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LIQUIDOS EN VACIO

Prologo

El agua, una simple combinacién de dos atomos de hidrégeno y uno de oxigeno, es ciertamente la molécula
de la vida pues es el medio donde suceden la mayor parte de las reacciones quimicas y bioldgicas. En un
entorno liquido, se separan las sales en sus constituyentes, un anticuerpo reconoce a una proteina, o un
acido nucleico se acopla a su complementario. Ademas, su importancia no se limita al mundo nanométrico;
todos sabemos que los océanos regulan el clima de la Tierra y que nuestro bienestar depende de la lluvia.

Por otra parte, durante la Ultima década se han desarrollado una gran variedad de técnicas experimen-
tales para caracterizar, con elevada precision, procesos en la nanoescala. La mayor parte de ellas funcionan
dentro de equipos de vacio. La tecnologia de vacio ha llegado a su madurez ofreciendo al tecnélogo o
investigador nuevos tipos de bombas que presentan una elevada capacidad para generar vacio y cuya
utilizacion es sencilla.

El problema aparece cuando se quieren combinar liquidos y vacio, ya que son dos conceptos incom-
patibles por naturaleza. Los liquidos se caracterizan por una elevada presion de vapor, es decir presentan
una gran tendencia a que las particulas que lo forman se volatilicen. Por otra parte, al hacer vacio, con el
sistema de bombeo se elimina ese vapor generado por el liquido. Al introducir, por tanto, un liquido en
vacio, las bombas, trabajando al limite de sus capacidades, succionan las moléculas del liquido hasta que
éste desaparece completamente.

Si se puede identificar con una palabra la ciencia para el siglo XXI esa es la interdisciplinaridad. Solo
cuando varias disciplinas cientificas convergen se producen avances sustanciales en el conocimiento, que
pueden dar lugar a la emergencia de una nueva tecnologia. El objeto de esta obra, extraida de la tesis doc-
toral del Dr. Sobrado, es precisamente ese: presentar un instrumento capaz de acercar estos dos mundos
tan dispares al permitir introducir en vacio sustancias disueltas en liquidos para su estudio por avanzadas
técnicas de superficies.

A primera vista puede parecer imposible, pero existe un truco: formar pequefisimas gotas de liquido
(que contienen disuelta la sustancia que vamos a estudiar). Estas gotas lograran viajar dentro del sistema
de vacio durante un cierto periodo de tiempo antes de desvanecerse. Durante ese tiempo podremos ca-
racterizarlas y, ademas, cuando se evaporen dejaran dentro del sistema el material que transportaban en
disolucion.

Esta obra presenta un desarrollo de ingenieria de vacio (construccion, disefio, fabricacion y pruebas)
que permite introducir moléculas, «encapsuladas» por un disolvente, dentro de un equipo de vacio para su
posterior estudio. Asi, el trabajo que tienes entre tus manos es el fruto de una idea simple aplicada a uno de
los problemas mas antiguos de la ingenieria de vacio y muestra, por tanto, un camino nuevo para explorar
nuevas ideas que puedan surgir en biologia o quimica.

José Angel Martin Gago
Profesor de investigacion en el Instituto de Ciencia de Materiales de Madrid,
ICMM-CSIC grupo ESISNA (www.icmm.csic.es/esisna)

Presidente de la asociacién espafiola de vacio y sus aplicaciones (ASEVA: www.aseva.es)
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Presentacion y Agradecimientos

Estimado lector, el libro que tienes entre manos es el resultado de dos afios de trabajo realizado en
el Laboratorio de Simulacién de Ambientes Planetarios y Microscopia del Centro de Astrobiologia
(CAB), que es un centro de investigacion mixto entre el CSICy el INTA. En este libro presento la mitad
de mi tesis doctoral «Disefio e implementacion de instrumentacion cientifica basada en tecnologia de
vacio». La otra mitad de la tesis doctoral esta también focalizada en la ciencia e ingenieria del vacio,
pero con un enfoque en la simulacion espacial, concretamente en la simulacion del planeta Marte,
trabajo que se publicé en octubre de 2016 con el titulo de «Marte en la Tierra».

Hemos decidido dividir la tesis en dos libros para su publicacién. Esta parte tiene un objetivo mas
cientifico ya que trata de resolver el problema de coexistencia entre los liquidos y el vacio. Estos dos
mundos tan antagoénicos estan muy relacionados con la posibilidad de formar peliculas finas o capas
delgadas de biomoléculas sobre superficies limpias en entornos controlados, como sucede en el in-
terior de un sistema de ultra alto vacio. Desde un punto de vista espacial, la coexistencia de liquidos
(agua) en la superficie de planetas con atmdsferas de baja presién y baja temperatura crea expectati-
vas sobre sitios donde es posible que bacterias puedan desarrollarse en periodos de emergencia. Esta
posibilidad de recrear en el laboratorio zonas de interés astrobiol6gico como son las regiones polares
del planeta Marte, es la segunda motivacion para desarrollar el sistema de inyeccién de liquidos.

La motivacion de este trabajo no solo fue la de aportar contenido cientifico a la tesis doctoral,
también fue un desafio tecnoldgico. Este desafio ha hecho posible que el INTA junto con el CSIC
hayan firmado un contrato de transferencia de tecnologia con la empresa Bihurcrystal SL para de-
sarrollar comercialmente el sistema de inyeccion de liquidos en sistemas de alto y ultra alto vacio.

El resultado es un texto que redne los principales conceptos, teoria y experimentos que han ser-
vido para caracterizar con garantias de éxito el novedoso sistema y método de formacién de capas
finas de biomoléculas partiendo desde una disolucién liquida.

Agradezco en primer lugar a José Angel Martin Gago, director de la tesis doctoral y responsable
cientifico del Laboratorio de Simulacion por abrirme las puertas para poder desarrollarme profesio-
nalmente en el drea en la que se encuentra enmarcado este trabajo, que es la ciencia e ingenieria de
vacio. Debo de agradecerle a él con gran afecto, el fruto de este trabajo por su dedicacion, direccion
y en momentos clave su pasion por la ciencia. También a los miembros del tribunal de tesis, Celia
Rogero, Pablo Fajardo, Gustavo Ceballos, Daniel Granados y Leonardo Soriano por sus comentarios,
criticas y reflexiones durante la defensa de la tesis.

El modo en que nos decidimos a investigar de manera activa creando nuestros propios instrumen-
tos y bancos de pruebas, nos permitié disefar y construir la cdmara de vacio IE3C destinada a probar
nuevos dispositivos instrumentales antes de instalarlos en equipos de investigacién de ultra alto vacio
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(UHV) como es el caso de la maquina SMS del CAB. Es en este momento cuando nos planteamos la
necesidad de contar con un sistema altamente controlado de deposicion de capas finas en UHV a
partir de disoluciones liquidas que ayuden a resolver cuestiones fundamentales de organizaciéon de
moléculas basicas relacionadas con en el origen de la vida. El componente fundamental o principal,
fue la adquisicién de una valvula de pulsos que modificamos para que fuera compatible con nuestros
sistemas de ultra alto vacio. Con esta primera valvula empezamos a recorrer el largo camino que hay
en la creacién de una nueva técnica experimental. El estudio y comprensién de la fisica de los distin-
tos procesos que ocurren en vacio, asi como de la tecnologia necesaria para poder desarrollarla fue
lo que nos llevo la mayor parte del tiempo. Posteriormente fuimos mejorando la funcionalidad del
sistema de inyeccion gracias al proyecto REMS y al proyecto SOLID, que nos permitié adquirir nuevas
valvulas hasta que conseguimos dejar la técnica experimental lista y acabada para poder implemen-
tarla en un sistema de vacio dedicado a la caracterizacion de superficies como sucede en la maquina
SMS del CAB.

La construccion de la maquina IE3C, la adaptacion de la valvula a una brida de vacio, asi como los
portamuestras, se realizé en el taller del ICMM-CSIC gracias a la habilidad soldando con TIG de José
Flores y de Miguel Cafias. Cuando nos decidimos a caracterizar la valvula inyectamos disoluciones de
sal comln y de nanoparticulas de oro proporcionadas por Elena Casero de la UAM y caracterizadas
con la ayuda de Miguel Moreno del CAB. También las caracterizamos mediante SEM en el servicio de
microscopia electronica del ICMM-CSIC. Finalmente decidimos realizar una demostracion de nuestra
inyeccion con ATP proporcionado por Carlos Briones, que nos indicé el camino al escoger una ma-
cromolécula fundamental en el principal proceso energético que sucede en el interior de una célula.
Finalmente la caracterizamos por STM con la ayuda de Rogger Palacios.

Quiero agradecer a mis compaferos del departamento de instrumentacién del CAB y al grupo
esisna (ICMM-CSIC) que han dejado su tiempo y su esfuerzo en el laboratorio. Gracias a ellos, a sus
preguntas y a sus necesidades en el dia a dia, he ido adquiriendo cada vez mas conocimientos en el
laboratorio.

A Enrique Gomez por el interés demostrado en la publicacion de la tesis doctoral en un formato
adecuado dentro del contexto de innovacién tecnolégica que se desarrolla en el INTA.

Por Ultimo y con mucho carifio a Marta, que ha hecho todo lo posible para que pudiera dedicar
tiempo a terminar este trabajo.

Gracias.
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Capitulo 1.
Resumen

Hoy en dia es practicamente imposible adentrarse en cualquier area de conocimiento sin que la
tecnologia o los desarrollos técnicos tengan un peso importante sobre nuevas lineas de investiga-
cién cientifica. El vacio forma parte imprescindible de la mayoria de técnicas analiticas que existen
actualmente en ciencia de materiales [1]. Este conocimiento es fundamental para entender, por
ejemplo, cdmo interacttan dos cuerpos o sustancias cuando entran en contacto. La importancia de
este fenomeno es vital para comprender procesos como la catalisis, la organizacion y autoorganiza-
cion molecular, asi como otros procesos que se ponen de manifiesto en el area que se conoce como
nanociencia y nanotecnologia.

En este contexto se ha desarrollado un nuevo método de inyeccién en vacio que permite estu-
diar moléculas en disoluciones liquidas. Muy importante para disoluciones de interés bioldgico, ya
que este tipo de moléculas o macromoléculas pierden su estructura en el caso de que se sequen o
calienten. Por este motivo tampoco pueden evaporarse directamente en vacio. Este sistema intenta
resolver de manera sencilla, la imposibilidad de introducir muestras liquidas en un ambiente de ultra
alto vacio (UHV), en el que la propia presién de vapor del disolvente hace imposible que la presion
descienda. Actualmente este proceso se realiza dejando secar una gota en el aire y por tanto se mez-
cla el soluto con impurezas de la atmosfera. De este empefio por avanzar tecnolégicamente en como
se pueden inyectar disoluciones liquidas en UHV, como puede ser el trifosfato de adenosina (ATP),
elemento principal en el intercambio energético dentro de la célula, se ha desarrollado un dispositivo
partiendo de una valvula, que mediante pulsos inyecta capas atémicas que podemos controlar. Este
método lo hemos llamado inyeccion de capas atémicas o ALl (Atomic Layer Injection) [2].

A partir de aqui entran en juego distintas técnicas experimentales de fisica de superficies, que
en los Ultimos afos se han consolidado y han permitido estudiar el comportamiento de moléculas
individuales sobre distintos substratos. Técnicas como la microscopia de efecto tunel (STM), la espec-
trometria de Rayos-X (XPS) y la desorcién programada en el tiempo (TPD).

Todo este proceso se realiza en dos cdmaras de vacio, disefiadas y construidas integramente en
el Centro de Astrobiologia [3]. En la primera, conocida como SMS [4], se desarrolla el grueso de los
experimentos en su fase avanzada, ya que posee las técnicas analiticas para ello (XPS, STM, TPD). La
segunda camara de vacio, IE3C, fue concebida como camara experimental de pruebas para nuevos
desarrollos tecnolégicos en esta drea de conocimiento. En esta cdmara se han desarrollado los pro-
tocolos y los procedimientos, sirviendo de pruebas antes de su integracion definitiva en SMS. En IE3C
es donde se ha realizado todo el trabajo tecnolégico, como integraciéon de hardware en cuanto a
la valvula de inyeccién atomica, el espectrometro de masas, la balanza de cuarzo, el medidor y las
bombas de vacio, asi como el software necesario para la captura de datos.
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1.1 Hipoétesis y organizacion del libro

La principal hipétesis de trabajo es abrir una nueva linea de investigacion en superficies para la de-
posicién de un soluto (moléculas organicas, inorgdnicas, nanoparticulas, etc.) desde la disolucién que
lo contiene en un ambiente de UHV. Determinar qué condiciones son mas favorables para que las
moléculas puedan reaccionar con la superficie del substrato en un ambiente lo mas limpio posible, y
discriminar a través del tamafo de las particulas o moléculas su concentracién, solubilidad, presion
de vapor y tiempo de inyeccion, cuales son las mas adecuadas para efectuar esta técnica.

Para realizar esta técnica hemos tenido que realizar modificaciones a los equipos de vacio exis-
tentes. Se ha adaptado la cdmara de introduccion de muestras (cdmara INTRO), para que con una
presion base de 10°mbar sea la adecuada para realizar las inyecciones, y de este modo no influir en
la presion base de la cdmara analitica de 10 mbar. Por tanto, la hipdtesis principal es la siguiente:
e Crear un sistema mecanico en el que seamos capaces de alojar una disolucién e inyectarla a través

de una valvula de pulsos, y que, por inyeccion en el momento de apertura de la misma, se pro-
duzca una evaporacion del disolvente en la superficie de la muestra y deje interaccionando con la
superficie parte del soluto. Para conseguir esto, hemos utilizado un gas de arrastre que nos ayude
a favorecer la inyeccion en el momento de apertura de la valvula con una presion base de 10°mbar.

La estructura del libro es la siguiente:

En el capitulo 2 se introduce el trabajo en el contexto de instrumentacion de vacio. Se habla de los
avances tecnoldgicos que suponen la deposicién de moléculas intactas desde temperatura ambiente
en un entorno acuoso. Por ultimo, se describe el Laboratorio de Simulaciéon del CAB como el lugar
donde se ha desarrollado la técnica.

Las propiedades del vacio y los conceptos fundamentales del mismo, asi como alguna instru-
mentacién utilizada y toda la desarrollada a partir de componentes comerciales se presentan en el
capitulo 3. También se presentan las técnicas experimentales utilizadas para la caracterizacién de la
inyeccion y de las superficies.

En el capitulo 4 se muestran los sistemas experimentales disefiados, construidos y utilizados.
La maquina o sistema de vacio IE3C, que es la camara utilizada como equipo de pruebas para nue-
vos desarrollos instrumentales en régimen de UHV del Laboratorio de Simulacién de Ambientes
Planetarios del CAB. La maquina SMS, que es la que aloja todas las técnicas experimentales de
analisis, y en la que se adapta la cdmara de introduccion de muestras para realizar la inyeccion
de moléculas.

El grueso de la técnica en lo concerniente al disefio del sistema de inyeccion en régimen de UHV se
muestra en el capitulo 5. Se detalla el proceso fisico de la inyeccion en vacio, la formacion de microgo-
tas, su evaporacion y comportamiento en la superficie de la muestra. Se describe la preparacion de la
muestra, en nuestro caso cobre monocristalino (110), asi como el proceso de puesta a punto de la VDA
(Valvula de Disposicion Atémica), o LIV (Liquid Injection Valve) utilizacion y limpieza. Se presentan
las moléculas a estudio, asi como los resultados y las practicas utilizadas con distintas moléculas que
han permitido optimizar la técnica, comenzando por la sal comin o cloruro sédico, nanoparticulas
de oro y terminando con el ATP.

El capitulo 6 esta dedicado al futuro de la investigacidn en la inyeccion liquida, asi como a las
mejoras que se podrian desarrollar en ambos sistemas experimentales.
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Resumen

En el capitulo 7 se encuentran anexos importantes como es el disefio y desarrollo de instrumen-
tacion virtual (instrumentacion no real, implementada mediante software a través de un GUI (Gra-
phical User Interface)) utilizada para la optimizacion de los datos experimentales, asi como para su
explotacion. También se detalla el proceso de disefio mecanico mediante software CAD de 3D, que ha
permitido optimizar toda la geometria de los experimentos a la hora de calcular distancias y dngulos
optimos. Por ultimo, en este capitulo, se muestra el desarrollo comercial creado por Bihurcrystal SL,
a partir del acuerdo de transferencia de tecnologia entre el INTA y el CSIC.

En el capitulo 8 se recoge la bibliografia utilizada.
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Si se puede identificar con una palabra la ciencia
para el siglo XXI esa es la interdisciplinaridad. Solo
cuando varias disciplinas cientificas convergen se
producen avances sustanciales en el conocimiento,
que pueden dar lugar a la emergencia de una nueva
tecnologia. El objeto de esta obra, extraida de la
tesis doctoral del Dr. Sobrado, es precisamente ese:
presentar un instrumento capaz de acercar estos
dos mundos tan dispares al permitir introducir en
vacio sustancias disueltas en liquidos para su estu-
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Esta obra presenta un desarrollo de inge-
nierfa de vacio (construccién, disefio, fabri-
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nuevas ideas que puedan surgir en biologia
o quimica.
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