratamiento térmico se realiz6 en
flujo de oxigeno que barriera los gases de carbono y evi-
tara la formacién de los carbonatos. Como resultado de
las modificaciones se logré reducir la temperatura de
sintesis hasta 250 C.

La anisotropia magnetocristalina de la hexaferrita
BaM es menor que el del NdFeB. Todas las particulas
obtenidas tienen tamafios de grano por debajo del volu-
men monodominio. La disminucién ulterior del tamafio
de grano por debajo de cierto valor critico resulta en la
disminucién de la coercitividad. Para entender esto es

necesario entender que la hexaferrita de Ba tiene una
marcada geometria de placas hexagonales con una gran
area efectiva. Al disminuir el tamafio de las particulas la
fraccion volumétrica de los dtomos en la frontera de gra-
no se hace mayor en comparacién con los dtomos en el
interior de la particula. En la hexaferrita, el acoplamiento
magnético entre los dtomos se da de manera indirecta a
través de la llamada interaccién de superintercambio.

Figura 1. Primeros estadios de crecimiento anémalo de grano.
En el grano al centro que comienza a crecer anémalamente, se
observa en sus borden el contraste de la pared de dominio por
efecto de Lorentz.

Figura 2. Segunda eta-
pa de crecimiento ané-
malo de grano. Obsérve-
se en la esquina inferior
izquierda la  frontera
recta de la fase 2:14:1 y
frente a ella la fase rica
en Nd donde granos mas
pequeilos de F estin en
proceso de disolucién.

Estos 4tomos superficiales tienen un entorno mas
suelto que sus vecinos en el interior y estdn sujetos a la
agitacion térmica que tiende a desalinear los espines de
los atomos. La ocurrencia de menor acoplamiento junto
al cardcter mas suelto de los dtomos superficiales resulta
en un volumen del grano con comportamiento superpa-
ramagnético que no aporta nada a la anisotropia del ma-
terial. Este comportamiento superparamagnético se com-
prob6 por espectroscopia Mosbbauer. Con la disminu-
cién del tamafio de grano a la decenas de nanémetros, la
propiedad intrinseca de la anisotropia magnetocristalina
comienza a afectarse por el cambio microestructural.
Este cambio de cardcter entre la relacién microestructu-
ra- propiedades intrinsecas va acompafiado del colapso
del modelo de cristal infinito para estos materiales. Sin
embargo nunca se logré obtener, ni para los tamafios de
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particulas mis pequefios, un régimen completamente
superparamagnético. En este caso la anisotropia magne-
tocristalina y su acoplamiento a la red es aun muy alta
para destruir el ferromagnetismo del sistema.

5 Sistema superparamagnético Co-Cu

Es conocido que el Co es muy poco soluble en Cu, cuan-
do ambos metales se mezclan a altas temperaturas y
luego se someten a enfriamiento ultrarrdpido, el resulta-
do es una microestructura donde precipitados nanométri-
cos de Co se forman en la matriz de Cu. Estas particulas
de Co tienen comportamiento superparamagnético. Lo
interesante del sistema es que su conductividad eléctrica
es fuertemente dependiente del campo magnético aplica-
do, y una pequefia variacién del mismo provoca varia-
ciones en la resistencia eléctrica de varios 6rdenes de
magnitud. Este fenémeno se conoce como magnetoresis-
tencia gigante o GMR [16, 17]. La razén de la ocurrencia
de GMR se sabe que viene dado por el efecto microes-
tructural del Co, sin embargo los detalles del mismo ain
estdn por aclararse completamente.

Al abordar el sistema CugyCo o para muestras tratadas
isocrénicamente se observéd la ocurrencia de una des-
composicién espinodal. El grado de descomposicion
espinodal parece estar correlacionado con las propieda-
des de transporte medidas. Se estudi6é detalladamente por
TEM la microestructura de una variedad de muestras y
se cuantificé la longitud de onda de la descomposicién.
La descomposicion se caracteriza por franjas largas ricas
en Co. Las franjas tienen una periodicidad de 40 nm. La
periodicidad de las franjas no cambia apreciablemente
con el tratamiento térmico. Este sorprendente resultado
abre una nueva explicacién en la influencia de la mi-
croestructura en el GMR. Las franjas con distintas com-
posiciones de Co han de tener diferente comportamiento
magnético con una distribucién inhomogénea de mo-
mentos magnéticos. La apariciéon de la descomposicidén
espinodal como la caracteristica relevante de la microes-
tructura induce a pensar que la explicacién del GMR
observado es resultado de esta modulacién composicio-
nal.

Este dltimo material muestra, desde el punto de vista
magnético, el comportamiento que hubiésemos esperado
del andlisis de la hexaferrita de Ba. Aqui la energia mag-
netocristalina del Co es ligeramente superior a la del Fe.
Pero en esta microestructura se ha logrado desacoplar los
granos de Co en una matriz paramagnética. El resultado
de este desacople es que en los volimenes de Co, los
atomos logran alinearse entre si de manera ferromagnéti-
ca sin embargo, todos los 4tomos son “superficiales” y la
energia térmica es mayor que la que les fija una direc-
cion en el espacio.

La energia magnetocristalina se anula y esto provoca
que todos los dtomos de una particula de Co, roten colec-
tivamente de manera aleatoria debido a la agitacién tér-
mica: estamos en régimen superparamagnético.

6 Discusion

Los materiales estudiados, todos intrinsecamente ferro-
magnéticos, deben verse en una secuencia desde el mis
coercitivo, HDDR-NdFeB, hasta el Co-Cu que muestra
comportamiento superparamagnético. Esta secuencia
presenta dos caracteristicas importantes. En la medida
que nos movemos desde el HDDR-NdFeB hasta el Co-
Cu, la energia de anisotropia magnetocristalina de los
sistemas van disminuyendo y, en la misma secuencia, la
microestructura se va caracterizando por una escala cada
vez mas pequea.

Figura 3. Hexafe-
rrita de Ba obtenida
por el método modi-
ficado sol-gel.

Figura 4. Precipita-
dos nanométricos de
Co en la matriz de
Cu

En el material con mayor tamafio de grano (HDDR-
NdFeB), la anisotropia magnetocristalina es muy alta, la
microestructura realiza esta caracteristica con unos gra-
nos monodominios que garantizan una alta coercitividad.
Sin embargo cuando el tamafio de grano aumenta de
manera anémala, la coercitividad se degrada como resul-
tado de la aparicién de dominios dentro de un grano. La
apariciéon de dominios sefiala la aparicién de un meca-
nismo de reversién de la magnetizacién basado en nu-
cleacién y crecimiento de volimenes con magnetizacién
revertida. Importante es que en este caso la degradacion
de la coercitividad es un mecanismo microestructural
que no ha afectado la propiedad intrinseca de cada grano.
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Cada uno de ellos por separado tiene una alta energia
magnetocristalina. En la hexaferrita de Ba-M la energia
magnetocristalina es atn alta para el material volumétri-
co, sin embar go, el tamafio de particula provoca que para
cada particula aislada la coercitividad ha disminuido
como resultado de la aparicién de una capa magnética-
mente muerta en la superficie. La alta anisotropia adn
determina que no sea dominante el comportamiento su-
perparamagnético. Si comparamos esto con el sistema
Co-Cu veremos que la distincion entre propiedades in-
trinsecas y microestructurales ha dejado de ser comple-
tamente claro. En estos sistemas, por su tamafio extre-
madamente pequefio, los dtomos, intrinsecamente ferro-
magnéticos ya no logran sobreponerse colectivamente a
la agitacién térmica. Como cada grano precipitado tiene
una orientacién aleatoria que cambia con el tiempo el
comportamiento es superparamagnético.

7 Conclusiones

El trabajo que se presenta a consideracién es un estudio
sistemdtico de la influencia de la microestructura en las
propiedades magnéticas de los materiales nanométricos.
En particular como resultado del trabajo, se puede en-
tender el cambio de relacién microestructura-
propiedades intrinsecas a medida que la escala de los
fendémenos y la microestructura disminuye. Este estudio
es una contribucién a este tema esencial para la com-
prension de los fendmenos nanométricos y que estdn en
el foco de interés actual de la ciencia de los materiales y
la Fisica del estado sélido.
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Sumario. Los inhibidores de proteasas constituyen herramientas importantes en la biomedicina, la biotecnologia y el
diagnostico. Varias metodologias micro- y nanobiotecnolégicas, basadas en la inmovilizacién de biomoléculas en su-
perficies s6lidas, han permitido la identificacién de inhibidores de proteasas en extractos naturales, y su posterior ca-
racterizacion. Se destacan la atenuacion de la intensidad de la sefial de espectrometria de masas y la resonancia super-
ficial de plasmones. Su empleo, combinado con métodos tradicionales como la difraccién de rayos-X y la dispersion
dindmica de la luz, también permite conocer detalles de los complejos proteasa-inhibidor a escala nanométrica.

Abstract. Protease inhibitors have a great importance in biomedicine, diagnostic and biotechnology. Some micro-
and nanotechnologies, such as intensity fading mass spectrometry and plasmon surface resonance, have allowed iden-
tification and further characterization of natural protease inhibitors. Their combination with dynamic light scattering

and X-ray crystallography, allows obtaining nanometric details of protease-inhibitor complexes.

Palabras clave. Nanotechnology biomedical applications, 87.85.Qr, 87.85.Rs, 81.16.-c

1 Introduccion

La nanobiotecnologia, disciplina en la frontera entre la
nanotecnologia y la biotecnologia, permite estudiar na-
noestructuras funcionales inherentes a los seres vivos,
por ejemplo las proteinas. Su empleo en la identifica-
cién, cuantificacién y caracterizacién de la funcién y el
plegamiento de las proteinas, ha posibilitado avances en
el diagnéstico y la terapéutica de multiples enfermeda-
des'?. Por otra parte, el desarrollo de la Genémica y la
Proteémica, también ha contribuido al desarrollo de la
nanobiotecnologia, debido a la posibilidad de identificar
nuevas proteinas diana presentes en pequefias cantidades
en mezclas complejas de tejidos y fluidos bioldgicos”.

Entre las dianas terapéuticas mds atractivas, se en-
cuentran las proteasas, que catalizan la ruptura de los en-
laces peptidicos, actividad necesaria en todo el ciclo de
vida de un organismo vivo™®. Sus contrapartes molecula-
res, los inhibidores de proteasas (IP), constituyen regula-
dores endégenos de la actividad proteolitica. Esta activi-
dad ha motivado su uso en la biotecnologia y en el dia-
gnéstico o terapéutica de enfermedades tan diversas co-
mo el cancer y el Alzheimer, enfermedades inmunoldgi-
cas, inflamatorias, cardiovasculares y respiratorias e in-
fecciones parasitarias, fingicas y virales, como la mala-
ria, el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), las
Hepeatitis, entre otras®.

Entre las metodologias micro- y nanobiotecnoldgicas
utilizadas para el estudio de IP, se destacan las que se
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basan en la inmovilizacién de biomoléculas en superfi-
cies sélidas. Ejemplos de estas metodologias son la reso-
nancia superficial de plasmones (BIAcore)’ y la atenua-
cién de la intensidad de la sefal de espectrometria de
masas (IF MALDI-TOF MS)'*!! itiles para caracterizar
las propiedades funcionales de los IP y las proteasas.
También se han desarrollado nuevos métodos mads efi-
cientes de nano-cristalizacién de proteinas, para diluci-
dar su estructura tridimensional (3D), que permiten ob-
tener cristales a partir de volimenes pequefios de mues-
tras en el orden de las decenas de nanolitros. Estas nue-
vas metodologias pueden complementarse con métodos
tradicionales como la difraccién de rayos-X (DRX)'? y la
dispersion dindmica de la luz (DLS), técnica que permite
determinar el radio hidrodindmico (Rh) de nanoparticu-
las de diferente naturaleza en un intervalo de 1-1000
nm'’. Por su parte, la DRX permite caracterizar la fun-
cioén y el plegamiento o estructura 3D de las proteinas y
de complejos macromoleculares, como es el caso de los
complejos proteasas:IP'>™,

En el presente articulo se describe el empleo de BIA
core e [F MALDI-TOF MS, en la identificacién y carac-
terizacion de IP de importancia terapéutica y diagndstica,
a partir de su fuente natural. También se describe el uso
de DLS y DRX como herramientas complementarias pa-
ra la caracterizacién de estas nanoparticulas y sus com-
plejos con proteasas dianas.

2 Micro y nanobiotecnologias para la
identificacion y caracterizacion de IP

Inmovilizacion de biomoléculas en superficies so-
lidas. La inmovilizacién es el término tradicional em-
pleado para describir la metodologia de fijacién o atra-
pamiento de una biomolécula en una superficie sdlida y
generalmente insoluble. También puede definirse como
la localizacion de las biomoléculas en una fase, con re-
tencién de su actividad funcional, y la posibilidad de ser
utilizada de manera continua y repetitiva’’. Esta metodo-
logia es ttil en procesos industriales y biotecnolégicos
de bioconversién asi como en la Biomedicina '>'®. En los
ultimos afios se ha logrado reducir la escala operacional
de estas metodologias hasta 5-10 micrémetros y se han
disefiado nuevos prototipos de biomoléculas inmoviliza-
das en particulas nanométricas. Por otra parte, la utiliza-
cién de estas micro- o nanoestructuras con fines terapet-
ticos, permite disminuir la antigenicidad de los firmacos
y mejorar su distribucién o direccionalizacién en el or-
ganismo’.

El tipo de micro- o nanoparticula, el método de ob-
tencién y el grado de inmovilizacién (GI) se seleccionan
de acuerdo al ligando, el analito, la fortaleza de su inter-
accién y la posterior aplicacién de la particula'®. En ge-
neral, se recomiendan valores de la constante de equili-
brio de disociacién (Kp) de las moléculas interactuantes
entre 10*-10" M, para lograr su uso continuo y repetiti-
vo. En el caso de los IP end6genos, con valores de cons-
tante de inhibicién (K;) < 10~ * M, el GI debe ser bajo,

(2-7 pg/ ng de superficie) para disminuir los impedimen-
tos estéricos y las interacciones inespecificas'> '

El disefio de matrices de afinidad con este tipo de mi-
cro- o nanoparticulas, también permite la captura selecti-
va de biomoléculas, lo que aumenta la resolucién y el
rendimiento de la purificacién y ahorra tiempo y recur-
sos. Esto es especialmente importante en IP y otras pro-
teinas con potencialidades terapéuticas, las que requieren
de un alto grado de homogeneidad"”.

Para optimizar la inmovilizacién de proteasas e IP,
nuestro Laboratorio ha desarrollado una estrategia de di-
seflo racional que permite calcular la densidad de grupos
reactivos que pueden interactuar con la proteina en la
superficie sélida, minimizar los impedimentos estéricos
y estimar la cantidad mixima tedrica de proteina por
unidad de superficie. Esta prediccion in silico permite
predecir las caracteristicas mas importantes de la particu-
la y ahorra recursos y tiempo de experimentacién'®. Esta
estrategia, ejemplo de convergencia de las micro- y na-
notecnologias, la biotecnologia y la informadtica, ha per-
mitido inmovilizar por primera vez, varias proteasas di-
anas. La posterior identificacién y purificacién de IP
frente a estas enzimas, pudiera contribuir al diagndstico
o terapéutica de enfermedades, entre las que se encuen-
tra, la malaria'"'*%°,

Aplicaciones de la inmovilizacion en la identifi-
cacion y caracterizacion de IP

Meétodos proteomicos. La atenuacién de la intensi-
dad de la sefial de espectrometria de masas con el méto-
do de ionizacién asistida por matriz y analizador de
tiempo de vuelo (IF MALDI-TOF MS: del inglés “inten-
sity fading”, ‘‘matrix-assisted laser desorption ioniza-
tion”, “time of flight”, “mass spectrometry”) posibilita
detectar la formacién de complejos entre moléculas, par-
ticularmente proteinas, mediante la utilizacién de la es-
pectrometria de masas como transductor'®'’.

El método fue desarrollado para identificar IP a partir
de mezclas naturales complejas mediante su capacidad
de interaccién con las proteasas que inhibe'’. La forma-
cién del complejo se detecta mediante la atenuacién o
apagamiento de la intensidad idnica molecular de una
proteina, después de adicionar su contraparte molecular,
cuando se compara con un espectro de masas control de
la muestra inicial’. Una variante desarrollada posterior-
mente, incluye una etapa de afinidad con la proteasa in-
movilizada en microparticulas poliméricas'’. El inhibi-
dor retenido en la microparticula puede ser eluido selec-
tivamente y analizado mediante espectrometria de ma-
sas'?!. De esta forma, la reaparicién o el aumento de la
intensidad de la sefal en el espectro de la fraccién elui-
da, corrobora la presencia de una molécula capaz de in-
teractuar con la proteasa inmovilizada y descarta la posi-
bilidad de interacciones inespecificas (Figura 1).

Esta metodologia ha permitido identificar IP en ex-
tractos heterogéneos de invertebrados marinos. Por
ejemplo, la interaccién del extracto del anélido marino
Sabellastarte magnifica con carboxipeptidasa A (CPA),
produjo la disminucién de una sefial correspondiente a
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20 kDa (Fig. 1). La posterior elucién de los componentes
retenidos, sugirié la presencia en el extracto de un in-

hibidor de CPA con una masa molecular de 20 kDa, que
fue posteriormente purificado y caracterizado®.
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Figura 1. Izquierda: estrategia general de identificacion de IP a partir de mezclas complejas mediante IF MALDI-TOF MS. El
circulo negro representa la particula de agarosa donde se inmoviliza la enzima. Derecha: Identificacion de actividad inhibidora de
CPA en el extracto de S. magnifica. La interaccion con la enzima (pH 5 y temperatura ambiente) provoca la desaparicién de la se-
fial iénica con m/z ~20 kDa presente en el extracto crudo (ver flecha), que reaparece al eluir con 0.1% TFA, pH 1.

Esta metodologia también permite caracterizar el
espectro de actividades inhibitorias de IP previamente
purificados. Por ejemplo, el estudio mediante IF MALDI
TOF, del inhibidor recombinante ShPI-1, indicé que éste
mantiene las principales caracteristicas funcionales del
inhibidor natural, obtenido de la anémona de mar
Stichodactyla helianthus. La molécula natural interactia
con proteasas de tipo serino (tripsina) y aspértico (pepsina)
y constituye el primer IP descrito’activo frente a
proteasas de tres clases mecanisticas diferentes,
propiedad que le confiere ventajas para su uso
biotecnoldgico y diagnéstico™>.

Por otra parte, se ha demostrado que la intensidad rela-
tiva de la sefial i6nica del IP, en funcion de las concentra-
ciones de la enzima diana, responde a un comportamiento
cinético tipico de estas moléculas. Este resultado posibilita
clasificar a priori los IP en base a su fortaleza de interac-
cidn, a escala semicuantitativa. Por lo tanto, la metodologia
IF MALDI-TOF MS complementa los ensayos cinéticos
tradicionales y confirma la presencia de IP capaces de
interactuar con sus proteasas diana. El conocimiento de
las masas moleculares de los IP detectados, facilita su
purificaciéon y caracterizaciéon. Es posible, ademads,
realizar la deteccién en un intervalo amplio de masas
moleculares y no existe limite de masa para la molécula
diana. Otras ventajas estan relacionadas con su rapidez y
sensibilidad (deteccion de muestra en el intervalo sub-
micromolar) y la posibilidad de su integracién a un

formato de alto flujo.

Métodos de interaccion en tiempo real. El estu-
dio de las interacciones moleculares —asistido por tecno-
logia basada en el fendmeno fisico de Resonancia de
Plasmones de Superficie— se realiza en un sensor chip,
cuya superficie combina una alta capacidad de unién, re-
producibilidad en las medidas y resistencia quimica’. A
pesar de que existen bioships de diversos formatos, el
mas empleado es el Biacore (Biacore AB), en el que una
molécula (ligando) se inmoviliza en una superficie de
oro, recubierta por cadenas de carboximetildextrano.
Posteriormente, su contraparte molecular (analito) se in-
yecta a flujo continuo sobre la superficie derivatizada.
Como resultado de la interaccion, ocurre un aumento de
la densidad de masa en la superficie, lo que genera un
cambio del indice de refraccion en la vecindad del bio-
chip. Este fenémeno es transducido en tiempo real por el
sistema Optico acoplado al sensor, que genera un perfil
continuo de la unién (sensograma). En la fase inicial del
experimento, la forma del sensograma refleja la produc-
cién simultinea de los procesos de asociacion-
disociacion. En la fase final (cuando circula solucién li-
bre de analito) el sensograma representa solo el proceso
de disociacién (Fig. 2 arriba). Para eliminar los efectos
inespecificos, el analito se inyecta en paralelo a través de
una superficie control virgen (o derivatizada con otro li-
gando) y el sensograma control es sustraido del senso-
grama original **,
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Cuando se aplica al estudio de sistemas proteasa (li-
gando)-inhibidor (analito), esta herramienta puede sumi-
nistrar dos tipos de informacién. Primeramente, el anali-
sis de la forma del sensograma puede demostrar la pre-
sencia de (uno o mds) compuestos capaces de interactuar
especificamente con la proteasa inmovilizada®. Ade-
mds, si se conoce la relacién estequiométrica del com-
plejo y la cantidad de enzima activa inmovilizada en el
biochip, es posible estimar la masa molecular del inhibi-
dor y su concentracién®®. En segundo lugar, es posible
seguir el curso temporal de los procesos de asocia-
cién/disociacion y obtener informacién cinética de estos
fendémenos. Para esto es necesario obtener sensogramas
sucesivos, mediante la inyeccién de soluciones con con-
centraciones crecientes del inhibidor (Fig. 3 abajo). Este
procedimiento permite calcular las constantes cinéticas
de asociacion (k,s) y disociacion (ky;), asi como la cons-
tante de equilibrio de disociacion del complejo proteasa-
inhibidor (Ki), mediante el ajuste de los datos obtenidos
a modelos matemdticos®. De esta forma, es posible se-
leccionar los IP mids prometedores atendiendo a diferen-
tes pardmetros cinéticos. Ademds de la Ki, que refleja la
fortaleza de la inhibicién, resulta muy informativo el va-
lor de ky;s, que es proporcional a la estabilidad temporal
del complejo enzima-inhibidor y por tanto, podria ser in-
dicativo de efectos mas prolongados in vivo™.

La tecnologia BIAcore se ha empleado en la seleccion
y caracterizacién de IP sintéticos contra la proteasa as-
pértica del VIH? y las proteasas dcidas secretadas por
Candida albicans™. También, en la bisqueda y caracte-
rizacién funcional de IP a partir de fuentes naturales,
frente a enzimas dianas de diversas clases mecanisticas.
Por ejemplo, se ha realizado la biisqueda de inhibidores
de tripsina (proteasa de tipo serino) y carboxipeptidasa B
(de tipo metalo) en varias especies vegetales”. También
se utiliz6 en el tamizaje primario en invertebrados mari-
nos, de inhibidores de papaina, una proteasa de tipo cis-
teino de origen vegetal (http://www.bioveg.bioplantas.cu
paglll). A partir de ese tamizaje se identific6 un IP de
unién fuerte en la gorgonia P. homomalla, que se en-
cuentra actualmente en estudio (Fig. 3B).

Para la identificacion exitosa de IP en fuentes natura-
les, es necesario el procesamiento de un gran nimero de
muestras en corto tiempo, con métodos que ofrezcan una
alta confiabilidad y reproducibilidad de los resultados.
En tal sentido, se ha desarrollado una estrategia que
combina: (i) ensayos enzimdticos de alta productividad
(mimero de muestras/operario/dia) para el tamizaje pri-
mario y (ii) la re-evaluacion de los extractos positivos
mediante BIAcore. Con este objetivo, se han utilizado
ensayos enzimaticos heterogéneos para la identificacién
a gran escala, de inhibidores de la proteasa del VIH® y
de Plasmepsina 2 (PImII)*, proteasa de tipo aspartico de
P. falciparum, agente causal de la malaria. El re-andlisis
de los extractos mis prometedores mediante BIAcore,
permitid la posterior purificacién y caracterizacién de un
inhibidor de PlmlI en el extracto de P. homomalla"®.

Entre las ventajas de la tecnologia BIAcore se en-
cuentran: la baja frecuencia de aparicion de falsos positi-

vos, su alta sensibilidad y que no requiere el marcaje de
sus componentes. Entre sus limitaciones se halla la difi-
cultad para estudiar analitos de muy bajo peso molecular
y los sistemas de asociacién muy rapida (k,>10° Ms")
y/o disociacién muy lenta (kdis<10'5 s')9.

Por ultimo, se han desarrollado sensores basados en
SPR, completamente automatizados y de alta productivi-
dad, mediante su acoplamiento con técnicas analiticas de
alto flujo como MALDI-TOF MS™. Esta metodologia
posee un enorme potencial para el estudio de interaccio-
nes en proteomas completos, empleando micro-arreglos
complejos de proteinas y técnicas de andlisis de image-
nesm, lo que abre nuevos horizontes a esta potente
herramienta en la era post-genémica.

5T
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Figura 2. Arriba: Sensograma tipo de un experimento de inter-
accién analito-ligando por el método BIAcore. Se muestra la
forma tipica de la curva en las distintas etapas del experimento.
Abajo: Familia de sensogramas resultantes de la interaccién en-
tre la Papaina, inmovilizada en el bioship y concentraciones de
proteina crecientes del extracto de la gorgonia P. homomalla.
Lineas oscuras: sensogramas tedricos del ajuste del modelo de
Langmuir a los datos experimentales (estequiometria 1:1).

3 Metodologias complementarias para
el estudio de nanoparticulas: aplicacio-
nes a la caracterizacion de complejos
proteasa:inhibidor

Dispersion dindmica de la luz. La técnica DLS (del
inglés “Dynamic light scattering”), conocida también
como espectroscopia de correlacion de fotones (PCS), ha
demostrado ser eficaz en el estudio de nanoparticulas de
diferente naturaleza'’. Los aspectos experimentales y
tedricos de esta metodologia han sido ampliamente do-
cumentados, por lo que no se abordardn en este articu-
103!, Este método, detecta las fluctuaciones de la dis-
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persion de la luz laser debidas al movimiento Browniano
de las particulas, y que dependen del tamafio de estas
moléculas. Las variaciones en el tiempo de este proceso
fisico, se describen a través de la funcion de autocorrela-
cién (D), a partir de la cual puede calcularse el radio
hidrodinamico (Rh) de las particulas en solucién'*?",

La metodologia DLS fue propuesta inicialmente para es-
tudiar el proceso de nucleacion de cristales de proteina
en solucion, lo que permitié distinguir entre precipitados
amorfos y cristalinos en soluciones supersaturadas. En
los tiltimos afios DLS se ha aplicado a otros sistemas con
el objetivo de conocer el grado de polidispersion (Fig. 3)
de las muestras y se considera un método analitico de
prediccién y monitoreo del proceso de cristalizacién'*?!.
También ha cobrado gran interés el estudio del estado de
agregacién y el cdlculo de Rh de proteinas utilizadas en
nanoparticulas con aplicaciones en la nanomedicina, ya
que estos paramétros pueden influir en la efectiva libera-
ciény la actividad de la proteina.

En el caso de los IP, el proceso de autoagregacion en
solucién del inhibidor de tripsina de pédncreas bovino
(BPTI o aprotinina) ha sido uno de los fendmenos mas
estudiados™, lo que resulta imprescindible debido a sus
aplicaciones biomédicas. Este inhibidor se ha utilizado
para mejorar la respuesta terapéutica a la administracion
por vial oral de biomoléculas peptidicas™ (Tabla 1).

Otra aplicacion de esta metodologia ha sido el moni-
toreo del valor Rh de una nanoparticula proteica debido
a su interaccién con otras proteinas, lo que permite de-
mostrar la presencia de complejos macromoleculares.
También ha permitido investigar caracteristicas de com-
plejos macromoleculares, por ejemplo la relacién este-
quiométrica y la estabilidad de complejos proteasa-
sustrato y proteasa-inhibidor, respectivamente'**. La
comparacién del Rh de muestras monodispersas del in-
hibidor recombinante ShPI-1 en forma libre y en com-
plejo con tripsina bovina, corroboré la formacién del
complejo ShPI-1-tripsina. Asimismo, se evidenci6 la es-
tabilidad del complejo debido a la permanencia de la se-
fal de DLS de la nanoparticula en solucién por mas de
12 dfas™.

Cristalografia/Difraccion de Rayos-X. Esta me-
todologia permite dilucidar la relacién estructura-funciéon
de las proteinas mediante la determinacidn de su estruc-
tura 3D. A su vez, este conocimiento ha permitido abor-
dar el disefio racional de nuevos inhibidores y estrategias
de mutagénesis sitio especifico de IP naturales. Por
ejemplo, la mayoria de los inhibidores sintéticos de la
proteasa del VIH, utilizados en la actualidad en la terapia
antirretroviral, se diseflaron teniendo en cuenta la estruc-
tura 3D de esta enzima y de inhibidores de la renina y
otras proteasas de tipo aspértico™.

La determinacion de la estructura 3D de proteinas in-
volucra el empleo de la radiacién de rayos-X, con longi-
tudes de onda similares a las dimensiones de este tipo de
biomoléculas (0.1nm-1nm). Sin embargo, debido a que
la difraccién que produce una molécula individual es
muy débil, se requiere obtener un cristal con moléculas

de proteina ordenadas regularmente en forma de una red
. g . 12
tridimensional .
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Figura 3. Medicién mediante DLS, del grado de polidispersion
y el radio hidrodindmico de dos muestras del inhibidor recom-
binante ShPI-1A. Arriba: Histograma de una muestra polidis-
persa. Abajo: muestra monodispersa con un solo tipo de parti-
cula en solucién y un valor Rh=7.69 £ 0.10 nm.

Tabla I
Ejemplos del uso de IP en nanoparticulas con aplica-
ciones en la nanomedicina
Actividad
Inhibidor inhibido- Aplicacién en la nanomedicina
ra
Vesiculas multilamelares que encap-

Proteasas sulan medicamentos peptidicos. In-

BPTI de tipo se- hibicién in vitro de tripsinay 1 con-

rino centracion en sangre de drogas (ad-
ministracion oral)™>.

Encapsulamiento en liposomas. 1 es-

/SLPI Leuco- tabilidad de rSLPI frente a catepsina

proteasa 1 L. Terapéutica de enfermedades pul-

monares” .

IP péptido Proteasa  Encapsulacién en liposomas y direc-

miméticos VIH cionalizacién a células infectadas*.

Reduccién de la carga viral por di-
. . Proteasa . ., B

Ritonavir VIH reccionalizacién en nanoparticulas,

hacia el sistema nervioso central*'.
Encapsulacién en nanoparticulas, di-
Proteasas reccionalizacién a células tumorales
Cistatina  de tipo cis- de mama. Inactivacién de catepsina

teino B del tumor y reduccién de metdsta-

. 42
sis™.
1: Aumento, rSLPI: inhibidor recombinante de la leucopro-

teasa 1, referencias: 33, 39-42.

RCF vol. 26, No. 1, 2009, p. 80



La nanocristalizacion de proteinas, con el empleo de
sistemas automatizados, ha permitido disminuir los vo-
Iumenes de la muestra a cristalizar, hasta 20-100 nL, en
experimentos de difusién al vapor
(http://www .bfsc.leidenuniv.nl/research/nano. html).
También se ha descrito la posibilidad de crecer cristales
en volimenes de gota de hasta 1 nL*, lo que permite en-
sayar un mayor nimero de condiciones de cristalizacién
con igual cantidad de muestra. El empleo de este tipo de
sistema permiti¢ determinar la estructura 3D del comple-
jo rShPI-1A-:tripsina bovina, utilizando volimenes de
solucién de protefna de 20 nL'.

Por otra parte, el desarrollo y la optimizacién de los
sistemas de colecta de datos de DRX en la actualidad,
estd permitiendo el uso de cristales de proteinas con di-
mensiones nanométricas”. La colecta de datos con el
empleo de Sinchrotrones de tercera generacién, usual-
mente requiere cristales de, al menos 20 wm, debido al
dafio que provoca la radiacién. Las dimensiones del cris-
tal también dependen del tamafio de la celda unitaria, lo
que es particularmente critico en el caso de proteinas con
masas moleculares elevadas. Por ejemplo, para la deter-
minacion de la estructura 3D de la proteina de membrana
fotosistema I, se utilizaron cristales mayores de 500
um”. Estas limitaciones, sumado a las dificultades de la
produccién de cristales, han motivado el interés en la
llamada “powder protein crystallography’>, utilizada
fundamentalmente para proteinas de membrana®. Esta
metodologia se basa en la determinacion de la estructura
3D mediante la colecta de cientos de conjuntos de datos
parciales, a partir de muchos cristales con dimensiones
nanometricas’*%. Por lo tanto, la cantidad de proteina
utilizada actualmente en experimentos de DRX es mu-
cho mayor que la necesaria para producir cristales, lo
que demuestra las potencialidades futuras de optimiza-
cién de los métodos de cristalizacién de proteinas.

La nanocristalizacién de proteinas, favorecerd la de-
terminacion de la estructura 3D de proteinas minoritarias
a partir de genomas completos. Por lo tanto, pudiera
complementar los resultados de identificacién y caracte-
rizacién de IP con aplicaciones potenciales en la biome-
dicina.

4 Consideraciones finales

Uno de los grandes retos de la nanobiotecnologia es el
desarrollo de "nanoterapias" dirigidas especificamente a
los tejidos y drganos enfermos, sin dafiar a las células
sanas. Entre las biomoléculas utilizadas con este objetivo
se encuentran también los IP, lo que abre un camino po-
tencial a la obtencion de sistemas de liberacion y protec-
cién de este tipo de biomoléculas (Tabla 1). De esta ma-
nera, las herramientas y técnicas en la micro- y la na-
noescala han sido empleadas no s6lo para la identifica-
cién y estudio molecular de los IP, sino también en su
manipulacién para el desarrollo de nanoparticulas con
aplicaciones en la nanomedicina. Esto pudiera producir
grandes avances diagndsticos y terapéuticos, lo que a su

vez, demuestra la importancia de estas tecnologias para
la identificacién y caracterizacién de nuevos IP.
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Sumario. Se presenta un estudio de la dependencia térmica de la corriente umbral en liseres de diferentes materiales
haciendo énfasis los ldseres en base a GaInN As. En este caso se utilizé un modelo que incluye, la recombinacion radia-
tiva, la monomolecular y la Auger. El coeficiente de recombinacién monomolecular (A,,) se tom¢ independiente de la
temperatura, mientras que para el coeficiente radiativo (B,) se utilizé una dependencia tipo B, o T' y para el coeficien-
te Auger (C,) una variacion exponencial. Estos coeficientes se utilizaron como pardmetros de ajuste en la simulacion.
Los resultados muestran que la recombinacién monomolecular es el mecanismo dominante en estos dispositivos y que
la recombinacién Auger debe tenerse en cuenta en todos los casos aunque con diferente peso segln la estructura.

Abstract. Results on the temperature dependence of the threshold current density for semiconductor lasers based in dif-
ferent materials are presented, emphasizing in GaInN As devices. In this case the model considers, the radiative, mono-
molecular and Auger recombination components. The monomolecular recombination coefficient (A,,) was taken inde-
pendent of temperature; while the radiative coefficient (B,) was taken as B, = T and for Au ger coefficient (C,) an ex-
ponential dependence was considered. These coefficients were used as adjustable parameters in the simulation. Results
shown that while the monomolecular recombination is the main mechanism responsible for the increment of the thres-
hold current with temperature the Auger component should be considered in all cases although with different weight re-
lated with the structure.

Palabras clave. Laseres semiconductores, 42.55.Px, Dispositivos a pozo cudntico, 85.35.Be, Dispositivos optoelectrd-
nicos, 85.60.q

1 Introduccidn

En los tdltimos afios la nanotecnologia ha tenido un gran
progreso en diferentes areas, pero, el avance mas signifi-
cativo se ha alcanzado en el drea de los semiconductores.
Las nanoestructuras semiconductoras han revolucionado
la electrénica, la foténica y la optoelectrdénica, y es en es-
ta dltima donde los beneficios de las estructuras de baja
dimensién se han introducido ya en unos pocos disposi-
tivos practicos, destacandose entre ellos los laseres semi-
conductores.

Los laseres semiconductores (LDs) forman parte de
nuestra vida cotidiana y se utilizan en aplicaciones tan
variadas como, sistemas de comunicacién 6ptica por fi-
bra, almacenamiento de informacién, impresoras, fuente
de bombeo para otros laseres, etc.

Uno de los aportes mas significativos al desarrollo de
estos dispositivos fue la introduccién de las heterojuntu-
ras por Zh. L. Alferov! (premio Nébel en Fisica, 2000), lo
que hizo posible la obtencidn de dispositivos con bajos
valores de densidad de corriente umbral (Ji,) que opera-
sen en régimen continuo a temperatura ambiente. En par-
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ticular fue crucial el desarrollo de la estructura SCH (Se-
parate Confinement Heterostructure), donde los portado-
res son confinados por las barreras situadas a ambos la-
dos de la zona activa; en tanto, la luz es confinada por
las capas “cladding”, que hacen funcién de guia de on-
das debido a sumenor indice de refraccion.

Otra contribucién importante al perfeccionamiento de
los laseres semiconductores fue el desarrollo, en los afios
70, de técnicas de crecimiento como la Epitaxia de
Haces Moleculares (MBE) y la Deposicién Quimica de
Compuestos Metal Organicos (MOCVD), con las que-
comenzaron a desarrollarse los laseres a pozo cudntico
(QW) que se introdujeron en la década del 80. La princi-
pal ventaja de utilizar como zona activa una capa de es-
pesor cudntico es que la densidad de estados es bidimen-
sional (2D) en lugar de tridimensional (3D) como en una
capa volumétrica. Al ser el volumen activo mds peque-
flo, hay una menor cantidad de estados a llenar para lo-
grar la inversién de poblacién requerida para obtener ga-
nancia. Con la introduccién de los ldseres a QW se logré
una importante reduccién de la J;,. Hoy en dia todos los
laseres comerciales utilizan alguna variante de estructura
SCH con uno o mas QW en la zona activa.

En todas las aplicaciones practicas los dispositivos se
calientan, lo que provoca el incremento de la densidad de
corriente umbral, que sigue la relacién empirica:

Ju=Jy exp[%o) (1

donde Tyes la llamada temperatura caracteristica. En la
prictica se desea que los dispositivos tengan altos valo-
res de Ty. Por ejemplo, en ldseres de AlGaAs se alcanzan
habitualmente valores por encima de 150 K mientras que
en los de GalnPAs los valores de este pardmetro son pe-
quefios, alrededor de los 60 K.

En la practica se observan frecuentemente desviacio-
nes de esta ley exponencial dada por (1) y en las curvas
de Jy, en funcién de la temperatura aparecen puntos de
cambio de pendiente llamados “kinks”. Por esta razén, es
usual reportar para un mismo dispositivo varios valores
de T, definidos en diferentes intervalos de temperatura.

La dependencia térmica de Jy;, estd determinada por los
diferentes mecanismos de recombinacién y pérdida pre-
sentes en el dispositivo. Del total de portadores inyecta-
dos en la zona activa de una estructura una parte recom-
bina radiativamente y otra de manera no radiativa por di-
ferentes mecanismos. Los portadores también pueden
escapar hacia las capas cladding (fuga vertical). Todos
los portadores que no participan en la emisién estimula-
da deben ser compensados por la densidad de corriente
umbral, asi esta estard dada por la suma de las compo-
nentes asociadas a los mecanismos presentes en una es-
tructura determinada.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos
por los autores sobre el estudio de la dependencia térmi-
ca de J, en laseres de diferentes materiales semiconduc-
tores, haciendo énfasis en los ldseres en base a GaInNAs
que se encuentran atin a nivel de laboratorio.

2 Laseres de Al,Gai.xAs

Los laseres en base a Al,Ga| As que emiten en el rango
de longitudes de onda del rojo al infrarrojo tienen aplica-
cién en impresoras, lectores de CD, equipos de diagnds-
tico en la medicina, asi como en fuentes de bombeo de
laseres de estado s6lido como el de Nd:YAG y han sido
los mis estudiados entre todos los laseres semiconducto-
res.

En [2] reportamos un valor de Ty de 307 K para un 14-
ser a QW de Al Ga, ,As con largo de cavidad de167 pm.
En esta estructura la dependencia térmica de la corriente
umbral fue simulada considerando, ademis de la compo-
nente radiativa (Jgiaiva), 1@ recombinacion no radiativa
de Auger (Jauger) ¥ 1a fuga de electrones (Jpga) que no son
confinados por las barreras y escapan hacia las capas
cladding.

La componente radiativa de la corriente umbral se
puede calcular por la siguiente expresion®

T a0 = 4L By (D, 0 F )
donde L, es el ancho del pozo que forma la zona activa,
B, el coeficiente de recombinacién radiativa y ny, la den-
sidad de portadores umbral.

La contribucién a la corriente de umbral debido a la
recombinacién no radiativa de Auger se calcula por la
siguiente expresion’:

‘]Auger (T)= qLZCa (T)[nth(T)F 3)

En este caso debe tenerse en cuenta que en un semi-
conductor pueden tener lugar una gran variedad de pro-
cesos Auger, dependiendo de la naturaleza de las posi-
bles transiciones y la concentracién de portadores® por lo
que en general su contribucidn se tiene en cuenta a través
de un coeficiente C, que representa un promedio de estos
procesos.

La corriente de fuga de electrones es un mecanismo
gobernado por la diferencia de energia (band-offset) en-
tre las bandas de conduccién de los materiales que for-
man la zona activa y las capas cladding. Para calcular es-
ta componente utilizamos la siguiente expresién aproxi-
mada:

e D,n’
J s = — )

L, tanh( %ej

donde D,y L. son el coeficiente y la longitud de difusién
de los electrones respectivamente, S es la distancia de la
zona activa al contacto y n° es la concentracién de elec-
trones no confinados por la barrera de potencial. Los de-
talles del calculo se pueden encontrar en [4].

Teniendo en cuenta estas componentes la densidad de
corriente umbral total viene dada por:

I (D) =J, 4T +] (1) 47,00 ™ 5)

En la figura 1 se muestra el resultado de la simulacién

para un dispositivo con un largo cavidad de 476 um y se
observa como la componente radiativa predomina hasta

Auger
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la temperatura ambiente, mientras que a altas temperatu-
ras la corriente asociada a la fuga de electrones supera al
resto de las componentes.

También se puede observar como el cruce de la com-
ponente de fuga con la componente radiativa es respon-
sable de la aparicién de un kink alrededor de los 320 K.

1500 | J ol ]
al/ -
F
’ 4‘.
- ¥ |/
1000} w -
o FAR
"E ';. fuga
— . /-
500 |- . " /}J 1
s ::_!/-./_-‘fj radiativa /J
- ) / Auger
PO W —— — e v
50 100 150 200 25 300 350

Temperatura (K)

Figura 1. Densidad de corriente umbral simulada junto a sus
componentes en funcién de la temzperatura para un dispositivo
con zona activa de Alg 4Gag geAs”.

2.1 Laseres “azules”

La obtencién de laseres semiconductores que emiten en
longitudes de onda corta (violeta-azul) significé un gran
paso de avance tecnoldgico para la impresién y el alma-
cenamiento de informacion, entre otras aplicaciones. En-
tre los semiconductores con posibilidad de emisién en
esta region, en la década del 90, se cifraron grandes es-
peranzas en el CdZnSe. Sin embargo, a pesar del gran
nimero de trabajos tedricos y experimentales desarrolla-
dos, estos ldseres no alcanzaron los tiempos de vida de
10* a 10° horas que se requiere para su explotacién prac-
tica.

En el CdZnSe la recombinacién Auger es desprecia-
ble, pues la probabilidad de ocurrencia de este proceso
en materiales con energia de la banda prohibida ancha es
muy pequefa. Sin embargo, la fuga de portadores, en
particular la de huecos, tiene un gran peso siendo res-
ponsable del rdpido incremento de la densidad de co-
rriente umbral con la temperatura’. Esto se debe a la pe-
quefia diferencia entre la energias de la banda prohibida
del material de la zona activa y las capas cladding en es-
tas estructuras.

Uno de los principales problemas de los laseres en ba-
se a CdZnSe es la dificultad para obtener un buen con-
tacto tipo p. Los altos valores de voltaje de mas de 10 V
que caen en este contacto, provocan un aumento de tem-
peratura adicional durante la operacién laser ©, lo que di-
ficulta la operacién en régimen continuo, en particular a
altas temperaturas.

En la practica, la emision en el ultravioleta y el azul
en base a semiconductores se logré a fines de la década
del 90 en laseres en base a InGaN. Uno de los problemas
fundamentales para crecer estos dispositivos es la falta
de un sustrato adecuado, el desacople reticular entre el
GaN vy el zafiro o el SiC que son los dos sustratos mas
utilizados, es tan grande, que provoca la generacién de
una densidad de dislocaciones muy alta, que llegan des-
de el sustrato hasta la region activa del dispositivo. Estas
dislocaciones se comportan como centros de recombina-
cién no radiativa conspirando contra la emision l4ser en
el material. A pesar de esto, en 1996 Nakamura’ reporta
el primer laser en base a InGaN que operaba en régimen
continuo, emitiendo en la longitud de onda de 417 nm y
en enero de 1999 se introdujo en el mercado el primer
laser semiconductor emitiendo en el azul.

La posibilidad de obtener emision eficiente en el In-
GaN, a pesar de la gran densidad de defectos, estd rela-
cionada con la dimensionalidad. El uso de aleaciones en
la zona activa de un dispositivo, y en concreto en pozos
cuédnticos, puede crear no uniformidades debido a fluc-
tuaciones tanto del ancho del pozo como de la composi-
cién. En esto juega un papel importante la presencia de
tensiones. En el caso del InGaN estos efectos son muy
pronunciados y se forman regiones ricas en In que cons-
tituyen estados de energia localizados, estos actian como
puntos cudnticos que evitan que los portadores sean atra-
pados por centros de recombinacién no radiativos origi-
nados por las dislocaciones®.

En [9] reportamos un estudio de la dependencia tér-
mica de la Jy para una estructura con zona activa de
Ing 13Gag g;N de 5 nm de espesor rodeada de dos barreras
de GaN y estas a su vez por capas cladding de
Al 1GaggN. En el modelo consideramos la componente
de difusion de la corriente de fuga de electrones hacia las
capas cladding (Jue.) por ser pequefia la diferencia de
energia entre las respectivas bandas del material de la
zona activa y el de la capa cladding. De esta forma la Jy,
queda:

T = 10g M+ G (D (6)

En estos ldseres encontramos que corriente de fuga de
electrones representaba mas de la mitad de la corriente
umbral total, confirmando que es el principal mecanismo
de pérdidas en estos ldseres. En este material la densidad
de corriente de fuga asociada de huecos es significativa-
mente menor que la de electrones debido a la alta masa
efectiva de los huecos, su baja movilidad, y el mayor
band-offset entre las bandas de valencia por lo que su
aporte se puede despreciar.

Por otra parte, a pesar de los grandes éxitos alcanza-
dos en la fabricacion de laseres basados en este material,
las estructuras tienen problemas con el control y estabili-
dad de los modos transversales al plano de la juntura y
los patrones de campo lejano revelan la presencia de
modos de orden superior'’, lo que es un inconveniente en
algunas aplicaciones, por lo que las estructuras en base a
InGaN son todavia objeto de procesos de optimizacién''.

RCF vol. 26, No. 1 2009, p. 85



2.1 Laseres de GalnNAs

En la actualidad, en los sistemas de comunicacién Optica
por fibra se utilizan laseres de GalnPAs que emiten en
longitudes de onda de 1.3 y 1.5 um donde las fibras tie-
nen minimos de absorcién. Sin embargo, estos dispositi-
vos tienen valores de T, relativamente bajos, del orden
de 60 K, por lo que es necesario acoplarles unidades de
enfriamiento que encarecen los sistemas.

En 1996 Kondow'? encontré que afiadiendo pequeiias
cantidades de nitrégeno en capas de InGaAs en sustitu-
cién al arsénico (As) se produce una fuerte reduccion la
energia de la banda prohibida extendiéndose la longitud
de onda de emisionde 1.1 pum al rango de 1.3 a 1.5 um.

El GalnNAs ademis se puede crecer pseudomorfica-
mente sobre GaAs lo que resulta muy ventajoso. Otra de
las ventajas que ofrece este material al ser crecido sobre
GaAs es que la heteroestructura de GaInNAs/GaAs pre-
senta una mayor discontinuidad en la banda de conduc-
cion (band-offset) que una de GalnPAs/InP, lo que dis-
minuye la posibilidad de fuga de portadores y contribuye
a mejorar la estabilidad térmica de los dispositivos.

Por todo esto, en los tltimos afios se ha desplegado un
gran esfuerzo en la investigacion sobre este material y se
han obtenido a nivel de laboratorio resultados promete-
dores. Varios grupos han reportado valores de tempera-
tura caracteristica por encima de 150 K'*', aunque estos
se han obtenido en rangos de temperaturas relativamente
pequefios.

En la literatura, ademds existen, discrepancias sobre
los mecanismos de recombinacién no radiativos predo-
minantes en estos laseres. Si bien es aceptado que el me-
canismo predominante es la recombinacién monomole-
cular a través de defectos'>'*'7, hay divergencia sobre la
presencia o no de corriente de fuga vertical' y lateral'” y
la magnitud de la recombinacién no radiativa Auger'®.

En [18] simulamos la dependencia térmica de la den-
sidad de corriente umbral en varias estructuras en base a
GalnNAs reportadas en la literatura muy similares a la
original propuesta por Kondow. En todos los casos con-
sideramos solamente las componentes, radiativa, mono-
molecular y Auger de la corriente umbral, obteniendo un
buen ajuste de los valores experimentales reportados.

La inclusién de la recombinacién por defectos o mo-
nomolecular en estos laseres se debe la gran cantidad de
defectos que produce la introduccién de nitr6geno en la
zona activa de estos dispositivos'®. En general, estos de-
fectos se forman, en muchos casos, durante el proceso de
crecimiento. Para determinar la componente monomole-
cular de la densidad de corriente umbral se utiliza la si-
guiente expresién: >

J"’II)IIU

(T)=qdA,n, (T) )

donde A, es el coeficiente de recombinacién monomo-
lecular. En este trabajo consideramos este coeficiente in-
dependiente de la temperatura, teniendo en cuenta que la
variacién de temperatura, en particular su aumento, no

induce nuevos defectos en el dispositivo. Sin embargo, la
densidad de corriente monomolecular varia débilmente
con la temperatura a través de la concentracién de porta-
dores umbral. En GaInNAs se ha reportado®que el co-
eficiente de recombinacién monomolecular es del orden
de 10%10°s™.

En la figura 2 se muestra un esquema de una de las
estructuras estudiadas'®. Esta consta de un solo pozo de
Gaygglng 4NogosAsgoos €n la zona activa. Este autor midio la
densidad de corriente umbral en el rango de temperaturas
de 283-383 K para un dispositivo con longitud de la ca-
vidad de de 2000 pwm y simul6 su dependencia térmica
considerando la presencia de la recombinacién radiativa,
la monomolecular y la fuga vertical de huecos, despre-
ciando la recombinacién Auger.
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Figura 2. Esquema de la estructura reportada por Tansu'®

Nosotros simulamos la data J, vs T reportada por este
autor considerando la recombinacion monomolecular, la
radiativa y Auger. Asi la J;, total queda:

‘]th (T) = Jmono (T) + Jrad (T) + Jauger (T) (8)

La componente de recombinacidn radiativa se calculd
a través de la expresion (2) y la dependencia con la tem-
peratura del coeficiente B/(7) se considerd segiin el in-
verso de T, aunque en el caso de los laseres de GalnNAs
algunos autores han utilizado una variacién exponen-
cial.

La dependencia con la temperatura del coeficiente de
recombinacién Auger C, se tomé segin'®*":

Ca (T) o< Exp ﬂ
kpT

donde k3 es la constante de Boltzman y AE, la energia de
activacion de los procesos Auger, que segin reportes en
la literatura es del orden de 60 meV en este material®.

La concentraciéon de portadores umbral se calculé a
partir de la relacion:

©))

Tl Jﬂ’lexp

n, =
th
el

®)

donde Jiey, €s la densidad de corriente umbral medida
experimentalmente y 7, el tiempo de recombinacion total
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que en este caso consideramos variable con la temperatu-
ra.

En la tabla I se resumen los coeficientes utilizados en
el ajuste junto a sus valores a temperatura ambiente y los
resultados de la simulacion se muestran en la figura 3.

Tabla I
Coeficientes utilizados para ajustar el LD reportado
por Tansu'®

An (s B, (cm’s™ C, (emSsh)
3.3%108 1.2%10°T" | 1.1%1078e KT
300 K 3.3%10° %1070 1.1%10°%°

Como puede observarse, con los mecanismos pro-
puestos se logra un buen ajuste de los resultados experi-
mentales. El mecanismo de recombinacién predominante
en la mayor parte del rango de temperaturas es la com-
ponente monomolecular, lo que coincide con lo reporta-
do en la literatura, mientras que la J,,; se mantiene casi
constante con valores pequefios en todo el rango de tem-
peraturas.

- T - T ¥ L] - T '

600 | =
& Jaxp
*= Jaugar
500 == JMond
—=w= Jrad &
— Jictal
(400} . :
5 b »
= 300f :,f’"f
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100 po= =o= e ..-.‘ 2 B

320 340 360
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Figura 3. Simulacién de la corriente umbral, para el LD de
Tansu Gag,eIng. NooosAsosos'®

Por otra parte se observa que la componente J,ger €5
muy pequefia, del orden la radiativa, para temperaturas
menores que la ambiente haciéndose dominante a altas
temperaturas, por lo que su contribucién no puede des-
preciarse como propone Tansu en [16], quien en su lugar
incluye la fuga de huecos, la que segin nuestros célculos
preliminares es despreciable en concordancia con lo re-
portado en la literatura por otros autores.

Es importante destacar que el unico reporte que
hemos encontrado de una medicién experimental de los
mecanismos de recombinacién presentes en estructuras
de GaInNAs es la reportada por Fehse'”, quien observé
la presencia de la recombinacién no radiativa de Auger
en su estructura. Como la recombinacién Auger es un
mecanismo relacionado con el material de la zona activa

consideramos que debe estar presente en todas las estruc-
turas de GaInNAs, aunque en diferente medida en de-
pendencia del valor de la concentracién de portadores
umbral.

Recientemente, Larsson'’ en una estructura muy simi-
lar a la de Tansu pero con 2 pozos de Gagelngss
No.007AS0.993 €0 la zona activa y con un contacto de franja
de 3.4 um, calcul6, ademis de las componentes mono-
molecular, radiativa y Auger, la contribucién de la fuga
lateral de portadores. Esta componente estd asociada a
los portadores que una vez inyectados a través del con-

tacto de franja difunden a ambos lados de la zona activa.
Larsson reporta en sus dispositivos valores de esta com-
ponente del orden de la recombinacién monomolecular,
pero incluso, afiadiendo este mecanismo su simulacién
no logra reproducir los datos experimentales. Para el cél-
culo de la densidad de corriente Auger Larsson toma el
coeficiente C,(T) segiin una linea recta a partir de ajustar
los datos reportados por Fehse'.

3 Conclusiones

Se resumen los resultados obtenidos por los autores so-
bre el estudio de la dependencia térmica de la densidad
de corriente umbral en estructuras en base a diferentes
materiales semiconductores.

Por su novedad se hace hincapié en los resultados ob-
tenidos en laseres de GalnNAs. En este caso, fue posible
ajustar los datos experimentales reportados en [16] con-
siderando la recombinacion monomolecular, radiativa y
Auger, tomando como pardmetros de ajuste los coefi-
cientes caracteristicos de estos tres mecanismos. En la
simulacién el coeficiente de recombinacién monomole-
cular A, se consider6 independiente de la temperatura, el
coeficiente radiativo B, segtin el inverso de T y el Auger
Ca como una exponencial, siendo esto mds simple que lo
realizado por otros autores.

Los resultados de la simulacién mostraron que el me-
canismo de recombinacién predominante en laseres de
GalnNAs es la componente monomolecular, coincidien-
do con lo reportado en la literatura. También encontra-
mos, en contraposicion con lo reportado por otros auto-
res, que la recombinacién Auger debe considerarse en
todos los casos aunque con diferente peso segin la es-
tructura.
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Sumario. El estudio teérico y experimental de los polaritones, propuestos por Hopfield [1] en 1958, ha venido incre-
mentandose en las dos ultimas décadas, debido a los avances en las técnicas de crecimiento y control de las heteroes-

tructuras semiconductoras. Este desarrollo experimental ha permitido fabricar microcavidades e insertar en ellas medios
activos tales como puntos, hilos o pozos cudnticos, lo cual ha posibilitado el estudio de la interaccion fuerte entre exci-
taciones de la materia (excitones) y la luz, evidenciando asf la existencia de los cuasibosones conocidos como polarito-
nes — excitonicos. Estas cuasiparticulas se perfilan como posibles candidatos a la condensacién de Bose — Einstein en
sistemas del estado s6lido y proveen de un mecanismo para la construccion de l4seres de bajo umbral sin inversién de
poblacién. En este trabajo, se muestran resultados tedricos obtenidos por los autores en el tratamiento de estos sistemas
y se realiza una rapida revision de los aportes mas importantes en el area, relacionados con nuestro trabajo.

Abstract. The experimental and theoretical study of polaritons, proposed by Hopfield [1] in 1958, dramatically increa-
sed over the past two decades due to advances in the techniques of growth and control of semiconductor heterostructu-
res. This development made it possible to fabricate microcavities with embedded active media such as quantum dots, or
quantum wells, and the study of the strong interaction regime between semiconductor excitations (excitons) and light,
demonstrating in this way the existence of quasi-bosons known as exciton-polaritons. These quasi-particles emerge as
potential candidates for Bose - Einstein condensation in solid state systems and provide a way of constructing very low-
threshold lasers without population inversion. In this paper, we show theoretical results obtained by the authors in the
treatment of these systems and a short review of the most relevant contributions in the area, related to our work.

Palabras clave. Propiedades 6pticas excitones puntos cudnticos 78.67.Hc, interaccion radiacién materia 42.50.-p, con-
densacion de Bose — Einstein 03.75.Nt

1 Introduccion

En el presente articulo se resefia un conjunto de investi-
gaciones tedricas realizadas por los autores en el periodo
de 2006 a 2008>° y complementadas con algunos traba-
jos fundamentales que han servido como base para este
desarrollo. En las mismas se consideran puntos cudnticos
semiconductores insertados en microcavidades Opticas,
los cuales estdn siendo abordados muy intensamente tan-
to desde el punto de vista teérico como experimental.
Entre otras aplicaciones estos dispositivos pueden ser
utilizados como fuentes que emiten fotones uno a uno, la

produccidn de pares de fotones entrelazados, permiten el
estudio de la condensacién de Bose — Einstein de polari-
tones exciténicos, la construccién de ldseres con muy ba-
jo valor de umbral de excitacion y sin inversién de po-
blacidn, etc.

Desde 1995 cuando se produjo el primer condensado
de Bose — Einstein (BEC) atémico, los esfuerzos por ob-
tener condensados bosdnicos en sistemas del estado séli-
do han sido permanentes. Por ejemplo, durante los ulti-
mos 30 afios diferentes grupos han manifestado haber
obtenido la condensacién de excitones en materiales se-
miconductores en bloque (3D)’. Recientemente, desde la
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observacién experimental de polaritones en microcavi-
dades realizada en 1992 por Weisbuch, la posibilidad de
buscar la sefial de un BEC en sistemas que acoplan hete-
roestructuras como pozos o puntos cudnticos embebidos
en microcavidades dpticas ha adquirido relevancia. Adi-
cionalmente, en los ultimos dos afios los avances en la
preparacion y control de los estados cudnticos de un sis-
tema polariténico han tenido un desarrollo significativo.
El polaritén exciténico es una cuasi-particula boséni-
ca de tiempo de vida media corto, tipicamente alrededor

de los picosegundos 107'"*s , formada por el acoplamien-
to fuerte entre un excitén y un fotén. Debido a su baja
masa efectiva (cuatro 6rdenes de magnitud inferior al
excitén y ocho 6rdenes de magnitud inferior al 4tomo de
hidrégeno), el polaritén se convierte en un buen candida-
to para la bisqueda del BEC atin a temperatura ambien-
te. Sin embargo, debe notarse que las temperaturas tipi-
cas experimentales son del orden de unos cuantos grados
Kelvin. Es interesante observar que este sistema de par-
ticulas es aproximadamente 2-dimensional, debido al
confinamiento que impone la heteroestructura, por lo
cual la condensacion se puede presentar de dos formas
diferentes: para un sistema infinito es necesaria la pre-
sencia de interaccidn entre polaritones —en este caso se
desarrolla una transiciéon de Kosterlitz-Thouless, la cual
también permite una fase condensada—, o en un sistema
finito es suficiente que exista un potencial de confina-
miento externo para que se ocupe macroscopicamente el
estado base.

En el trabajo se muestran resultados tedricos obteni-
dos por los autores en el tratamiento de estos sistemas
junto con una rapida revisién de los aportes tanto tedri-
cos como experimentales mds importantes en el drea.
Los resultados experimentales que se discuten, han mo-
tivado los estudios tedricos que se desarrollan en las sec-
ciones siguientes. Bdsicamente se quiere mostrar cuatro
resultados tedricos:

» El espectro de energias y las funciones de onda calcu-
lados a partir de la diagonalizacién exacta del Hamilto-
niano de interaccion.

* La evolucién temporal de un sistema microcavidad -
punto cudntico que relaja emitiendo fotones a través de
los espejos de la microcavidad.

* El estudio del régimen de laser de polaritones como
funcién del bombeo externo.

* El célculo de la temperatura critica para la condensa-
cién de Bose — Einstein en presencia de un campo mag-
nético.

Estos trabajos fueron publicados en las referencias [2-
5]. Muchos de ellos son parte esencial de la tesis de Doc-
tor en Fisica de Herbert Vinck Posada (defendida en el
2007) [6].

2 Resultados tedérico-experimentales
previos

Desde el punto de vista tedrico, para abordar el pro-
blema de polaritones exciténicos en microcavidades se-

miconductoras y sus propiedades fisicas, multiples gru-
pos han hecho aportes significativos en varias direccio-
nes, tales como: estudios sobre la dindmica y efectos de
entrelazamiento cuantico e indistinguibilidadg'”, estu-
dios sobre regimenes de respuesta no lineal'>"*, caracte-
rizacién del condensado de polaritones y las distintas
transiciones de fase del sistema'*" y estudios de la emi-
sién de luz del sistema condensadozo’u, entre otros.

Figura 1. Dependencia {a) C -
de la fotoluminiscencia - '
con la temperatura para
un pilar de 1.2 micréme-
tros. El valor de la tem-
peratura donde se alcanza
la resonancia estd entre
10.5 y 12 K. Claramente
se observa un comporta-
miento de anticruce (an-
ticrossing) entre los picos == 1
polariténicos, sefial in- A B
equivoca del acoplamien- | R
to fuerte. Tomado de la
referencia [29].
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El mejoramiento en las técnicas de crecimiento de
heteroestructuras™>* del estado sélido en los dltimos
afios ha sido un factor de vital importancia en la bisque-
da de condensados de Bose — Einstein polariténicos, esto
debido al hecho de que para alcanzar el régimen de aco-
plamiento fuerte (régimen donde los estados vestidos, es
decir, estados de polaritén, describen correctamente las
relaciones de dispersion —ver figura 1-) el confinamiento
de la luz provisto por las microcavidades semiconducto-
ras debe ser el mayor posible con el fin de lograr el ma-
yor acople de la radiacién y la materia. El acoplamiento
fuerte en sistemas de microcavidad-pozos cudnticos ha
sido reportado en el caso de micropilares®, microdis-
cos™, cristales foténicos®, entre otros y para el caso de
sistemas de microcavidad — punto cudntico ha sido re-
portado recientemente y con especial atencién para mi-
cropilares™?*’ debido al hecho experimental de la dificul-
tad de lograr un acople 6ptimo entre la radiacién y el
punto cudntico autoensamblado que se forma en el pro-
ceso de crecimiento de la heteroestructura sin control de
la posicién especifica. El rastro de la presencia del aco-
plamiento fuerte en la evolucién dindmica de las pobla-
ciones estd determinado por la presencia de oscilaciones
de Rabi en las mismas, para esto son necesarios experi-
mentos en el dominio del tiempo. Alternativamente, la
presencia de este régimen se caracteriza por el efecto de
anticruce de los picos de luminiscencia en experimentos
en el dominio de las frecuencias. Por otro lado, la con-
densacién de polaritones busca la acumulacién de estos
en el estado base del sistema, es decir, en el minimo de
la rama polariténica mds baja.

Debe resaltarse el trabajo experimental del grupo de
Stanford publicado en afio 2006™, donde por primera
vez se reporta la acumulacién de polaritones en el estado
base en microcavidades de GaAs/GaAlAs, mediante el
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control del tiempo de termalizacién de estos con la red
cristalina usando un pardmetro de asintonia (detuning)
positivo; todo esto con un bombeo proporcionado por un
laser externo que crea pares electrén-hueco en la rama
polariténica mds baja, es decir bombeo casi resonante.
Este trabajo ha sido complementado por este grupo con
el estudio experimental de la transicién del régimen de
acoplamiento débil al fuerte (formacién del polaritén) en
sistemas de micropilares-punto cudntico y también el es-
tudio de las funciones de correlacidn cudnticas (primer y
segundo orden) para sistemas de estructuras planas como
las del primer experimento mencionado acd. Paralela-
mente a este trabajo, también fue reportada la acumula-
cién de polaritones en el estado base’ en microcavida-
des basadas en CdTe pero ahora el mecanismo de bom-
beo produce excitones energéticamente mds arriba (=100
meV) de la rama polariténica superior. Este bombeo no
resonante pretende que el sistema alcance el estado con-
densado a partir de procesos de relajacion y que de esta
forma no haya correlacién con la coherencia del l4ser de
bombeo externo.

Una pregunta que subyace y que es tema actual de in-
vestigacion se refiere a la identificacion y caracteriza-
cién completa del estado condensado. La deteccion de lo
que ocurre en el sistema se hace solamente a través de la
luz colectada por la parte superior de la heteroestructura
y por esto no es concluyente la informacién que se ob-
tiene a través de la coherencia de este haz. Por lo tanto,
se deben elaborar criterios sobre la condensacion adicio-
nales. Trabajos mds recientes como los producidos por el
grupo de J. Bloch®, muestran que efectivamente el sis-
tema puede alcanzar coherencia sin necesidad de pasar
por la inversién de poblacion.

A esto se le conoce como ldser de polaritones, en este
régimen se emite luz coherente pero el mecanismo de la-
seo es distinto al convencional. El bombeo que se aplica
al sistema no es suficiente para alcanzar el régimen de
acoplamiento débil y por tanto la coherencia que se ob-
tiene proviene del sistema polariténico en acoplamiento
fuerte y sin inversién de poblacién. En funcién del bom-
beo externo obtienen indicadores claros de este estado
del sistema tales como corrimiento de la intensidad inte-
grada de la rama polariténica mas baja en funcién de la
potencia de bombeo —ver figura 3a—, corrimiento hacia el
azul de la energia del pico de emisién —fig. 3b— y un en-
sanchamiento de linea de emisién con pequefas dismi-
nuciones en las zonas de laseo —fig. 3c—.

Al igual que el planteamiento anterior, cabe entonces
analizar mecanismos de control que permitan la apari-
cion del estado condensado a partir de la manipulacién
de pardmetros asociados a interacciones externas al sis-
tema, por ejemplo, en el caso de excitones, Lozovik*? ha
demostrado que los efectos de un campo magnético en la
direccién de crecimiento del punto cudntico, refuerza los
efectos del confinamiento de los portadores de carga y la
solucién exacta de este sistema a campos magnéticos al-
tos es el estado condensado.
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Figura 2. Tomada de la referencia [30]. (a) Corrimiento de la
intensidad de emisién de los polaritones de estado base k =0 en
funcién de la potencia de bombeo para varias asintonias (detu-
nings), (b) Ocupacién dindmica del estado base polariténico y
(c) Control del tiempo de vida del polaritén con respecto al
tiempo de termalizacion de la red cristalina en funcién del
bombeo y de la asintonia (detuning).

A su vez, recientemente ha expuesto la idea de anali-
zar un sistema de polaritones - exciténicos a través del
parametro de campo magnético en una estructura de ca-
vidad - pozos cudnticos, éste andlisis tedrico ha permiti-
do proponer este mecanismo para el control de la forma-
cién del polaritén™.

3 Punto cuantico multiexciténico en
una microcavidad optica

Como se menciond antes, microcavidades opticas semi-
conductoras en forma de pilares han sido objeto de in-
tensos estudios en fecha reciente*. Los fotones son con-
finados en dimensiones tipicamente iguales a media o
una longitud de onda (cientos de nanémetros). En el in-
terior de la cavidad se crecen puntos cudnticos cuyas ex-
citaciones (excitones) son casi resonantes con uno de los
modos foténicos confinados.

En el articulo [2] se estudia un punto cudntico que
puede soportar excitaciones multiples (multiexciténico)
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en interaccién con el modo mads bajo de una microcavi-
dad. El Hamiltoniano de interaccién en segunda cuanti-
zacion se escribe:
— e h 1.7 ﬂ .. t ot
H= (Tl] ee,+T,; h hj)+zz<lj||kl> eeee,

i ijkl
_§§<5Hﬁ> hhihih = B Uzk;<ﬁ||kl_> ehihe, (1)
+(Egap +ho) aTa""gZ{aTh;ei +ah,1ef}.

Donde T representa el operador de una particula
(energfa cinética mds el confinamiento del punto), B es la
intensidad de la interaccion de Coulomb, E ap T hw esla

energia de los fotones confinados, es decir que 7@ es la
asintonia entre la energia de los fotones y la brecha de
energia efectiva del dispositivo, finalmente g es la cons-
tante de interaccién fotén - pares electrén y hueco, en la
aproximacion dipolar. El término de interaccién se escri-
be en la denominada aproximacién de onda rotante™,
ampliamente usada en fisica atémica y Sptica cudntica.
Se utilizé una base de osciladores 2D para representar
las funciones de electrones y huecos en el punto.

A pesar de su complejidad, el Hamiltoniano (1) con-
serva el nimero de polaritones, que definimos:

Npol = Nph + Npairx’ (2)

donde N,=a'a y N,, =Y (h-h-+ee)l2 son

los operadores niimero de fotones y pares electrén-hueco
respectivamente. Lo anterior posibilita un esquema de
diagonalizacién numérica del hamiltoniano usando sec-
tores con nimero de polaritones constante, procedimien-
to que se realiz6 a partir de una base de funciones Slater
de muchas particulas para electrones y huecos y un esta-

SL,> Sh>|Np,1> . En la cons-

truccién de los estados multi-particulares, tanto de elec-
trén como de hueco, se usé un conjunto finito de estados
de una particula con un corte en energia de 30 meV Co-
mo resultado obtenemos las autoenergias y funciones de
onda del sistema acoplado modo foténico - excitaciones
del punto. Un ejemplo de estos resultados se muestra en
la Fig. 4, donde se grafica la distribucién de probabilida-
des en el espacio de Fock, es decir el médulo cuadrado

S SN

el nimero de pares de electrones y

do de Fock para los fotones

de los coeficientes de expansion en la base

en funcién de N

pairs °
huecos en (S,,S),), para el estado base del sistema en los
casos: (a) Ny = 10, g = I meV'y (b) N, = 1000, g = 0.1
meV. En todos los calculos, se asumen condiciones de
resonancia i@ =25meV .

De la figura, puede observarse que los estados no tie-
nen componentes mayoritarias con nimero de fotones (o
de pares) fijos. Ademads, el efecto de aumentar g es simi-
lar al de aumentar el nimero de polaritones (escala

aproximadamente de acuerdo con /N, g ).
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Figura 3. Tomada de la referencia [25]. (a) Corrimiento de la
intensidad integrada de la rama polariténica mas baja en fun-
cion de la potencia de bombeo, (b) Corrimiento hacia el azul de
la energia del pico de emisién y (c) Ancho de la linea de emi-
sion.
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Figura 4. Distribuciones de probabilidades en el espacio de
Fock para las funciones de onda del estado base en los casos:

(a) Npol =10, g =1meV y (b) Npol =1000, g = 0.1 meV.
La asintonia se fijaen i =25meV .
En la Fig. 5 mostramos la posicién e intensidad del

maximo de luminiscencia como funcién del nimero de
polaritones. Esta tltima magnitud se relaciona con la po-
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tencia del laser que excita la microcavidad. La posicién
de la linea de luminiscencia se calcula a partir de las
energias de los estados base de los sistemas con N, y

N ,—1.Laintensidad, por otra parte, se estima de

I~(N,,~11aIN,, ). A3)

pol

pol

varia en

El corrimiento de apenas 1 meV cuando N,
varios ordenes y la saturacién de I son efectos que se han

observado en el experimento™.

4 La emision de fotones como fuente de
coherencia cuantica

La condensacién de Bose - Einstein de polaritones
tropieza con el inconveniente del pequefio tiempo de vi-
da de estas excitaciones. La poblacién de fotones en una
microcavidad decae a la mitad en unos pocos ps debido a
las pérdidas a través de los espejos de la misma En ese
tiempo los mecanismos de relacién (por ejemplo fono-
nes) deben actuar para conducir al sistema a su estado
base (condensado). Existen reportes de que el condensa-
do de polaritones ha sido observado®' y simultdnea-
mente serias dudas™ de que los fonones sean capaces de
producir las tasas de relajacién necesarias (el denomina-
do cuello de botella de los fonones).

En el trabajo [3] se muestra que la emisién de fotones
a través de las paredes de la microcavidad es una fuente
de coherencia. Es decir, el sistema remanente tiene una
ocupacion mds alta del estado base. La descripcién de las
pérdidas a través de los espejos se hace a partir de una
ecuacién maestra para la matriz densidad del sistema®’:

e AR AR APRUATIIY)
Jk

N A ANATIAYS )

K ¥
522w a vy lalw)
Js

Aqui p, son los elementos de matriz del operador
densidad, donde p, da la ocupacién del estado i mien-
tras que 0, define la coherencia entre los estados iy j.

Las autoenergias E, y funciones de onda ¥, son calcu-

ladas numéricamente segtin el procedimiento descrito en
la seccién anterior. Con las funciones de onda se obtie-

nen las amplitudes de transicién <I//j |a|l//k>. El pardme-

' mide la tasa de emisién de fotones a tra-

tro x=0.1ps~
vés de los espejos de la microcavidad.

Hicimos una simulacién de la evolucién temporal da-
da por la ecuacién (4) para un sistema donde el nimero
de polaritones en el instante inicial es igual a 10. En la
Fig. 6 se muestra el nimero de polaritones y la ocupa-

cion total del estado base como funcién del tiempo.

La ocupacion total del estado base se definié sumando
las ocupaciones del estado mas bajo en cada sector con
un nimero de polaritones fijo:

10
(total) __ (Npol)
pgx - Z pl.l N (5)
Npol=1
S - .
[ ]
E 24.8
ot .
'y 24414 .
?:E_ L
e
7 24}
o - ;
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1 i
| . J
094
1 L
51“‘“: .
0.7F
065
nsl i M | aall
10 100 1000
'\l‘ﬂ'

Figura 5. Panel superior: Posicién energética de la linea de
emisién como funcién del niimero de polaritones. Panel infe-

rior: Intensidad relativa /N ol COMO funcién de N ol -

hw=25meV , g =1meV .

Number of polaritons

v

Total g. s. occupation

100 ) 150

o . 0
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Figura 6. Nimero medio de polaritones (panel superior), y la
probabilidad total de ocupacién del estado base, definida en la
Ec. (5), como funciones del tiempo. Las constantes utilizadas

fueron iw=25meV , f=2meV .
Los pardmetros utilizados en la simulacién fueron
hw=25meV , B=2meV . Obsérvese que la ocupacion
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del estado base se incrementa hasta casi el 25 % en la
etapa inicial de la evolucién cuando la asintonia es posi-
tiva. En caso de asintonia negativa el fenémeno no se
observa en concordancia con el reporte experimental™.

5 Laser de polaritones

Derivado del modelo anterior, se ha estudiado en el tra-
bajo [5] el régimen de laser de polaritones en este siste-
ma en la condicién de acoplamiento fuerte. Para éste
propdsito el modelo debe incluir un bombeo externo de
polaritones, lo cual se logra incluyendo en la ecuacién
(4) un término de bombeo homogéneo de la forma,

P + + i
Ez(zo_upo_u —0,0,P—pPoy, 0-11) ’ (6)

1,J

donde los estados I y J son estados de multi-particula,
caracterizados por el nimero de polaritones y los opera-

dores o, (O'Z,) son operadores escalera entre estos esta-

dos o, |I>=|J>. Resuelta la dindmica del sistema y

usando el teorema de regresién cudntico para este pro-
blema es posible obtener la funcién espectral de fotolu-

miniscencia, la cual toma la siguiente forma compacta,

S(@) = 1 Zl(uau)F poT,
- 2 2
T Ty +(o,-w)

Note que, debido a la presencia en la anterior expre-
sion del elemento de matriz del operador aniquilacién de
fotones entre estados polariténicos, I y J son estados, re-

)

lacionados por N, (I)=N

=N,, (J)-1. La posicién de las
resonancias @), estd expresada en términos de las ener-
gias multiparticulares, como: @,, =(E, —E,)/# , mien-

tras los anchos estdn dados por:
K
r, =5 {lclal f +[(K[a]) ]

2N, (1), (7}

endonde N, (/) contabiliza el nimero de estados con

. ®

nimero de polaritones N, +1.

Un hallazgo importante, que permite obtener la expre-
sion simplificada (7) para el célculo de la funcién espec-
tral, es el cardcter cuasi-diagonal del operador densidad
para el estado estacionario del sistema. Los términos no
diagonales son tres 6érdenes de magnitud inferiores a las
ocupaciones, y es por esta razén que las coherencias no
son tenidas en cuenta en el calculo™. De la ecuacién
maestra se obtiene que, en el limite estacionario las ocu-
paciones satisfacen

0=xX|(s|al2)f p., —xp, X7 |a 1)
J J

Z pJJ_PpllNup (I)

Npot (J)=N oy (1)1

+P

Este sistema de ecuaciones se soluciona junto con la
restricciéon impuesta por la condicién de normalizacién
del operador densidad. Se usaron bases con un trunca-

miento relativamente alto en el nimero de polaritones
(600) y el nimero de estados que entran en la solucién es
de 11998: el vacio, 17 estados con 1 polaritén y 20 esta-
dos por cada otro sector de nimero de polaritones cons-
tante.

100 gp—v—rr

LR

Int. Intensity {arb. u.)

<

]

E

S

=

¢

w
=
@
E
i
=}
o |

10"
Pumping (ps™)

1072

Figura 7. (a) Corrimiento de la intensidad integrada de la rama
polariténica mds baja en funcién de la potencia de bombeo, (b)
Corrimiento hacia el azul de la energia del pico de emisién y
(c) Ancho de la linea de emision.

Los resultados obtenidos para la intensidad integrada,
la posicién y el ancho de la linea principal de la fotolu-
miniscencia, ver figura 7, muestran cualitativamente
completa concordancia con los resultados experimenta-
les que caracterizan al 14ser de polaritones.

6 Condensacion de Bose-Einstein de
polaritones en un campo magnético

En el trabajo [4] se estudiaron sistemas de polaritones un
poco mas grandes (hasta 40 polaritones) con el objetivo
de hacer estimados de la temperatura critica para la con-
densacién de Bose - Einstein en presencia de un campo
magnético. Sistemas de este tamafio no pueden abordarse
a partir de la diagonalizacién numérica exacta del Hamil-
toniano y se precisan métodos aproximados. En el pre-
sente caso se utilizé una aproximacién tipo BCS para los
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electrones y los huecos, mientras que los fotones se des-
cribieron por un estado coherente'”.

Como se menciond antes, el interés de incluir un
campo magnético en el sistema se debe a que el conden-
sado de excitones es la solucion exacta en el limite de
campos muy altos. Por eso uno espera que el campo fa-
vorezca la condensacion. Los detalles del algoritmo de
computo pueden hallarse en [4]. La temperatura critica
se determina como aquella en que el nimero de fotones
en el estado coherente va a cero (al igual que el aparea-
miento entre los electrones y los huecos).

En la Fig. 8 se muestra la temperatura critica como

funcién del campo magnético. La temperatura critica es-

/2

1
cala como N, , lo cual corresponde a un cuadro de bo-

sones casi libres en dos dimensiones (los polaritones).
Ademds de un cambio en la pendiente a pequefios valo-
res del campo (lo cual puede deberse a que nuestra base
de funciones no es buena en esa region) se observa un
incremento de 7, en un factor de 3 cuando el campo

aumenta de 3 a 20 Teslas, resultando en temperaturas por
encima de los 2.5 meV (mas de 35 K). Esto deberia ser
facilmente verificable en el experimento.

7 Conclusiones

En el trabajo se han mostrado y discutidos algunos de los
resultados que los autores han obtenido en el estudio de
sistemas electrones y huecos confinados en puntos cudn-
ticos y en fuerte interaccién con un modo confinado de
la Iuz. Los trabajos resefiados conforman un cuerpo teé-
rico en el marco de la teorfa cudntica de sistemas finitos
para el sistema fisico en cuestion.

Entre las ventajas de nuestra formulacion estd el
hecho de que puede tener en cuenta, a partir de primeros
principios y de manera exacta, las diferentes interaccio-
nes en el sistema, entre las cuales el efecto de la interac-
cién de Coulomb tiene mayor importancia. Esta interac-
cién es usualmente ignorada por la mayoria de los gru-
pos o a lo sumo tenida en cuanta de manera efectiva.
Otra caracteristica importante de la teoria desarrollada es
que da cuenta de manera exacta, al nivel de las aproxi-
maciones usadas para escribir el hamiltoniano (1), de la
estructura interna del sistema excitonico. Algunos traba-
jos como los de las referencias [9-11] usan una aproxi-
macién de dos niveles para describir el excitén (Jaynes-
Cummings).

Por supuesto que nuestros métodos tienen limitacio-
nes entre las cuales destacamos la dificultad de simular
sistemas con un gran nimero de excitones y/o polarito-
nes o equivalentemente incluir en los cdlculos estados
uniparticulares de mayor energia debido al crecimiento
exponencial del espacio de Fock del sistema. Sin embar-
go a pesar de las limitaciones el buen acuerdo cualitativo
con los experimentos nos provee de un marco tedrico pa-
ra entender la fisica de estos complejos sistemas.
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Sumario. La determinacion con precision de la contribucién ferromagnética de las nanoinclusiones presentes en un ma-
terial que sean 10*-10” veces menores vs. el total, es un problema muy importante en el desarrollo de Nuevos Materia-
les asociados a la Nanotecnologia. Las potencialidades de la Magnetometria Vibracional (VSM) en la identificacién y
cuantificacion de nanoinclusiones magnéticas se discuten para cuatro casos diferentes: a) ldminas delgadas de hexaferri-
ta de Pb-M crecidas sobre zafiro, b) polvos de magnetita dispersos en una matriz polimérica, ¢) nanotubos de carbono
con hierro en su interior dispersos en una matriz de silicio (Fe/CN,/SiO,) y d) nanoparticulas de ferrita de manganeso
(MnZnOy). En todos los casos el uso de esta técnica permitié la correcta cuantificacién de la parte magnética, la identi-
ficacion de direcciones preferenciales de crecimiento para la ldmina asi como la correlacién de propiedades estructura-
les con las condiciones de sintesis a través del comportamiento del campo coercitivo.

Abstract. The accurate determination of the ferromagnetic contribution in a composite in which the ratio of ferromag-
netic part vs. total of composite is 10™-107 is a problem of great importance in relation to the development of new mate-
rials for the Nanotechnology . The potential of VSM in the identification and quantification of nanomagnetic inclusions
is illustrated and discussed in four different cases: Pb-M hexaferrites thin films, nanopowders of magnetite in a poly-
meric matrix and carbon nanotubes with iron inside in a silica matrix (Fe/CN,/SiO,) and nanopowders of manganese
ferrite. In all cases the determination of the existence of preferential orientation, the correct quantification of the mag-
netic part and the dependence of the coercive field with the synthesis conditions were revealed using this technique.

Palabras clave. Nanoparticulas magnéticas, 75.50.T Propiedades magnéticas de nanoestructuras, 75.75.+a.

5 .
general 10™ emu). Debe tenerse en cuenta que asociadas

1 Introduccion

La Magnetometria Vibracional ha sido la técnica por
excelencia para la caracterizaciéon de materiales ferro-
magnéticos en los ultimos 50 afios, empledndose con
éxito en el estudio de muestras en forma de polvos, bul-
tos y ldminas delgadas.' Sin embargo, el devenir de los
estudios asociados a la Nanociencia y a la Nanotecnolo-
gia ha planteado nuevos retos a esta técnica debido prin-
cipalmente a las limitaciones en la sensibilidad de detec-
ciéon del momento magnético de estos equipos (por lo

a estas nuevas dreas de investigacion es frecuente afron-
tar el problema de estudiar un material en el que la parte
ferromagnética es 10™*-107 veces menor que el total del
compuesto.” * En tal sentido la Magnetometria Vibra-
cional ha demostrado ser una herramienta muy util en la
determinacion de las propiedades magnéticas tanto del
compuesto (como un todo), como en la cuantificacién
de las partes magnéticas y su interrelacion con la morfo-
logia del compuesto. Con anterioridad nuestro grupo se
ha enfrentado con éxito al estudio de nanoparticulas y
ldminas delgadas a través de un procedimiento desarro-
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llado al efecto.*® Este procedimiento exige conocer con
exactitud el comportamiento magnético de las diferentes
partes envueltas en la medicion (substratos, matrices po-
liméricas, portamuestras, soluciones liquidas, etc.), lo
que permite por diferencia obtener la parte ferromagné-
tica de la parte “nano” bajo estudio. En este trabajo ilus-
tramos el procedimiento utilizado a través de cuatro ca-
sos diferentes: a) ldminas delgadas de hexaferrita de Pb-
M crecidas sobre zafiro (PbFe ,0,4/Al,03), b) polvos de
magnetita dispersos en una matriz polimérica, ¢) nanotu-
bos de carbono dispersos en una matriz de silicio con
hierro en el interior de los nanotubos (Fe/CN,/Si0O,) y d)
nanoparticulas de ferrita de manganeso (MnZnQO,). En
todos los casos el uso de esta técnica permiti6 la correcta
cuantificacién de la parte magnética, asi como la corre-
lacién de propiedades estructurales con las condiciones
de sintesis a través del comportamiento del campo coer-
citivo.

2 Parte experimental

Las muestras que utilizamos para ilustrar las bondades
de este procedimiento se pueden agrupar en 4 tipos, la-
minas PbFe ;0,¢/Al,0;, polvos de magnetita dispersos
en una matriz polimérica, 1atex magnético, nanotubos de
carbono inmersos en silicio (Fe/CN,/SiO,) y nanoparti-
culas de MnZnQO,. En todos los casos las muestras bajo
estudio han sido chequeadas desde el punto de vista mi-
cro-estructural, mostrando los pardmetros adecuados. No
es objetivo de este trabajo la discusién de las condicio-
nes en que se efectuaron las sintesis, no obstante mayo-
res detalles pueden encontrarse en las Ref. [6-9]. Las
mediciones magnéticas se realizaron a temperatura am-
biente utilizando el Magnetémetro Vibracional
OXFORD 3001 (Hy.x = 16.0 kOe) que posee el IMRE
en la Universidad de La Habana. Téngase en cuenta que
debido al bajo momento magnético de las muestras bajo
estudio, el lazo de histéresis inherente a la parte ferro-
magnética de las mismas solo se obtiene luego del resta-
do de las contribuciones que apantallan este aporte
(substratos, portamuestras, etc.), como se observa en la
Figura 1.

3 Discusion de resultados

Sin dudas un aspecto de notable interés en el estudio de
ldminas delgadas ferromagnéticas es la determinacidn de
la existencia de una orientacién preferencial. De manera
general para responder a esta interrogante se realizan es-
tudios micro-estructurales que comprenden andlisis por
Difraccién de Rayos X u observaciones de microscopia
electrénica en cualquiera de sus variantes (TEM, SEM,
STEM, AFM).Esto puede ser un proceso largo si toma-
mos en cuenta la preparacion de la muestra para cada ti-
po de andlisis y su cardcter destructivo. Sin embargo, la
medicién magnética a las ldminas en las direcciones pa-
ralela y perpendicular permite de manera rdpida respon-

der a esta interrogante, como puede verse en la Figura 2
para el caso de una ldmina delgada de PbFe ;0,9 deposi-
tada sobre zafiro (0001) a 700°C/aire.’
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Figura 1. Lazo de histéresis para una ldmina BaFe,0,¢/SiO,
obtenida por sol-gel: A) registro directo del magnetémetro; B)

registro substrato+portamuestras; C) sefial real de la ldmina.
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Figura 2. Lazos de histéresis para una ldmina Pb-M sobre zafi-
ro (0001) en las direcciones paralela y perpendicular.
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Figura 3. Difractogramas de: a) PbFe;,0,9 cerdmico usado
como blanco; b) lamina obtenida de PbFe;,0;9 /Al,Os.
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El elevado coeficiente de orientacién magnética que
se obtiene en la direcciéon perpendicular al plano de la
ldmina (Mr/Ms= 0.88), es congruente con los estudios
posteriores realizados mediante Difraccién de Rayos X,
como puede apreciarse en la Figura 3.

Noétese como en dicho patrén de difraccion aparecen
practicamente solo los planos (000l) confirmando la
orientacion en dicha direccion. No obstante, la presencia
(muy disminuida) del pico (2 0 3) evidencia que esta
orientacion no es total. Esto ltimo se corresponde con la
medicién magnética en la direccién paralela al plano de
la 1amina donde el coeficiente de orientacion, Mr/Ms es
bajo (~0.2). Por otra parte, el elevado campo coercitivo
obtenido para la direccién perpendicular se corresponde
con la distribucién homogénea de nanoparticulas (< 100
nm), ya reportadas en la ref. [7].

La répida identificacién de materiales magnéticos in-
mersos en diferentes medios es otra de las ventajas de es-
ta técnica que hemos aprovechado. El andlisis de mate-
riales tan disimiles como Ldatex magnético o matrices
poliméricas que contienen particulas magnéticas son
ejemplos muy ilustrativos. La Figura 4 muestra el resul-
tado de la medicién magnetométrica para estos dos ca-
sos. De por si la existencia del lazo de histéresis consti-
tuye una evidencia de la presencia del material ferro-
magnético en estos compuestos. La ausencia de coerciti-
vidad se corresponde con un comportamiento superpa-
ramagnético asociado a la existencia de nanoparticulas
de magnetita (10-20 nm, para ambos casos), lo que fue
corroborado también por observaciones posteriores de
microscopia.’

En este tipo de andlisis, ademds de tener la evidencia
de la presencia del material magnético dentro del sistema
es muy util determinar “cuanto” tenemos. Esta informa-
cion es posible recabarla también del lazo de histéresis si
conocemos el valor correspondiente de la magnetizacién
de saturacién del elemento magnético que se estd incor-
porando, y la relacionamos con la magnetizacién de sa-
turacion del sistema como un todo. Este serfa el caso
mds comiin al estudiar nanotubos de carbono en los que
se han crecido metales de transicion en el interior de los
tubos.'” "' La figura 5 nos muestra los lazos de histéresis
correspondientes a 3 muestras de nanotubos de carbono
(CNx) dispersas en una matriz de silicio, pero con dife-
rentes concentraciones de inclusiones de hierro dentro de
los nanotubos. Para estas muestras obtenidas por via
quimica se conocia la cantidad de hierro presente de an-
temano en las soluciones, pero no cuanto realmente se
habia incorporado. Como era de esperar obtuvimos 3 la-
zos de histéresis, que en su esencia se diferenciaban cla-
ramente por los valores de magnetizacién de saturacion.
En dicha figura hemos afiadido la imdgen obtenida por
microscopia de barrido de un nanotubo, donde se aprecia
particulas de hierro crecidas en su interior y agrupado en
la punta, detalle caracteristico ya sefialado en la ref. [8].

Légicamente los valores de magnetizacién de satura-
cion se corresponden con la proporcién de hierro utiliza-

do en los componentes de partida. Es por ello que te-
niendo en cuenta los valores magnetizacidn especifica de
saturacién a temperatura ambiente reportados para el
hierro (217 emu/g), puede estimarse la cantidad presente
en cada muestra.
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Figura 4. Lazo de histéresis de Latex magnético. Ademds el
lazo correspondiente a nanoparticulas de magnetita dispersas
en una matriz polimérica 'y foto del polimero.
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Figura 5. Lazos de histéresis correspondientes a nanotubos de
carbono dispersos en una matriz de silicio con diversas concen-
traciones de hierro en los nanotubos. Cantidad de nanotubos
por muestra: A= 50 mg, B= 10 mg, C=5 mg.
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Figura 6. Lazos de histéresis en nanoparticulas de MnFe,O,
realizados con velocidades diferentes de variacién del campo
magnético.
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La Tabla I refleja precisamente, la cantidad de hierro
estimada para cada una de las muestras de nanotubos ba-
jo estudio a partir de las mediciones magnetométricas.

Por ultimo quisiéramos resaltar la importancia de es-
coger de manera adecuada los pardmetros de la medi-
ciéon. En particular la medicién de sistemas con campos
coercitivos bajos (< 100 Oe) es muy sensible a la veloci-
dad que se escoja para variar el campo magnético duran-
te la medicion. Ilustremos estas particularidades con las
mediciones realizadas a una misma muestra de nanopar-
ticulas de ferrita de manganeso (MnFe,0,) utilizando di-
ferentes velocidades de variacién del campo magnético
(5 Oefs, 10 Oe/s y 50 Oels, respectivamente). Estas me-
diciones pueden apreciarse en la Figura 6 donde se ha
ampliado el grafico alrededor de la regién de campo ce-
ro. Nétese la diferencia en cuanto a coercitividad entre
estos tres lazos.

Es por ello que las mediciones a muestras con campos
coercitivos bajos deben realizarse a la menor velocidad
posible de variacién del campo (al menos en la regién al-
rededor de campo cero). Es licito resaltar que en las me-
diciones presentadas con anterioridad de ldtex magnético
y nanoparticulas de magnetita se tuvo en cuenta dicha
particularidad.

Tabla I
Cantidades de hierro para las diferentes muestras de
acuerdo a los valores de magnetizacion de saturacion
obtenidos a partir del lazo de histéresis.

Cantidad de hierro .
. Hierro en los
Muestra en las soluciones de ()
partida (mg) nanotubos (pg
A 50 5.4
B 10 1.7
C 5 0.9

3 Conclusiones

Hemos puesto de manifiesto las bondades de este tipo
de caracterizacion para el estudio de nanomateriales. De
manera particular merece destacarse la rapidez en cuanto
a la identificacion y cuantificacién de inclusiones mag-
néticas dispersas en diferentes medios (polimeros, flui-
dos y sistemas compuestos). El empleo de esta técnica
permite evidenciar aspectos micro-estructurales tan im-
portantes como la existencia o no de alguna orientacién
magnética preferencial lo que constituye un complemen-
to importante a mediciones que se realizan por otras téc-
nicas. Por otra parte, puede tenerse idea del rango en que
se encuentra el tamafio de las particulas de acuerdo a la
correlacion existente entre este pardmetro y el campo
coercitivo.
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