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Introduccion

Biotecnologia es toda aplicacion tecnolégica que utilice sistemas biolégicos y organismos
vivos 0 sus derivados para la creacion o modificacion de productos o procesos para usos
especificos. Aunque es un nombre que se ha escuchado recientemente —en las Ultimas décadas-
ésta tecnologia es milenaria, siendo el pan, el vino y la cerveza, algunos de los primeros productos
obtenidos aplicando sus principios.

Con los nuevos avances de la ciencia, adquiri6 nombre propio y se refiere mas a un
conjunto de tecnologias que abarca los campos de la ingenieria quimica, la biologia y la
bioquimica. Es decir, es una ciencia interdisciplinaria, que busca cubrir la etapa de investigacion y
desarrollo de nuevos productos y/o procesos. Una caracteristica singular de la biotecnologia es su
transversalidad, que se presenta metaféricamente como una completa “caja de herramientas”
aplicable a un sinnimero de potenciales soluciones tecnoldgicas que sélo tiene sus fronteras en
los limites de la imaginacion de los cientificos y tecnélogos. Ademas, gracias a la interaccion entre
distintas disciplinas se ha logrado la resolucién de problemas que -siguiendo las técnicas
convencionales- ya no podian ser resueltos.

En este trabajo se pretendi6 estudiar sistemas biomiméticos utilizando conceptos de la
quimica, la fisica y la biotecnologia. ¢Qué es un sistema biomimético? Es, en el contexto de este
trabajo, un sistema que intenta reproducir las interacciones en los ambientes bioldégicos mediante
un modelo simple.

A partir de la segunda mitad del siglo XX, surgi6 un creciente interés en la preparacion y
organizacién de peliculas organicas delgadas (especialmente monocapas) sobre una superficie
bien definida debido, ademas del interés en el conocimiento béasico en si, a los multiples campos
de aplicacion como la biotecnologia, el microanalisis, la nano- y microfabricacién, en los
nanodispositivos y en la proteccion contra la corrosion.

La formacion espontdnea de monocapas organicas sobre superficies sélidas fue
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Introduccion

demostrada por primera vez en 1946 por Bigelow ef al. para el caso de alquilaminas sobre Pt. Las
monocapas autoorganizadas — también conocidas como monocapas autoensambladas (SAMs)- se
forman desde solucién o desde la fase vapor y combinan las ventajas de UHV (ultra alto vacio) y
del método de Langmuir-Blodgett. Como en el caso de las peliculas formadas por UHV, el método
es simple y se establece una fuerte interaccion entre el adsorbato y el sustrato, ya que las
moléculas son quimisorbidas. Por otro lado, como en las peliculas de Langmuir-Blodgett, las
interacciones cadena-cadena —que involucran fuerzas hidrofébicas y de Van der Waals- aseguran
un empaquetamiento eficiente de la monocapa, y su estabilidad aumenta al incrementarse la
longitud de la cadena.

En general, se pueden preparar facilmente SAMs con distintos grupos terminales, lo que
abre las puertas a una gran variedad de aplicaciones. Ademas, las SAMs pueden ser formadas
sobre objetos de todos los tamafos y distintas formas, no sélo superficies planas. Después de los
trabajos pioneros de Bigelow et al., la mayor parte de la actividad en el campo de las SAMs fue
iniciada en los ‘80s: se prepararon SAMs de alquiltriclorosilano sobre vidrio en 1980 (Sagiv), SAMs
de diaquildisulfuros sobre Au en 1983 (Nuzzo y Allara) y SAMs de &cidos alcanoicos sobre Al,O;
en 1985 (Allara y Nuzzo). Actualmente, las SAMs mas importantes (y las mas estudiadas) son de
alcanotioles (CH3CH,.1SH), y otros compuestos con cabeza sulfurada —como disulfuros y sulfuros-
sobre metales, especialmente Au -pero también Ag, Cu, Pt, Fe y Ni- y semiconductores, como
GaAs.

En este trabajo se estudian sistemas biomiméticos que presentan potenciales
aplicaciones en el desarrollo de biosensores. Estos sistemas estan compuestos por: un sustrato
metalico — Au(111) -, una monocapa autoorganizada soportada sobre dicho sustrato — compuesta
por dodecanotiol o yodo- y una molécula inmovilizada en la monocapa — azul de metileno, sélo
para monocapas de yodo-. ;Por qué se eligid6 el azul de metileno? Porque si bien exhibe
propiedades redox y una estructura quimica similares al dinucleétido de flavin adenina (FAD) y al
dinucleétido de nicotin adenina (NADH) —que son transportadores de electrones en los sistemas
biologicos- tiene la ventaja de ser una molécula mas sencilla, lo que permite comprender las
interacciones capaces de inmovilizarla sobre superficies de manera controlada y estudiar sus
propiedades de transferencia de carga. Ademas la posibilidad de inmovilizar el azul de metileno y
liberarlo en ciertas condiciones de potencial eléctrico aplicado a la interfase, permite su utilizacion
en la liberaciéon controlada de drogas en la terapia fotodinamica.

Se desea conocer como el azul de metileno interacciona con la monocapa y encontrar
una condicién en la cual el sistema se pueda emplear en biosensores. A tales efectos, se
comienza el estudio con una caracterizacién del sustrato metalico (capitulo 3), ya que su correcta
preparacién es de suma importancia para los sistemas de SAMs. Luego se prosigue con el estudio
de la cinética de adsorcion de las SAMs (capitulo 4), habiéndose empleado al dodecanotiol como
unidad constituyente ya que posibilita la formacién de monocapas ordenadas. Por Ultimo, se
estudio el sistema de azul de metileno inmovilizado sobre una SAM de yodo (capitulo 5), ya que
permite inmovilizar la mayor cantidad de azul de metileno posible - esto es fundamental para su
aplicacion en terapias fotodindmicas - y constituye un sistema bien definido para estudiar las
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Introduccion

propiedades de transferencia de carga debido a que se trata de un espaciador de distancia
totalmente definida.

En el capitulo 1, se describen los fundamentos tedricos y las técnicas empleadas para
desarrollar este trabajo y en la parte experimental (capitulo 2) se detallan los materiales, los
equipos y los procedimientos utilizados.

Por ultimo, se presentan las conclusiones generales (capitulo 6) alcanzadas mediante el

presente trabajo.



Capitulo 1

Fundamentos tedricos y técnicas

Aqui se describen algunos conceptos necesarios para comprender los te-
mas que se desarrollan en el presente trabajo. Asimismo, se intenta mostrar el
interés creciente en la nanobiotecnologia a través de sus diversas aplicaciones y

describir aspectos relevantes de las técnicas empleadas.



Fundamentos tedricos y técnicas

1.1 — Importancia de la nanotecnologia

El término nanotecnologia se utiliza para describir los campos interdisciplinarios de la
ciencia que se dedican a el estudio de fendmenos y estructuras que solo aparecen a escala na-
nométrica. La diversidad de aplicaciones y la complejidad de los problemas abordados implican la
participacion de fisicos, quimicos, bidlogos, biotecnélogos, bioquimicos, farmacéuticos, médicos y
representantes de otras disciplinas. La nanotecnologia involucra materiales y sistemas que miden
entre 1y 100nm en, al menos, una direccion (tabla 1.1).

La primera mencién de algunos de los conceptos caracteristicos de la nanotecnologia (que
precedieron al uso de dicho nombre) fue en “Hay mucho lugar en el fondo” (“There’s plenty of
room at the bottom”), una charla dada por el fisico Richard Feynman en la American Physical So-
ciety en un encuentro en Caltech el 29 de diciembre
de 1959. Feynman describié un proceso mediante el  Tabla 1.1. Tamafios de obietos de nanoescala

cual la habilidad de manipular atomos y moléculas

Objeto Diametro
individuales seria desarrollado, notando que al cam- ~Zomo de hidrageno 0.1 nm
biar de escala variaria la magnitud de varios fenéme-  Seis atomos de C alineados 1 nm
nos fisicos: la gravedad seria menos importante, la DNA 2nm

L .. Nanotubo 3-30nm
tensién superficial y las fuerzas de Van der Waals ]

Proteinas 5-50 nm
serian mas importantes, etc. Las particulas tienen  pendrimeros 10— 20 nm
capacidades muy diferentes a sus contrapartes ma-  Microtibulos 25nm
croscopicas. El oro, por ejemplo, que es quimicamen- ~ Fieosoma 25 nm
te inert | | d tent Virus 75—-100 nm

inerte en norm run n
e inerte en escalas normales, puede ser un potente .\ o 52100 nm
catalizador en nanoescalas. Vesicula secretoria 100 — 1000 nm
Uno de los problemas que enfrentaba esta  Mitocondria 500 — 1000 nm
propuesta era la organizacién de los 4tomos y molg-  Bacteria 1000 - 10000 nm
| | i6n d terial di Capilar 8000 nm
n reparacion nuevos materi is- ..
culas en la preparacion de nuevos materiales y dis- .. .~ 10000 nm

positivos. Para ello, la biologia fue la fuente de inspi-
racion [1]: las células y sus componentes se construyen por autoensamblado de biomoléculas
como fosfolipidos, proteinas, bases nitrogenadas, etc. Es decir, se puede encontrar un vinculo
entre fendmenos observados en sistemas biol6gicos y los aprovechados en nanotecnologia, ya
que la célula (la unidad fundamental de la vida) es esencialmente, desde un punto de vista, una
coleccién de sofisticadas nanomaquinas.

Las herramientas nanocientificas tienen un enorme impacto en la biologia, la biotecnologia
y la medicina [2]. De la misma manera, la comprensién de la biologia con la ayuda de la nanotec-
nologia posibilitaria la produccién de materiales biomiméticos con arquitectura a nanoescala.
Siendo los nanomateriales y los materiales bioldégicos -como los anticuerpos y las proteinas- de
dimensiones comparables, se facilita el uso de los primeros para aplicaciones en biologia y medi-
cina. Los nanomateriales y nanodispositivos estan siendo desarrollados de modo tal que posean
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Fundamentos tedricos y técnicas

caracteristicas de disefio controladas a nivel molecular y tengan el potencial de interactuar direc-
tamente con las células y las macromoléculas.

Las propiedades de los componentes de dimensiones nanomeétricas deben ser trasladadas

a la dimension de los dispositivos para su utilizacion. Uno de los pasos clave para ello es sintetizar
las nanoestructuras con disefios de redes bidimensionales (2D), redes tridimensionales (3D) o
estructuras jerarquicas mas complejas; o el ensamblado de componentes preformados a nanoe-
sacala en estructuras utilizables. Entre los métodos de sintesis de sistemas nanoestructurados, el
uso de interacciones no covalentes — fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrégeno, electrosta-
ticas, fuerzas capilares e interacciones m- — entre los componentes ofrece una ruta simple y efi-
ciente. Entre las distintas técnicas de sintesis, la autoorganizacion ha surgido como una de las
rutas mas prometedoras para sintetizar una gran variedad de nanoestructuras debido a que posee
las siguientes ventajas:

e Facilita uno de los pasos mas dificiles en la nanofabricacién —aquellos que involucran
la modificacion de estructura a nivel atdbmico- usando las técnicas de sintesis quimica
que han sido altamente desarrolladas.

e Puede incorporar estructuras bioldgicas directamente como componentes del sistema.

e Como las estructuras formadas son estables, tienden a estar libres de defectos y a au-
torrepararse.

Los sistemas nanoscopicos tienen composiciones y estructuras distintivas, las que les con-

fieren propiedades inigualables. Esto abre un gran rango de aplicaciones como la conversiéon de
energia, el almacenamiento de informacién, el desarrollo de dispositivos electrénicos avanzados,

la seleccion de drogas, y en sensores quimico/biolégicos [3].

1.2 — Monocapas autoorganizadas (SAMs)

En la naturaleza, la autoorganizacién -en ocasiones designada como autoensamblado-
resulta en organizaciones jerarquicas supramoleculares de componentes entrecruzados que pro-
veen sistemas muy complejos [4]. Las monocapas autoorganizadas —también llamadas monoca-
pas autoensambladas -, abreviadas como SAMs (self-assembled monolayers), pueden formarse
espontaneamente por inmersion de un sustrato adecuado en una soluciéon que contenga los ad-

sorbatos. Estas moléculas pueden disenarse de

modo tal que contengan grupos funcionales de- 9 ’ , ’ ’ ’ ’— b
terminados, tanto en sus “cabezas” como en sus j,f ffj,fff !,f J S

. ’ esqueleto
“colas” (Figura 1.1); ademas, en su “esqueleto” f-ff’fff’ j«ff""!/

- ) ) ) @—  grupo
(generalmente una cadena alquilica) pueden 066606606 "cabeza"
sustrato

tener sustituyentes, lo que provee una gran flexi-

bilidad en el disefio de estos sistemas. La auto- Figura 1.1. Diagrama esquematico de una SAM
. L. . . L. . (estructura “levantada”). Los circulos rojos indican el
organizacion refleja la informacion codificada - grupo cabeza quimisorbido y los azules son el grupo

como la forma, las propiedades de superficie, la final que puede poseer alguna funcionalidad.
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Fundamentos tedricos y técnicas

carga, la polarizabilidad, el dipolo magnético, la masa, etc.- en estos componentes individuales, ya
que estas caracteristicas determinan las interacciones entre ellos. El disefio de los componentes
es la clave para las aplicaciones del autoensamblado.

En general, las monocapas sintetizadas resultan altamente ordenadas y orientadas, esta
habilidad las convierte en excelentes sistemas en estudios basicos sobre el proceso de autoorga-
nizacién en si mismo, las relaciones estructura-propiedad y los fendmenos de interfase. Pero el
mayor interés en esta area ha surgido debido a su relevancia en la ciencia y la tecnologia [2, 3].
Ademas de tener potenciales aplicaciones en la prevencién de la corrosién, proteccion contra el
desgaste, y muchas otras, la naturaleza biomimética y biocompatible de las SAMs provee futuras
aplicaciones en sensores quimicos y bioquimicos [2, 3, 5]

1.2.1 - {Qué es una monocapa autoorganizada?

El término autoorganizacion, en sentido general, se define como la formacion espontanea
de estructuras jerarquicamente complejas a partir de moléculas predisenadas [6]. Especificamen-
te, las monocapas autoorganizadas son arreglos moleculares ordenados que se forman esponta-
neamente por la adsorciéon de una sustancia con una afinidad especifica de su grupo “cabeza” a
un sustrato.

La formacion de SAMs puede llevarse a cabo en diferentes ambientes. Los procedimientos
mas comunes se realizan en fase gaseosa, electroquimicamente o por inmersién en soluciones de
adsorbato. La adsorcion desde solu-
ciones es la via que se usa con mayor
frecuencia ya que es un proceso senci- é g
llo, y accesible en la mayoria de los 5 ¥
laboratorios, y permite obtener SAMs o S s S)\S- A
muy ordenadas [4’ 6] alcanotiol dialquil disulfuro dialquil sulfuro alquil xantato dialquiltiocarbamato

Las monocapas de tioles sobre Figura 2.2. Compuestos organosulfurados utilizados en la forma-

cién de monocapas sobre oro.
oro son el sistema autoorganizado mas
extensamente estudiado. Los compuestos organosulfurados (figura 1.2) tienen una alta afinidad
hacia las superficies de metales de transicién y se han empleado un gran namero de ellos, de los
cuales los mas estudiados son los alcanotioles simples o funcionalizados.

1.2.2 - Reaccion de formacion

La quimisorcion de alcanotioles puede ser considerada formalmente como una adicion
oxidativa del enlace S-H a la superficie del oro, seguida de una eliminacién reductiva del hidrége-
no. Cuando se usa una superficie de oro limpia, el hidrégeno del grupo mercaptano se separa
probablemente como una molécula de H, [4]:

R-S-H+Au=R-S-Au+%H,
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Debe observarse, que en la reaccion propuesta, la especie que se quimisorbe sobre el oro es un
alcanotiolato y que la principal fuerza impulsora es la fortaleza del enlace Au-S que se forma [7].

1.2.3 — Estructura

La cantidad de material que se adsorbe en una monocapa autoorganizada depende fuer-
temente del tamano de la molécula que se adsorbe y de su orientacién sobre el sustrato. Las mo-
léculas pueden adsorberse sobre la superficie del sustrato de diferentes maneras y con diferentes
patrones.

Las monocapas de alcanotioles de cadena larga (con cadenas hidrocarbonadas de diez
atomos de carbono o mas) sobre Au (111) tienen un arreglo estructural basico que se conoce co-
mo red (V3 xV3)R30¢ (figura 1.3b). Esta notacién relaciona la celda unidad del sustrato —la super-
ficie (111) del Au es un arreglo hexagonal de atomos con empaquetamiento compacto y distancia
a primeros vecinos de 0,2884 nm [8]- con la celda unidad de la monocapa: la geometria indica que
la distancia tiol-tiol es V3 veces mayor que la distancia Au-Au y la fila de moléculas de tiol esta en
un angulo de 30° con respecto a la direccion de primeros vecinos de atomos de oro que se en-
cuentra en la superficie inferior.

Debido a la fuerte interaccion de la cabeza azufrada con el oro, las moléculas pueden for-
mar una estructura ordenada de empaqguetamiento compacto.

Los estudios topogréaficos con microscopios de barrido (microscopio de efecto tunel, STM,
y microscopio de fuerzas atémicas, AFM) [4] revelan una superestructura tradicionalmente conoci-
da como c(4x2), la que no es estrictamente una celda unidad primitiva sino que se trata de una
notacion de celda centrada (ocupa dos veces el area de la celda unidad primitiva). Esta superes-
tructura se denota méas apropiadamente como (2V3x3) [8], teniendo en cuenta el registro con res-
pecto al sustrato, y comprende 4 moléculas (figura 1.3c).

Los estudios de FTIR (espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier) [4] muestran que el angulo
de inclinacién de las cadenas hidrocarbonadas es de
~26°%-28° con respecto a la normal a la superficie. Esta

inclinacién es resultado del establecimiento de interac- &

ciones de tipo van der Waals entre las cadenas que se

encuentran unidas a las cabezas azufradas. La distancia

S-S es de ~5 A; esto es, mayor que la distancia de ~ 4,6 o

A que es la usual cuando las cadenas alquilicas estan °) ““ )

interaccionando mediante fuerzas de van der Waals. El ““
U

Figura 1.3. Diagrama en 2D de la estructura de la red de alca-
notioles sobre Au (111) vista desde la direccién normal (las
cadenas hidrocarbonadas no se representan). a) celda unidad ‘ ‘
hexagonal del Au (111), b) celda unidad (V3xV3) R30¢, ¢) celda
unidad (3x2V3) o superestructura c(4x2) de (N3xV3) R30°. En
todos los casos se marcan los vectores que denotan la celda.

¥
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Fundamentos tedricos y técnicas

hecho de encontrar cadenas inclinadas respecto de la normal a la superficie y una separacion
mayor que la observada en el caso de la adsorcién de alcanos sobre metales puede explicarse

(iid

q , y $0430340330330530
enas estan en la conformacion trans, lo que

Corresponde a una menor energia_ Figura 1.4. Disposicion de las cadenas hidrocarbo-
nadas del alcanotiol sobre la superficie de oro.

considerando que, de este modo, se maximi-
zan las interacciones de van der Waals vy, si-
multdneamente, se forman redes conmensura-

bles con el sustrato. Ademas esta alta densi-

dad implica que todas las unidades en las ca-

1.2.4 — Proceso de crecimiento y estudios cinéticos

El crecimiento de una monocapa autoorganizada es un proceso complejo y estd formado
por varios pasos. Si bien no se conoce con detalle la naturaleza precisa de estos pasos, se puede
especular que dependen fundamentalmente de la longitud de la cadena hidrocarbonada, la con-
centracion del tiol, la naturaleza del solvente, la temperatura y la naturaleza de la superficie.

En un trabajo reciente sobre la cinética de adsorciéon de alcanotioles sobre Au(111) se
propone un esquema general que contempla los resultados obtenidos por diferentes grupos de
investigacion [9].

La primera etapa de crecimiento se describe como el agregado de adsorbatos en un gas
bidimensional. Las moléculas en esta fase son altamente méviles: s6lo hay especies que forman
enlaces débiles con la superficie.

La segunda etapa comienza con la nucleacién de islas formadas por moléculas orientadas
con sus ejes moleculares paralelos al plano de la superficie; por tanto esta fase se denomina
“acostada”.

La tercera etapa comienza luego de alcanzarse un recubrimiento critico, cuando la super-
ficie se cubre completamente por adsorbatos orientados paralelamente a la superficie, y conduce a
la reorientacion de las moléculas. Asi, los ejes moleculares se mueven hacia la normal a la super-
ficie, alcanzando su inclinacion caracteristica de ~30°. Esta etapa ocurre hasta que practicamente
se completa la monocapa. Sin embargo, las monocapas obtenidas en este estadio presentan nu-
merosos defectos.

La cuarta etapa involucra la “reparaciéon” de los defectos de la SAM y ocurre en una escala
de tiempo mayor. Esta reparacion involucra el llenado de sitios vacantes en la monocapa vy la
organizacién de las cadenas hidrocarbonadas.

Se han realizado diversos estudios acerca de la adsorcion de alcanotioles sobre Au (111),
en los que se utilizaron diferentes técnicas experimentales. Sin embargo, aunque se ha alcanzado
un amplio conocimiento de los procesos de crecimiento desde la fase vapor [1], no se comprenden
de manera satisfactoria los procesos de crecimiento desde solucién.

Estudios cinéticos de adsorcion de alcanotioles en superficies de Au (111), mediante me-

didas de angulo de contacto [10], han mostrado que, para soluciones relativamente diluidas
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(10° M), se pueden observar dos cinéticas distintas: un paso rapido, que dura unos minutos, al
final del cual el recubrimiento es cerca del 80-90% del maximo, y un paso lento, que dura varias
horas, al final del cual el recubrimiento es total. Se encontr6 que el paso inicial, descrito como una
adsorcion de tipo Langmuir controlada por difusion, depende fuertemente de la concentracion de
tiol. Para una solucién 1 mM la primera etapa termina después de ~1 min, mientras que se requie-
ren mas de 100 min para una concentracion 1 uM. La ecuacién de recubrimiento segun la cinética
de Langmuir es,

4 _1-8 (1.1)

dt T
resultando, a partir de la integracién de la ecuacién (1.1), 8(t) = 1- exp(-t/t), donde t es la constan-
te de tiempo del proceso. Sin embargo, esta descripcion no es del todo correcta ya que el sistema
no cumple con todas las suposiciones de la cinética de Langmuir (que no haya interacciones late-
rales; que la probabilidad de adsorcién esté solamente determinada por los sitios disponibles). Sin
embargo, si no se dispone de informacién adecuada para proponer un modelo complejo, es comuin
interpretar fenémenos de adsorcion a través de aproximaciones simples como la de Langmuir.

El segundo paso puede ser descrito como un proceso de cristalizacion superficial, donde
las cadenas alquilicas salen del estado desordenado y forman un cristal bidimensional. Por tanto,
la cinética de la primera etapa estaria gobernada por la reaccién entre el grupo cabeza y la super-
ficie. Por otro lado, la cinética de la segunda etapa esté relacionada con el desorden de las cade-
nas, los diferentes componentes de la interaccién cadena-cadena (fuerzas de Van der Waals, di-
polo-dipolo, etc), y la movilidad superficial de las cadenas. También se encontr6 que la cinética es
mas rapida para cadenas alquilicas mas largas, probablemente debido a que aumentan las inter-
acciones de Van der Waals.

En estudios de STM en ultra alto vacio [6] se observo el transporte de atomos de oro de la
superficie en presencia de la fase liquida. Esto sugiere, mas alla de mostrar la complejidad de los
fenédmenos estudiados, que el mecanismo de dos pasos no provee una imagen completa de las
reacciones de la superficie, y que los procesos de adsorcion/desorcion pueden tener un papel

importante en la formacion de la estructura final de la monocapa.
1.2.5 — Aplicaciones

Las SAMs son la forma mas elemental de material para peliculas organicas ultrafinas y su
estudio es particularmente importante en el campo de los sensores, en la prevencion de la corro-
sién, en la nanofabricacién (especialmente en la tecnologia de la informacién), para la construc-
cién de nanodispositivos, para implantes médicos, y en farmacologia, entre otros [11]. En muchas
de estas aplicaciones, las SAMs pueden ser consideradas como la interfase entre materiales con
propiedades fisicoquimicas totalmente diferentes: metales, semiconductores, u otros materiales
inorganicos, por un lado, y materiales organicos y bioldgicos (polimeros, biomoléculas, moléculas
organicas simples, etc.), por otro lado.

1-7



Fundamentos tedricos y técnicas

El amplio rango de aplicacion de las
Sl SAMs, incluyendo a la biotecnologia, se debe
a la variedad de grupos terminales que se pue-
den anclar al sustrato. Esto hace que las SAMs
permitan modificar las propiedades superficia-
les, formando la superficie inicial para construir

estructuras méas complejas.
Figura 1.5. Ejemplo de biointerfase basada en SAM, Una de ventajas de la utilizacién de
involucrando moléculas para adsorcién especifica de
proteinas (mecanismo “llave-cerradura”) y adsorbatos para SAMs es la posibilidad de generar una superfi-
evitar la adsorcién inespecifica (terminacion OEG) [6]

cie con funcionalidad biolégicamente relevante.
La SAM puede exponer un grupo funcional especifico; por ejemplo, se puede afadir un receptor,
sirviendo como una parte del par “llave-cerradura” para unir especificamente una biomolécula de
interés (figura 1.5).

Algunas de las razones por las cuales resultan Utiles son [6]:

(1) el concepto relativamente simple de unién especifica con la SAM, sirviendo como ancla
y generando rutas alternativas para anadir biomoléculas a superficies.

(2) la creacién de superficies biolégicamente “inertes” usando SAMs terminadas en OEG
(oligoetilenglicol) o PEG (polietilenglicol), para asi limitar la adsorcién indeseada.

(3) posibilitar la adhesion de células a través de proteinas unidas a las SAMs, permitiendo
asi la manipulacion de la estructura de las células.

(4) la compatibilidad de los sustratos de Au con las células de mamifero favorece su ad-
herencia y funcionamiento sin evidencia de toxicidad (otros sustratos metélicos pueden generar
especies toxicas) [12].

(5) Las SAMs son apropiadas para estudios electroquimicos. El concepto de las SAMs
como conectoras entre las biomoléculas y los electrodos metalicos fue desarrollado para alcanzar

un eficiente contacto eléctrico con el electrodo soporte (Au para el sistema bioelectrocatalitico).

1.2 — Microscopias de barrido

Se han desarrollado muchos métodos para el estudio de superficies. Dentro de las técni-
cas de imagen de superficie, las microscopias de barrido estan entre las mas importantes debido a
que permiten controlar la posiciéon de una punta delgada para “mapear” superficies con resolucion

atdmica y asi generar una imagen de la superficie.

Estas técnicas, a diferencia de la microscopia elec-
trénica de barrido (SEM), permiten generar una :
imagen de la superficie que tiene informacién to- i
g,
A0

i : ¥
pografica (3D); ademas, permiten realizar medidas : :
en aire o en ambientes liquidos. En este trabajo se LA 20y

3 superficie
de la
muestra

emplearon dos de éstas técnicas: la microscopia ST™M AFM
de barrido por efecto tunel (STM, scanning tunne- Figura 1.6. Esquema bésico de STM y AFM
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ling microscopy) y la microscopia de fuerzas atémicas (AFM, atomic force microscopy). Ambos
microscopios, STM y AFM, consisten basicamente en una plataforma y una sonda que efectia un

barrido de la muestra (figura 1.6) [13].

1.3.1- Microscopia de Efecto Tunel (STM)

El efecto tunel, en el que se basa el funcionamiento del microscopio, tiene su origen en la
mecanica cuantica. La transferencia de electrones a través de un espacio cuando se aplica una
diferencia de potencial entre punta y muestra estaria “prohibida” desde el punto de vista de la fisi-
ca clasica. Esto da origen a una corriente que decae exponencialmente con la distancia de sepa-
racion entre ambos electrodos. Para un voltaje entre punta y muestra pequeino en relacién a la
funcion trabajo,

Iy o< Ve POV (1.2)

donde (l7) representa la corriente tanel, (d) la separacién punta - muestra, (V7) el voltaje aplicado

entre los dos electrodos, (®) representa la barrera local y, por ultimo, B es una constante con valor

B =1.025 (A’K/W)*. Cabe aqui mencionar la diferencia entre barrera local y funcion trabajo. La
funcion trabajo se refiere a una propiedad global de la superficie de un sélido que promedia sobre
varias caras cristalinas en superficies policristalinas, la composicién quimica de un sélido com-
puesto por varios elementos, la presencia de adsorbatos con cubrimiento no uniforme de la super-
ficie, etc. La barrera local medida con el STM en cambio se refiere a una propiedad local de la

superficie.

a) escala macroscopica: b) escala atomica:
*Z vl ™ c)

atomos de
la punta

voltaje di -
tanel ireccion

de barrido

— ]

punta de corriente 4 |

| tungsteno

Teein  esqene

atomos de

la muestra @

muestra

Figura 1.7. Interaccién entre la punta sostenida por el elemento pie-
zoeléctrico a escala a) macroscopica y b) atémica. En c) se muestra el
detalle de la punta desde la escala microscépica hasta la atomica.

Las dos tecnologias esenciales que permiten la microscopia por efecto tinel son la forma-
cién de una punta metélica pequefa y el control fino de posicién por parte de los piezoelementos
(figura 1.7). Las puntas se preparan a partir de alambres de tungsteno por métodos electroquimi-
cos o bien por corte mecéanico de alambres de platino/iridio. La parte de la punta que efectivamen-
te participa en la microscopia esta formada por los &tomos cercanos a la superficie barrida (véase
el detalle en la figura 1.7c). La posiciones vertical y lateral de la punta estan controladas por
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transductores piezoeléctricos, los que se deforman

LLC .y e
por aplicacién de una diferencias de potencial, ‘L &
aplicadas por la unidad de control del microscopio. ) s —

El STM puede ser operado de diferentes

modos [14]. El mas comUnmente usado es el modo 5

de corriente constante (figura 1.8a). En este modo,
mientras la punta barre la superficie, un sistema de

retroalimentacion modifica la elongacién del pie- f X
zoeléctrico, a través de la sefal eléctrica aplicada, Modo de corriente constante Modo de altura constante

manteniéndose la corriente tanel constante. La  Figura 1.8. Modos de operacion del STM

imagen topografica, la cual es una representacion

tridimensional de una matriz de datos z(x,y), se obtiene a partir del voltaje que debe ser aplicado al
piezoeléctrico en los puntos de la superficie con coordenadas (x,y). Con este modo se pueden
barrer superficies de elevada rugosidad, esto es, que no son necesariamente planas a nivel atomi-
co. Una desventaja de este modo es la respuesta finita del sistema de retroalimentacion, lo que
limita la velocidad de barrido.

Para aumentar la velocidad de barrido, se utiliza otro modo de operacién. En el modo de
altura constante (figura 1.8b), la punta barre la superficie de la muestra rapidamente a altura
constante, sin necesitar el sistema de retroalimentacion. Las rapidas variaciones en la corriente
tunel, que son registradas en funcién de la posicion, permiten obtener resolucién atémica. Este
modo sélo se puede aplicar a superficies que sean atdmicamente planas, de otra manera la punta
se podria estrellar en alguna saliente mientras se barre a alta velocidad.

a) HOPG

STAY f T -
" N Jaasa TV

- T
o 100 200

2.88 A
D\/\/\fM /!\f\’/\/’\ u/\vv S
o
—® d=246A 0
—0 d=1424A S0 1.00 2.00 3.00 4.00

Figura 1.9. Patrones para la calibracién del STM: a) HOPG y b) Au (111)

Debido a la alta sensibilidad vertical (0,01A), estos microscopios se montan en sistemas
antivibracion, con bloques de material esponjoso que amortiguan los ruidos o sacudidas que pu-
dieran venir del exterior del laboratorio. Por muy pequefias que fuesen estas sacudidas, afectarian
grandemente los resultados o podrian provocar choques indeseables entre piezas, ocasionando la
rotura de las fragiles puntas de medicién.
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Antes de comenzar a medir en el STM se debe calibrar correctamente el equipo [13]. Para
las dimensiones planas, se emplea un patrén de grafito (HOPG, highly ordered pyrolytic graphite),
que consiste en laminas apiladas de atomos de carbono en empaquetamiento compacto hexago-
nal, del cual se conocen sus distancias caracteristicas (figura 1.9a). Para la dimensién normal a
la superficie, se utilizan los escalones monoatémicos del Au (111) (figura 1.9b).

1.3.2— Microscopia de Fuerzas Atomicas (AFM)

Si se monta una punta fina en un muelle (cantilever) posicionado piezoeléctricamente, se
pueden medir las fuerzas superficiales en un rango de 10'°a 10° N [13]. El AFM mide las de-
flexiones en el cantilever debido a las fuerzas capilares, electrostaticas, de Van der Waals vy fric-
cionales entre la punta y la superficie. Esta microscopia no esta restringida a superficies conducto-
ras, por lo que se pueden hacer medidas en siste-

mas biol6gicos; ademas de superficies orgéanicas e Posicién
inorganicas y sumergidas en liquidos. Casi todos los ' Liser del detector
AFMs utilizan un sistema de deflexién de rayo laser,
donde el laser es reflectado desde el cantilever re-
flectivo hacia un detector sensible a la posicion (figu-
ra 1.10). El camino éptico entre el cantilever y el :
detector produce una amplificacibn mecanica de la -V"
senal del laser y, como consecuencia, el sistema Figura 1.10. Sistema de lectura y deteccion por
llega a detectar los movimientos verticales de la pun- ~ deflexion de un rayo laser del AFM

ta con una precisién inferior a un angstrom.

Si se hace un grafico de fuerza vs. distancia de separacién punta-muestra se obtiene una
curva donde se pueden notar dos regiones indicadas en la figura 1.11: una zona de contacto
(fuerzas repulsivas) y una zona de no contacto (fuerzas atractivas). Las diferentes formas de inter-
accién dan lugar a diversas formas de operaciéon

Fuerza

de este microscopio.

zona de contacto

En el modo de contacto, o modo repulsi-

fuerzas repulsivas

vo, la punta tiene un contacto fisico débil con la
muestra y el cantilever empleado posee una baja

Distancia de separacidn

ta - t ’ i
0 punta TmuesE constante de fuerza, k. A medida la punta barre

la muestra, las fuerzas de contacto hacen que el

cantilever se curve para acomodarse a los cam-

zona de no contacto

UIETPE R B TR L bios de topografia. Una desventaja de este modo

es que al estar la punta en contacto con la mues-
tra, no se puede emplear para muestras blandas,

Figura 1.11. Curva de fuerza en relacién a la distan- ya que las deforma.
cia de separacion de la punta con respecto a la p
muestra, P P P Ademas, el AFM puede ser operado de

“lLa ley de Hook establece que F= -kx



Fundamentos tedricos y técnicas

Imagen de AFM de na cortacto
Imagen de AFM de contacto

T

muastra otz de agua

N e

Figura 1.12. Inconveniente en las medidas de no contacto por gotas de agua en la superficie

muestra fqota de agua

dos modos equivalentes a los discutidos en el caso de STM: a altura constante o fuerza constante.
En el primer caso se desactiva la retroalimentacion para mantener fija la distancia entre punta y
muestra. En el segundo caso, se utiliza la sefal debida a la deflexion del cantilever como entrada
de un circuito de retroalimentacion.

En el modo no contacto el cantilever, que debe poseer una alta k, vibra en una posicion
cercana a la superficie, a una distancia promedio de 100 A. En este rango de distancias las inter-
acciones son muy débiles (10" N), pudiéndose medir topografias de muestras blandas o elasti-
cas. Un inconveniente en las medidas al aire es la capa de agua que se forma por humedad am-
biental. Como la punta no hace contacto continuo con la muestra, no atraviesa las gotas de agua y
las lee como parte de la superficie (figura 1.12).

Uno de los problemas que presenta la técnica AFM es el deterioro que ocasiona en algu-
nas muestras por el arrastre continuo de la punta sobre la superficie de la muestra. Para solventar
este problema se utiliza una variante de la técnica AFM conocida popularmente como Tapping
Mode, muy utilizado en muestras bioldgicas (figura 1.13). En esta aplicacion, la punta vibra “to-
cando” la superficie por un periodo muy corto de tiempo, estando en contacto intermitente con la

superficie a la vez que la barre. La variacién de la

Modo contacto || Mado no contacto || Modo tapping amplitud de oscilacién de la punta, debida a la
amortiguacioén sobre la superficie es lo que se

{_f% /] utiliza como sefial de control. Esta técnica evita

las fuerzas laterales y de fricciébn que ocurren en

Perfiles de las imagenes resultantes el modo contacto y no contacto del AFM. Las

i - ventajas de este modo son que la medida es muy

[\

— estable, la fuerza de presién es muy débil, la reso-

Figura 1.13. Comparacion de las imagenes resultan- lucién es elevada y proporciona las mejores pres-

tes con cada modo de operacion del AFM taciones para la medida topografica de alta reso-

lucién, evitando imagenes artificiales que ocurren en AFM de contacto. Las desventajas son que
no se llega a resolucién atémica y que los barridos son mas lentos.

Como en el caso del STM, se debe calibrar el microscopio antes de utilizarlo. Para ello se
emplea un patrén provisto por la empresa fabricante del equipo (grillas para las distancias en el
orden de los micrometros y mica para resolucion atomica).
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1.3.3 — Aplicaciones

Las técnicas de microscopia de barrido permiten realizar medidas in situ, es decir, en el
ambiente en que se encuentra la muestra. Sin embargo, dadas las dificultades que implican las
medidas en estas condiciones, sélo se realizaron medidas ex situ.

El AFM ha ampliado la aplicacién del STM hacia
las muestras bioldgicas vivas, blandas y no conductivas
[15] (figura 1.14). EI AFM tiene varias capacidades, in-
cluyendo la imagen de detalles topogréaficos desde el
nivel submolecular al nivel celular, el monitoreo de pro-
cesos dinamicos de moléculas individuales en soluciones
fisiologicamente relevantes, la medida de interacciones
moleculares y la caracterizacion de propiedades mecani-
cas de moléculas o nanoestructuras individuales. Ade-
mas se puede lograr la manipulacién molecular [17], por

ejemplo, la manipulacién mecanica, eléctrica y quimica

Figura 1.14. Imagen de Burkholderia cepacia
de moléculas de DNA [18]. G4 mediante AFM en el modo tapping [16]

1.4 — Medidas electroquimicas

1.4.1 — Generalidades

La electroquimica es una rama de la quimica que estudia la interrelacién de los efectos
eléctricos y quimicos [19]. Una gran parte de este campo se ocupa de los cambios quimicos cau-
sados por el pasaje de corriente eléctrica y la produccién de energia eléctrica por reacciones qui-
micas. De este modo, abarca un gran conjunto de fenémenos, dispositivos y tecnologias.

En los sistemas electroquimicos, se estudian los procesos y factores que afectan el trans-
porte de carga a través de la interfase entre fases quimicas, por ejemplo, entre un conductor elec-
trénico (un electrodo) y un conductor i6nico (un electrolito). La carga es transportada a través del
electrodo por el movimiento de electrones (y huecos). En la fase del electrolito, la carga es llevada
por el movimiento de los iones.

Dos tipos de procesos ocurren en los electrodos. Un tipo comprende reacciones en donde
las cargas (por ej. electrones) son transferidas a través de la interfase metal-solucién. La transfe-
rencia de electrones causa la oxidacion o la reduccién. Como estas reacciones estan gobernadas
por la ley de Faraday (la cantidad de reacciéon quimica causada por el flujo de corriente es propor-
cional a la cantidad de electricidad pasada), se llaman procesos faradaicos. Bajo algunas condi-
ciones, una interfase electrodo-solucion mostrara un rango de potenciales donde no ocurren pro-
cesos de transferencia de carga porque dichas reacciones no son favorables termodindmica o
cinéticamente. Sin embargo, pueden ocurrir procesos como adsorcion o desorcién, y la estructura
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de la interfase electrodo-solucion puede cambiar con la variacion del potencial o de la composicion
de la solucion. Estos procesos se llaman no faradaicos. Aunque la carga no cruce la interfase, las
corrientes externas pueden fluir (al menos transitoriamente) cuando el potencial, el &rea del elec-
trodo o la composicion de la solucion cambian. Estos procesos dan origen a la denominada “co-
rriente de doble capa”.

Las interfases electrodo/electrolito exhiben una capacidad cuya magnitud refleja la distri-
bucién de iones en el lado de la solucién de la interfase. La doble capa de electrolito estd com-
puesta por la capa de Helmholtz, una capa de iones y solvente en contacto fisico con el electrodo,
y la capa difusa, una capa de iones cercana al electrodo cuya concentracion se desvia de la con-
centracion en el seno de la solucion.

Cuando se autoensambla un alcanotiol de cadena larga sobre el electrodo de metal, la ca-
pa de Helmholtz cambia de una mezcla de iones y solvente de alta constante dieléctrica a una
capa de cadenas hidrocarbonadas libre de iones con una baja constante dieléctrico. Por lo tanto,
la capacidad de la interfase se reduce y se vuelve virtualmente independiente del potencial [20].

La capacidad total de la interfase se puede obtener dividiendo la corriente de carga por la
velocidad de barrido. El modelo de capacitor en paralelo predice que la capacidad reciproca au-
menta linealmente con el espesor de la capa dieléctrica. En general, las capacidades para electro-
dos recubiertos por SAMs con 10 0 mas metilenos caen en el rango de 1 a 5 uF/ cm?, mas de un
orden de magnitud menor que las capacidades tipicas para el oro en solucién electrolitica. La ca-
pacidad de la interfase estd compuesta de al menos dos capacidades en serie, la capacidad de la
monocapa C,, y la capacidad de la doble capa Cg.

El calculo de la constante dieléctrica de la SAM requiere una suposicién acerca de la incli-
nacién de las cadenas hidrocarbonadas y es consistente con una capa de cadenas alquilicas con
empaquetamiento compacto sin penetracion de solvente electrolitico o de iones. Las variaciones
de la capacidad son utiles para monitorear un empaquetamiento pobre, un aumento en la penetra-
cion del solvente y/o iones y variaciones en el angulo de inclinacion. Las medidas de capacidad
también son utiles para seguir el proceso de autoorganizacion in situ.

Las SAMs de alcanotiol bloquean la superficie y disminuye por ello la contribuciéon de los
procesos faradaicos como la oxidacion del electrodo y el intercambio de electrones entre las cu-
plas redox del electrodo y la solucion. Esta propiedad de bloqueo se atribuye a la estructura den-
samente empaquetada de las cadenas hidrocarbonadas que impiden la aproximacion de iones y
moléculas de la solucion a la superficie del electrodo. Las posibles aplicaciones de bloqueo por
SAMs se pueden encontrar en las areas de prevencion de corrosion, litografia en nanoescala y
electrodos selectivos [7].

1.4.2 — Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica es un tipo de medida electroquimica donde se usa una senal
de potencial que varia con el tiempo segun una funcion lineal [19]. Permite estudiar las propieda-
des redox de compuestos quimicos y de estructuras interfasiales. Es una herramienta importante
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para determinar los potenciales redox formales’, para la deteccion de reacciones quimicas que
preceden o siguen a una reaccién electroquimica y para la evaluacién de la cinética de transferen-
cia de carga.

Como no es posible experimentalmente tener una interfase aislada, se estudian las pro-
piedades de una coleccion de interfases llamada celda electroquimica. Estos sistemas estan defi-
nidos por al menos dos electrodos y una solucion electrolitica.

El método de los tres electrodos es el mas ampliamente utilizado. En este método se usa
un electrodo de referencia (ER), un electrodo de trabajo (ET) y un contraelectrodo (CE, también
llamado electrodo auxiliar) inmersos en una solucién. Se afiade un electrolito a la solucién en es-
tudio para asegurar una suficiente conductividad. La combinacion del solvente, el electrolito y el
material del electrodo de trabajo especifico determinan el rango del potencial.

Como el electrodo de referencia tiene un potencial fijo y no circula corriente a través de es-
te durante las medidas, cualquier cambio en el potencial aplicado a la celda modifica la polariza-
cién del electrodo de trabajo. Llevando el electrodo a potenciales mas negativos, se aumenta la
energia de los electrones en él, alcanzando asi un nivel suficientemente alto para transferirse a
estados electrénicos vacantes de especies en el electrolito. En ese caso, aparece un flujo de elec-
trones desde el electrodo a la solucién (corriente de reduccién). De manera similar, la energia de
los electrones en el metal (0 semiconductor) puede ser disminuida imponiendo un potencial mayor;
a cierto potencial aplicado los electrones de los solutos en el electrolito pueden ser transferidos
hacia el electrodo, produciéndose procesos de oxidacion. Los potenciales criticos en los cuales
estos procesos ocurren estan relacionados a los potenciales standard, E° para las sustancias
quimicas especificas en el sistema.

El nimero de electrones que cruza la interfase esta relacionado estequiométricamente con
la reaccion quimica y se mide en términos de la carga total, Q, que pasa en el circuito. La corrien-
te, i, es la velocidad del flujo de la carga (o electrones). Cuando se grafica la corriente en funcion
del potencial, se obtienen curvas corriente-potencial (i vs. E). Estas curvas brindan informacién
acerca de la naturaleza de la solucion y los electrodos y acerca de las reacciones que ocurren en

la interfases.

a) b)
i O0+Z-=R
E,

4 :
i

T Ew — S

“ E E,

0 tiempo de cambio, A
t ——— R—O0O+?

Figura 1.15. a) Barrido ciclico de potencial. b) Voltagrama ciclico resultante

" Aunque los potenciales normales son cantidades fundamentales para todos los calculos termodinamicos, en la practica
suelen utilizarse los potenciales formales. Los potenciales formales difieren de los potenciales normales ya que los coefi-
cientes de actividad, v, difieren de la unidad y por reacciones paralelas, que modifican las concentraciones de las especies
reactivas.
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En la voltamperometria ciclica, el potencial aplicado se varia con el tiempo, a una veloci-
dad (AE/At) determinada. Para las medidas que se llevaron a cabo en este trabajo se utilizaron
variaciones lineales como las que se muestran en la figura 1.15a, de modo tal que la curva de
barrido es triangular: se comienza a un potencial dado, se llega a un potencial final y luego se re-
torna al mismo potencial inicial. Durante el barrido de potencial, el potenciostato mide la corriente
resultante debida al potencial aplicado. Este instrumento modifica la diferencia de potencial entre
el ET y el CE y, debido a ello, circula corriente entre estos electrodos. Simultaneamente, la dife-
rencia de potencial entre el ET y el ER se modifica de acuerdo con el programa lineal que se haya
establecido. En otras palabras, el potenciostato hace pasar a través del electrodo de trabajo la
corriente requerida para alcanzar el potencial deseado en un momento dado. Como la corriente y
el potencial estan relacionados funcionalmente, esa corriente es Unica.

Si se grafica la corriente vs. el potencial, se obtiene un voltagrama ciclico (figura 1.15b),
que es una funcion de un gran nimero de parametros fisicoquimicos y, ademas, es dependiente
del tiempo. La figura 1.15b ilustra la respuesta esperada para una cupla redox reversible durante
un ciclo de barrido. Aqui se supone que sélo la forma oxidada O esta presente inicialmente. Asi,
se elige un potencial que barre hacia el sentido positivo para el primer medio ciclo, empezando
desde un valor en el que no se produce la reaccién. A medida que el potencial aplicado se aproxi-
ma al E® caracteristico del proceso redox, la corriente catédica comienza a aumentar, hasta que se
alcanza un pico. Después de atravesar la regién de potencial en donde tiene lugar el proceso de
reduccién, la direcciéon del barrido de potencial se revierte. Durante el barrido, las moléculas R
(generadas en el primer medio ciclo, y acumuladas cerca de la superficie) son reoxidadas a O y
aparece un pico andédico. Como resultado se obtiene informacién acerca del potencial redox, las
velocidades de la reaccion electroquimica de los compuestos y la concentracion de especies elec-

troactivas.
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Capitulo 2

Parte experimental

En este capitulo se describe el instrumental, técnicas y materiales utiliza-
dos. En cada seccion se realiza, ademas, una breve discusién sobre los motivos

por los cuales se han utilizados las diferentes técnicas, materiales e instrumentos.



Parte Experimental

2. 1 — Experiencias Electroquimicas

2.1.1 - Preparacion del sustrato metalico

Se utilizaron peliculas delgadas de Au -cuya superficie tiene orientacién preferencial- como
substratos para crecer las SAMs. Los sustratos de Au(111) se obtuvieron a partir de placas de Au
evaporado sobre vidrio borosilicato “Robax” provistas por la firma Arrandee® de Werther, Alema-
nia. Puesto que la adherencia del oro al vidrio no es buena, el fabricante deposita una capa inter-
media de Cr de 1 a 4 nm de espesor para

lograr una mejor adhesion del Au al sopor- \’ ’/ CZF;T;Z::
te (Figura 2.1). 4
-

Las placas se lavaron inicialmente

capa intermedia de Cr
25%1,5nm

por inmersion durante 5 min. en solucién

“pirana” que es frecuentemente utilizada

vidrio borosilicato
1,1£0,1 mm

para remover residuos organicos de los
sustratos. Esta solucion tiene una relacion

3:1 entre volumenes de acido sulfarico con- Figura 2.1. Disposicién de las capas que componen el sus-

centrado (98 % p/p) y solucién de perc')xido trato y sus respectivos espesores (extraidos de pagina web*)

de hidrégeno concentrada (reactivo analitico 100 vol); y se prepara afadiendo muy lentamente el
H.O, sobre el &cido. Como es extremadamente corrosiva y reacciona violentamente con la materia
organica debe utilizarse con extrema precaucion. Luego del lavado, las peliculas se enjuagaron
con agua de alta pureza (Milli Q®) y se secaron en estufa a 100°C.

Las placas de Au evaporado son policristalinas, entonces, para obtener la orientacion pre-
ferencial (111) y terrazas de tamano adecuado se las debe someter a un tratamiento térmico, co-
nocido comiunmente como recocido. Este tratamiento se puede llevar a cabo calentando los sus-
tratos con un mechero de butano. Las peliculas de Au limpias, soportadas sobre vidrio, se expu-
sieron a la llama de un mechero de butano y fueron recocidas durante algunos minutos. Las super-
ficies fueron calentadas hasta alcanzar color rojo sombra, que corresponde a aproximadamente
650°C. En ocasiones, los recocidos se realizaron con un mechero que utiliza gas hidrégeno como
combustible, en especial cuando los sustratos se usaron para medidas de STM.

Con el fin de preparar SAMs ordenadas, es provechoso contar con un sustrato cuya super-
ficie tenga la menor cantidad posible de defectos y sea ordenado. De ese modo, ademas de la
tendencia hacia la formaciéon de monocapas densamente empaquetadas proveniente de las inter-
acciones de tipo van der Waals entre las especies adsorbidas, las interacciones con el sustrato
conducen a la formacion de monocapas SAMs ordenadas. Por ello, se utilizaron peliculas de Au
con una marcada textura, que presentaron terrazas (111) de tamafno adecuado en su superficie.
En la cara (111) se da la mayor densidad superficial de atomos: cada atomo de Au posee 6 veci-

nos mas cercanos en el plano superficial. Por tanto, corresponde a esta orientacién una menor

’ http://www.arrandee.com/
2-2



Parte Experimental

energia superficial. La ecuacion (1) relaciona la energia libre de Gibbs superficial, G con los po-
tenciales quimicos de los componentes en la region interfacial, 4, las cantidades en que estos

estan presentes, n?, el area, A, y la tension interfacial, %

G% =) pn’ +yA 2.1)

i
De acuerdo con esta ecuacion, en el equilibrio, la superficie deberia estar formada por dominios
correspondientes a distintas caras cristalinas [1]. Sin embargo, a temperatura ambiente, no es
comun que los sélidos presenten superficies en equilibrio. En cambio, a altas temperaturas, las
grandes diferencias entre las energias superficiales de las distintas caras cristalinas son las res-
ponsables de que —debido a que los atomos superficiales adquieran movilidad suficiente- se des-
arrollen las caras (111) en el Au.

Para realizar medidas electroquimicas se utilizaron las peliculas de Au como electrodos de
trabajo. Por ello, fue necesario lograr un adecuado contacto eléctrico entre la conexién del poten-
ciostato correspondiente al electrodo de trabajo (ET) y la pelicula de Au. Se soldé a cada placa un
alambre de Au de 0,5 mm de didmetro calentando la placa y el alambre y, simultdneamente, ejer-
ciendo presidn sobre estas piezas con una pinza. El arreglo electrodo-contacto, esquematizado en

la figura 2.2, permite realizar medidas de manera reproducible. De hecho,

f—, luego de cada experiencia, las placas se limpiaron con solucion pirafia (70mL

H.SO, + 30 mL H,0,) durante 5 minutos, se enjuagaron con agua Milli Q, se
secaron con mechero, fueron recocidas, y volvieron a utilizarse. Al repetirse
las medidas voltamperométricas con el mismo electrodo se encontraron valo-
res muy reproducibles de las cargas asociadas con los fendmenos estudia-

Figura 2.2. Arreglo
del electrodo de Au dos, lo que demostré la confiabilidad de los electrodos.

2.1.2 — Celda de medida

La celda electroquimica empleada posee tres electrodos: electrodo de trabajo (ET), con-
traelectrodo (CE) y electrodo de referencia (ER), cuya disposicién se muestra en la figura 2.3. En
este arreglo la corriente circula entre el ET y el CE, y la diferencia de potencial se mide entre el ET
y el ER.

El CE, en este caso de Pt, debe ser inerte. Sus pro- @
piedades electroquimicas no deben afectar el proceso estu- v Amperometra
diado; mas aun, no deben producirse sustancias en cantida- ? E = const.
des suficientes para alcanzar la superficie del ET y asi causar
interferencias. Si esto ocurriera se deberia recurrir a una cel-
da con CE en otro compartimiento, separado por una mem-
brana porosa. ==

electrodo contraelectrodo

Como electrodos de trabajo se utilizaron los sustratos el

de oro descriptos en el inciso anterior. Figura 2.3. Esquema de la celda de

Ademas, se utilizaron dos tipos de electrodos de refe- 3 electrodos

2-3



Parte Experimental

rencia: electrodos de calomel saturado (ECS) y electrodos de hidrégeno cuasirreversibles. Ambos
electrodos se construyeron en este laboratorio y sus potenciales se midieron periédicamente res-
pecto del de un electrodo de calomel saturado comercial (Schott Geréate), cuyo potencial de elec-
trodo es 0,241 V a 25 °C. Para evitar que la caida de potencial que se genera en la solucién entre
el ET y el CE afectara la medida del potencial, se utilizé un capilar de Luggin-Haber. Este disposi-
tivo permite realizar la medida del potencial ET/solucidn en la regién cercana al ET. Los potencia-
les informados en este trabajo se refieren al ECS.

Los experimentos se realizaron en una celda de vidrio borosilicato especialmente disefia-
da. El cuerpo de la celda fue construido en forma de cilindro. Sobre la tapa se soportaron el capilar
de Luggin-Haber, el CE, el tubo burbujeador y el ET. Por el tubo burbujeador se hizo circular N,
para eliminar el oxigeno disuelto puesto que es una especie electroactiva que puede interferir en
las medidas.

La celda y el material para preparar soluciones se trataron con permanganato de potasio,
en medio alcalino y caliente, durante algunas horas para eliminar la materia organica. Y, poste-
riormente, se enjuagaron con perdxido de hidrégeno en medio acido para eliminar los restos de
permanganato de potasio y de didxido de manganeso. Por ultimo, se enjuagd con abundante agua
destilada.

2.1.3 — Soluciones

El agua utilizada es provista por el INIFTA. Esta se obtiene por destilacion del agua de red
y es tratada posteriormente con un sistema Millipore — Milli-Q. Este equipo posee filtros de resina
de intercambio i6nico y de carbdn activo, con los que se alcanzan resistividades de 18 MQ cm.

Las soluciones empleadas se prepararon utilizando reactivos de calidad PA - Kl, azul de
metileno (sal de cloruro), Na,S, NaH,PO,, NaOH, Na,SO,, etc - sin posterior purificacion.

Las soluciones de alcanotioles se prepararon realizando diluciones de otras (soluciones
madre) de mayor concentracién. Las soluciones madre se prepararon por pesada directa (con una
precisién de 0,001 g) del alcanotiol y llevando a volumen con etanol absoluto en matraz aforado,
de modo que la solucién resultante fuese 5 mM.

Los pH de las soluciones amortiguadoras (buffer) de fosfato — 0,1M NaH.,PO, + 0,1M
Na,SO, — se ajustaron agregando NaOH 0,1M y midiendo, simultdneamente, el pH mediante un
electrodo de vidrio.
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2.1.4 — Aparatos de medida y registro

Las medidas de voltamperometria ciclica se realizaron con un potenciostato PAR (Prince-
ton Applied Research) modelo 273. La informacién se adquiri6 con un programa comercial sumi-
nistrado por la firma PAR y, ademas, se registr6 con un registrador marca Houston X-Y modelo

2000. | o

RAMPA || POTENCIOSTATO o
PAR 273 |- —— - T A
L]
T "
E controlada

s

it} medida

REGISTRADOR

Figura 2.4. Esquema del circuito de medida.

2.1.5 — Modificacion de sustratos mediante inmersion

La preparacién de SAMs de dodecanotiol se llevé a cabo mediante inmersion de los sus-
tratos de Au en soluciones de alcanotioles durante un tiempo determinado (figura 2.5). Luego de
la incubacién las placas se enjuagaron con etanol absoluto y se llevaron inmediatamente a la cel-
da para efectuar las medidas correspondientes.

Las monocapas de ioduro sobre Au (111) fueron preparadas por inmersién de los sustratos en
soluciones acuosas de Kl 3x10° M durante 10 minutos alcanzandose 2/3 de la cobertura total [2].

alcanotioles
10 min de
- ggﬁ'\(‘%"" incubacion con KI
AN ™
— sgge0es
R — | l  30minde
incubacién con MB
Figura 2.5. Preparacion de SAMs por inmer- e e e e
[SrSrs[s]s]

sién del sustrato en solucién de alcanotioles

Figura 2.6. Modificacién de los
sustratos de Au(111) con |y MB.

Para los estudios con azul de metileno (MB), los sustratos cubiertos de monocapas de ioduro
recién preparados fueron enjuagados con agua Milli Q y sumergidos en MB acuoso 0,1 mM du-
rante 30 minutos para conseguir la inmovilizacion del MB (figura 2.6). Luego se las enjuag6 con
agua MilliQ y se las secé con N, antes de proceder a las medidas de voltamperometria ciclica.
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2. 2 - Medidas con microscopios de barrido

En este trabajo las medidas de STM se realizaron con un microscopio modelo Nanoscope ||
EC-STM, de la marca Digital Instruments, Inc (Santa Barbara, CA, EEUU). Las medidas se realiza-
ron en general con los tubos piezoeléctricos de barrido (scanners) mas pequenos, las cuales per-
miten barrer un campo maximo de 500 a 750 nm (segun el scanner) y que son las adecuadas para
obtener resolucion atémica. También se realizaron algunas medidas en campo grande con scan-
ners que permiten barridos en campos maximos de unos 10 um. La punta metélica solidaria al
tubo piezoeléctrico puede ser de platino-iridio o tungsteno. En los experimentos que se describen
se emplearon puntas comerciales de Platino-Iridio (NanoprobeTM STM tips) de 8 mm de largo y
0.25 mm de diametro que fueron limpiadas con corriente de nitrégeno antes de su uso. En cuanto
al modo de operacion del STM, todas las imagenes que se muestran en este trabajo han sido to-
madas en el modo de corriente constante. En general se usaron voltajes tunel Vt positivos entre
0,01 y 1,5 V. Las corrientes habituales eran 0,3-30 nA. El programa (software) de andlisis de las
imagenes fue el provisto por la empresa fabricante del microscopio (NanoScope Il Digital Instru-
ments Inc., version 4.22).

En cuanto a los experimentos realizados con microscopia de fuerzas AFM se trabaj6é con el
scanner de mayor alcance de barrido (hasta 160 um) en el modo de contacto empleando cantile-
vers con puntas integradas de nitruro de silicio y cubiertas de oro (NanoProbersT'\’I de Digital Ins-
truments). En base a los perfiles de las curvas de fuerzas se pudo estimar las fuerzas de contacto
utilizadas las cuales estuvieron en el rango de 10 a 350 nN.
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Capitulo 3

Caracterizacion del sustrato metalico, Au(111)

En este capitulo se describen las experiencias realizadas y los resultados
obtenidos para la caracterizacion del sustrato. Contar con un sustrato ordenado y
de composicion y estructuras bien definidas resulta de suma importancia para rea-
lizar estudios con superficies modificadas. La caracterizacion se realiz6 mediante
las técnicas de voltamperometria ciclicay STM.



Caracterizacion del sustrato metalico, Au(111)

3.1 — Introduccion

Las superficies de Au(111) son las mas comunmente utilizadas para realizar estudios que
implican la modificacion de superficies mediante monocapas. La preferencia por el Au(111) se da
tanto en casos en los que se depositan especies inorganicas, como metales en condiciones de
subpotencial (underpotential deposition, upd) [1], o para depésitos de monocapas organicas, como
las SAMs de alcanotioles. Este hecho tiene origen en diversas razones [2]: (a) El Au es un metal
relativamente inerte -no forma un 6xido estable en la superficie y resiste la contaminacion ambien-
tal-. (b) Se pueden obtener superficies de Au con orientacion preferencial (111) en forma relativa-
mente simple y reproducible. La cara (111) es la mas densamente empaquetada y las superficies
monoorientadas de Au(111) se obtienen con relativa facilidad recociendo peliculas delgadas de
este metal soportadas sobre mica, silicio o vidrio [3]. Esto permite realizar estudios sistematicos
con superficies bien caracterizadas, que pueden requerir cientos de determinaciones, sin la nece-
sidad de recurrir al uso de monocristales. (c) Es un material biocompatible, lo que lo hace particu-
larmente atractivo en estudios y desarrollo de biosensores y materiales biomiméticos [2]. (d) Tiene
una fuerte interaccién especifica muchos aniones (yoduro, sulfuro, tiocianato, cianuro, sulfamato,
etc.) y con especies que presentan azufre en general, lo que permite formar monocapas ordena-
das [3].

Antes de emplear un sustrato es importante prepararlo adecuadamente ya que los defec-
tos estructurales, como la presencia de limites en los granos de cristal, se trasladan, por ejemplo,
como defectos indeseables a las estructuras de las SAMs. Ademas, es importante preparar sustra-
tos libres de impurezas ya que estas pueden entorpecer los procesos electroquimicos y la forma-
cién de las SAMs [4].

Entre otros motivos, la enorme difusion de los sustratos de Au(111) hizo que su prepara-
cién y andlisis fueran comunes en muchos laboratorios. En el presente trabajo se emplearon vol-
tamperometria ciclica (CV) —para estudiar las propiedades electroquimicas y a partir de ellas de-
ducir aspectos estructurales y estimar recubrimientos de adsorbatos - y STM —para obtener infor-
macién topografica -, las que son compatibles con el estudio de las SAMs. El empleo de la CV
permitié caracterizar ciertas propiedades caracteristicas promediadas sobre toda la superficie. Los
perfiles corriente-potencial son muy sensibles a las composiciones del medio electrolitico y del
electrodo y a la estructura superficial. Por otra parte, las microscopias utilizadas son técnicas loca-
les, pero permiten obtener informacion estructural a nivel atbmico. Ambas técnicas son comple-

mentarias y permiten una correcta caracterizacion del sustrato.
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3.2. — Resultados

3.2.1 — Caracterizacion topografica

Las peliculas de Au depositadas sobre sustratos tales como vidrio, mica o silicio son poli-

cristalinas y se componen de una capa continua de islas o granos de metal que varian en un ran-

go de ~10 a 1000 nm [2]. La morfologia de los granos varia sustancialmente dependiendo del mé-

todo experimental y de las condiciones de prepara-
cién y del posterior tratamiento del sustrato metalico.
Si se emplea la técnica de recocido, la textura domi-
nante resulta (111) — para metales con empaqueta-
miento cubico centrado en las caras como el Au, un
arreglo hexagonal de 4tomos en la superficie- y el
tamafo y forma de los granos cambia considerable-
mente; de un conjunto de granos pequefos y coli-
formes (figura 3.1), hacia un conjunto de granos de
2 a 3 ym que presentan terrazas planas con orienta-
cion preferencial (111). El desarrollo de textura gra-
cias al recocido se hace evidente alun en la imagen

20,0 nm
200 -
10.0 nM
100 - 0.0 nm
0 -
o 100 200 M

Figura 3.1. Imagen de STM de una superficie de
Au Alto Vacio. El sustrato se mantuvo a tempera-
tura ambiente durante la evaporacién.

de STM tomada en un campo amplio (7,3 x 7,3 um?, figura 3.2), en la que puede advertirse el

desarrollo de terrazas triangulares (angulos de 60°). Aumentando la resolucién (figura 3.2) al to-

mar la imagen STM, las terrazas triangulares se distinguen claramente, observandose los escalo-

nes monoatémicos y diatdémicos que las separan. Estos escalones son utilizados para calibrar los

piezoelementos del microscopio en la direccion perpendicular a la superficie.

7,3 x7,3 pm’

398 x 398 nm?

Figura 3. 2. Imagenes de STM de la
superficie del sustrato Au (111) en un
campo de 7,3 x 7,3 um? y del detalle
de una zona de 398 x 398 nm®
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3.2.2 — Caracterizacion electroquimica

Las superficies monocristalinas de Au(hkl) han sido caracterizadas por voltamperometria
ciclica en distintos medios, demostrandose que su comportamiento electroquimico, en especial en
la region de formacion y reduccién de éxido, depende fuertemente de las caracteristicas de la su-
perficie y del electrolito [6].

Los voltamperogramas ciclicos (de ahora en adelante CVs) se miden a una temperatura,
velocidad de barrido, concentracion y naturaleza del electrolito bien definidos. Otros factores im-
portantes que afectan las medidas son la limpieza de la superficie del electrodo y la pureza de las
soluciones empleadas [7]. Ademas, el gas utilizado para desairear las soluciones debe estar limpio
y ser quimicamente inerte —en este caso se utilizd N,- , de lo contrario se observarian corrientes
faradaicas en la regién de doble capa debidas a reacciones en las que participarian las impurezas.

Teniendo en cuenta los mencionados parametros los CVs pueden ser considerados como
huellas digitales de la superficie del oro en ciertos rangos de potencial: la region de doble capa, la

formacion de la monocapa de 6xido (y su subsecuente reduccion), y el comienzo de la reduccion
de los iones hidrégeno.

T T T T T T T T T
100 750
500
50
EE— 250
EE—
o 0 N
E’ § o
< — i +—
= =
-50 250
-500 [ i
-100 | i
-750 |- i
1 1 1 1 1 1 1 1 1
-1,0 05 0,0 0,5 -0.5 0,0 0,5 1,0 15
E/V vs. SCE E/V vs. SCE

Figura 3.3. CVs de Au (111) en a) NaOH 0,1M y b) H.SO4 1,0 M ambos a 25°C y v = 50mV/s. Las flechas indican
las direcciones del barrido de potencial.

En la primera region (en la figura 3.3a, de -1,1 V a -0,2 V), la densidad de corriente, j, esta
asociada con la carga de la capacidad de la doble capa, Cq, -que a su vez puede variar con el
potencial- segun: j= C(dE/dt) = Cv, donde v es la velocidad de barrido. Ciertas caracteristicas de
la doble capa deben ser derivadas estudiando esta regién de potenciales con una sensibilidad
mayor. La velocidad de barrido debe ser lo suficientemente grande para observar valores aprecia-
bles de j con precisién y evitar la contaminacion de la superficie pero tampoco demasiado alta, ya
que puede causar modificaciones irreversibles en la estructura de la superficie.

En el extremo izquierdo, se puede observar el comienzo de la reduccion de los iones
hidrégeno, que da lugar a una corriente catddica faradaica.

En la siguiente region (en la figura 3a, de -0,2 V a 0,6 V), se observan las sefales corres-
pondientes a los procesos de oxidacién (j positivos) y reduccién (j negativos); entonces una co-
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rriente faradaica fluye a través de la interfase en respuesta al cambio de potencial con el tiempo.
Los procesos superficiales — como la formacion y reduccién de las monocapa de 6xido de oro,
AuO - estan electroquimicamente limitados por la cantidad del material que puede ser depositado,
reducido o intercambiado en la superficie del oro, dando por lo tanto los picos de corriente.

La energia de la reaccién, las interacciones entre las especies en la superficie y la carga
que circula a través de la interfase durante la reaccion determinan, respectivamente, la posicion E,
del pico de corriente en la escala de potencial, la forma del pico y el area bajo la curva j-E.

Los procesos de formacion de la monocapa de éxido sobre la superficie del electrodo es-
tan fuertemente influenciados por los aniones presentes en el electrolito. Esto se debe, fundamen-
talmente, a la capacidad de los aniones para adsorberse especificamente en las superficies meta-
licas. El efecto de los aniones sobre los perfiles voltamperométricos tomados con electrodos de
Au, ha sido motivo de numerosos estudios y sus caracteristicas establecidas con claridad [7,8]; de
hecho, la simple comparacién de perfiles obtenidos en un laboratorios con los informados en la ref.
[7] es prueba suficiente de la calidad del electrodo y de la pureza del medio electrolitico.

Cuando se trabaja en medio &cido, la concentracion de iones hidrégeno es muy alta, por lo
tanto, la formacion de la monocapa de 6xido y su reduccion no alteran el pH en la regién cercana a
la superficie del electrodo. En consecuencia, no se altera el perfil de la corriente en la regién de
oxidacién/reduccion en sucesivos ciclos. En soluciones muy alcalinas, se da un efecto similar,
dado que hay una elevada concentracién de iones hidroxido. En cambio, en soluciones neutras
que no poseen un sistema amortiguado, el pH cambia localmente en la interfase electroquimica
debido a la formacién de la monocapa de éxido que produce algunos iones hidrégeno en las
proximidades de la superficie del electrodo:

Au + nH,O » Au(OH), + nH* + ne’

Y la reduccion de la monocapa de 6xido produce OH':

Au(OH), + ne" > Au + nOH"

Los resultados obtenidos en medio acido (figura 3.3b) difieren sustancialmente de aque-
llos en medio alcalino, atribuyéndose estas diferencias a la influencia de la adsorcién del OH', la
que depende del potencial, que se solapa con la formacién y especialmente la reduccién del 6xido.
Ademas, en la region de formacién y reduccién de 6xido, se producen fendmenos de reconstruc-
cion superficial inducidos por el potencial aplicado [6].

La morfologia de las curvas i-E para la formacién de éxido en NaOH 0,1 M (figura 3.3a) es
muy diferente a las obtenidas en H,SO, 1,0 M (figura 3.3b) y en solucién amortiguadora (buffer)
de fosfatos de pH 7,0 (figura 3.4). En NaOH 0,1 M, el primer pico positivo no corresponde a la
formacion de 6xido [6]. En cierto grado se observa un hecho similar en medio acido y neutro, pero
usualmente a potenciales mucho menores que los correspondientes al comienzo de la formacion
de éxido. Al examinar el perfil hacia la direccion de mayores potenciales, en el lado positivo de la
curva i-E, el segundo pico de corriente positivo, junto a un tercer pico poco definido debido a la
presencia de otro proceso -probablemente el comienzo de la reaccién de desprendimiento de
oxigeno - es identificado con la formacion de 6xido. La reduccion del 6xido de Au se manifiesta
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como un pico ancho y bien definido en el barrido negativo y centrado en 0,07 V. Se obtienen tam-
bién corrientes negativas a lo largo de la regiéon de potencial de la doble capa, las que aparecen al
aumentar el limite de potencial positivo. Lo mas probable es que estas corrientes se deban a la
reduccién de oxigeno formado en los seg-

1500 T T T T T

mentos de barrido positivo de potencial pre- oo - |

cedentes (se ha informado que la reduccidn
500 |- o
de oxigeno comienza a -0,15 V en NaOH

0,1 M). Apoyando esta observacién, la agita-

<

2
cion disminuye la magnitud de las corrientes, ~ T ]
ya que en estas condiciones se remueve el O, -1000 - T
electrogenerado en el seno de la solucién [7]. -1500 - -

En el CV en buffer fosfato pH 7,0 (fi- 2000 L1 . . . .
i Lo -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5
gura 3.4) el barrido anddico muestra que la EN vs. SCE
formacion de 6xido comienza en 0,7V alcan- Figura 3.4. CV de Au rugoso en buffer pH 7,0 a 25°C
y v=200 mV/s

zando un maximo en 0,9V y luego un minimo
en 1,1 V. El minimo en la corriente que sigue al pico de oxidacién del oro se toma como indicacién
de que se alcanzé el recubrimiento por la monocapa [4].

Es interesante notar que el intervalo de potenciales en el que no hay contribuciones fara-
daicas a la corriente, es muy diferente para cada medio electrolitico estudiado. Estas regiones de
potencial, a las que suele llamarse regiones de doble capa, son aquellas en las que podria operar-
se un sensor sin interferencias debidas a las reacciones de formacién de 6xidos superficiales o a

la reaccion de desprendimiento de hidrogeno.

3.3 — Conclusiones

El sustrato metalico fue caracterizado por STM y medidas electroquimicas. Mediante las
imagenes obtenidas por STM se pudo advertir que los tamarios de los granos después del trata-
miento térmico eran mucho mayores (2-3 um) en la placa sin recocer (10 — 1000 nm). Dichos gra-
nos exhibian las terrazas triangulares caracteristicas de la orientacién (111).

En la caracterizacion electroquimica en distintos medios, se obtuvieron voltagramas que
poseen la misma forma que los encontrados en bibliografia [6-8] para el Au (111).

Estas dos técnicas permitieron mostrar que los métodos de preparacion de las superficies
son adecuados y que tanto el electrodo como las soluciones utilizadas tienen un bajo nivel de im-

purezas.
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Capitulo 4

Cinética de adsorcion

de n-dodecanotiol sobre Au(111)

En el Capitulo 1 se han mencionado algunas caracteristicas de las
monocapas autoorganizadas de alcanotioles sobre Au(111) y de los posibles
procesos implicados en su formacion. En este capitulo se presenta un estudio
sobre la cinética de adsorcion de dodecanotiol sobre Au(111), a partir de
soluciones etanodlicas con bajas concentraciones de adsorbato. Ademas, se
discute la existencia de un intermediario fisisorbido; y las consecuencias que
tendria este intermediario en la estructura de las SAMs.
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4.1 — Introduccion

En lo referente al estudio y analisis de las estructuras de estas SAMs, se ha avanzado
notablemente y se progresa en la comprensién de la informaciéon estructural [1,2]. En los
experimentos de difraccion superficial, en los que la mayor fraccién de la radiacion es dispersada
por las especies en la superficie, se determinan las redes en las que se empaquetan los
adsorbatos. Adicionalmente, las nanoscopias permiten “observar’ la posicién relativa de las
especies en la superficie, obteniéndose informacion local. Resulta razonable, por tanto, que
gracias a los diferentes aportes experimentales, se haya determinado qué redes forman los
alcanotiolatos adsorbidos; en el caso de dodecanotiol sobre Au(111), las redes (V3x\3)-R30° y
c(4x2) (Cap. 1).

Sin embargo, varios interrogantes permanecen aun sin responder y requieren que se
continten los estudios sobre estos sistemas. Entre las multiples cuestiones por contestar que se
plantean en la literatura, sélo nos ocuparemos de dos: (l) ¢Cuales son los sitios de adsorcion de
los alcanotiolatos sobre el Au(111)? (ll) ;Mediante qué mecanismo (0 mecanismos) se adsorben
los alcanotioles y forman SAMs? Obviamente, dada la magnitud y complejidad de las cuestiones
planteadas, sélo se pretende aqui contribuir con la formulacién de posibles respuestas.

En este punto, es interesante plantear como puede progresarse en la comprension de
los sistemas estudiados mas alla de la informacién experimental en si misma. Un enfoque posible
puede centrarse en avanzar sobre el modelado tedrico. En este sentido, para responder cuéles
son los sitios de adsorcion mas favorables para alcanotioles sobre Au(111), se realizaron célculos
en el contexto de la Teoria de la Funcional de Densidad (DFT) [3]; estos, arrojaron resultados
diversos, probablemente debido a la presencia de minimos locales en las superficies de energia
potencial. Se encontraron diferentes sitios de adsorcion

posibles: hueco-fcc, hueco-hcp y puente (figura 4.1). Sin hueco-fcc puente

embargo, dos estudios de difraccién recientes indican que
la adsorcién del metanotiol sobre Au(111) tendria lugar

sobre sitios tope [4]. Esta controversia evidente entre los
hueco-hcp tope

resultados experimentales y teéricos ha empujado a varios

grupos de investigacion a realizar nuevos estudios.
. Au capa inferior

O Au capa

otros centros de investigacion de Europa, realizaron un superior

Miembros del Laboratorio de Nanoscopias del INIFTA y de

trabajo, cuyo enfoque se desea destacar, en el que se Figura 4.1. Sitios de adsorcion en una
superficie de Au(111)

propone la existencia de dos sitios para la adsorcién de

dodecanotiol sobre Au(111) desde solucién [2]. En el

mencionado trabajo, se informan nuevas medidas de “difraccién de rayos X de angulo rasante”

(GIXRD), se estudian imagenes de STM en las que se observan las redes (V3x\3)-R30° y c(4x2) y

se presenta un estudio electroquimico del proceso de adsorcion. Esta informacion se analiza, junto

con antecedentes bibliograficos, de manera racional y se propone la existencia de un intermediario
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fisisorbido durante el proceso de adsorcion.

La existencia de un intermediario fisisorbido durante la adsorcién de alcanotioles en
solucion fue postulada con anterioridad [5]; aunque no ha sido confirmada mediante argumentos
concluyentes. El origen de la presuncién de un intermediario fisisorbido provino, en algunos casos,
de analogias con los procesos de adsorciéon de alcanotioles desde la fase vapor, donde su
existencia esta establecida de manera univoca [6]. Ademas de haberse estudiado la energética de
los procesos de adsorcién en fase vapor, se ha informado la existencia de estructuras ordenadas
durante el crecimiento de la monocapa [7]. Por el contrario, los estudios realizados en solucién
permiten conocer aspectos de los procesos de crecimiento de manera parcial. Mediante el
seguimiento de la adsorcion mediante una microbalanza de cristal de cuarzo —como el realizado
por Lee et al. [8]-, por ejemplo, sélo es posible conocer el aumento de masa de la interfase; lo que
permite realizar la evolucidn de la cantidad total de adsorbato que se agrega, sin distincién sobre
las caracteristicas energéticas o estructurales. Los estudios mediante “Generacion de Segundos
Arménicos” (Second Harmonic Generation, SHG) permiten, en cambio, obtener informacién sobre
el proceso de quimisorcidn, ya que esta técnica es sensible a los cambios en las propiedades
electrénicas del sustrato de Au debidas a la formacién del enlace Au-S [9]. Estos hechos, sumados
a la gran dispersion en las constantes de tiempo caracteristicas informadas en la literatura [10],
explican la necesidad de realizar la medida simultdnea de una magnitud que indique como se
modifica la cantidad de alcanotiol fisisorbida —habiéndose supuesto que estas especies existen- y
de otra que permita seguir el cambio de recubrimiento de las especies quimisorbidas.
Alternativamente, como se realizé en este trabajo, es posible elegir otro par de variables
independientes como funcién del tiempo: el recubrimiento total, 6., y el recubrimiento de
especies quimisorbidas, Gyyim.

En este capitulo se presenta el estudio de la cinética de adsorcion de dodecanotiol
realizado mediante métodos electroquimicos. Las cantidades G Y Ghuim fueron estimadas a partir
de medidas voltamperométricas para diferentes tiempos de incubacion y utilizando soluciones
etanolicas de distintas concentraciones. Los resultados se interpretan considerando la existencia
de un intermediario fisisorbido en un paso previo a la quimisorcion.

4.2 — Determinacion de recubrimientos de especies adsorbidas
4.2.1 — Medidas de Capacidad de la interfase: Gotal

Las medidas de capacidad de la interfase y las curvas de desorcién del dodecanotiol se
realizaron utilizando soluciones acuosas 0,1 M en NaOH como electrolito soporte y con una
velocidad de barrido, v, de 0,050 V/s.

Luego de la incubacién, una vez colocados en la celda electroquimica, los electrodos
fueron sometidos a barridos lineales de potencial entre el potencial inicial, E, (E; = -0,4 V) y el
potencial final, E, (Ef = -0,6 V). En esta ventana de potencial, E, en la que no hay reacciones
faradaicas ni pseudofaradaicas (-0,6 V < E < -0,4 V) en solucion NaOH 0,1 M. La capacidad de la

interfase ET/solucién puede deducirse a partir de la medida de la diferencia entre las densidades
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de corriente correspondientes a los barridos en sentido positivo, ji.*, y negativo, ji ,, las que estan
dadas por [11]:
Jac' =V Cqc (4.1)
Joc =~V Cuc

A partir de las ecuaciones (4.1) y (4.2), se deduce:
jdc+ - jdc- =2v Cdc (4-3)

Entonces, la diferencia jy.* - jic, también llamada “ancho de la doble capa” es una medida directa
de Cy, Ya que la velocidad de barrido es una constante.

Las ecuaciones (4.1) y (4.2) son vélidas en los casos en los que la capacidad interfacial
ET/solucién sea mucho menor que la correspondiente al contraelectrodo. Esto puede entenderse
interpretando a este par de electrodos inmersos en la solucién electrolitica mediante un circuito
equivalente. Si se considera a este circuito como el formado por dos capacitores conectados en
serie, su capacidad equivalente, C.qqa, puede obtenerse a partir de la suma de los inversos
multiplicativos de las capacidades de los pares ET/solucién, Cy4. y CE/solucién, CaF:

1/Ceeigar= 1/Cae + 1/Cac . (4.4)

Ceelda = Cao Cea”" /( Coc + Ces™") (4.5)

Puesto que el CE tiene un area mucho mayor que el ET, la citada condicién ( Cy << CchE) se

cumple y puede aceptarse la aproximacion:
Ceeida = Cuc (4.6)

Las capacidades de las interfases dependen de diversos factores; entre ellos, los recubrimientos y
la naturaleza de las especies adsorbidas. Por simplicidad, considérese un electrodo que
inicialmente estd en contacto con agua (la situacién de los electrodos en la celda es aun mas
compleja puesto que en la solucion hay iones disueltos), un medio con permitividad relativa
cercana a 80, y que cuya capacidad es Cy. Si en la region interfacial se adsorben especies, tales
como los alcanotioles, que producen un descenso de la constante dieléctrica del medio, se
observara una disminucién de la capacidad de la interfase, C, la que dependera del recubrimiento
de las especies adsorbidas. La capacidad minima se observa cuando el recubrimiento es maximo,
condicidén que se alcanza al formarse una monocapa de alcanotiol sobre el electrodo; por ello, se
la designara con C,.n- Se ha demostrado, dado que la capacidad de la interfase disminuye
linealmente con el recubrimiento, que las medidas de las capacidades permiten estimar el
recubrimiento total, 6, de las especies adsorbidas mediante la ecuacién siguiente ecuacion,
propuesta por Frumkin [12]:

@olal = (CO - C)/(CO - Cmono) (4-7)

Dos de las cantidades en la ecuacién (4.7), 6 Y C, son funciones del tiempo durante la
formacion de una monocapa. Por tanto, tal como se ha hecho en estudios de la cinética de
adsorcion de alcanotioles mediante espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) [13], es

posible utilizar las medidas de capacidad interfasial con el fin de estudiar la evolucion temporal del
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recubrimiento total. Entonces, remarcando la dependencia con el tiempo, se expresa:

Orotal (t)= (CO - C(t))/( CO - Cmono) (48)

Nétese que las capacidades Cy, C(t) ¥ Cmono dependen del area del electrodo. Sin embargo, si
esas cantidades son determinadas utilizando el mismo electrodo, no resulta necesario conocer el

area del mismo, puesto que esta se cancela al realizar el cociente entre las diferencias.

4.2.2 - Curvas de electrodesorcion: Gyuim

La voltamperometria de barrido lineal ha sido utilizada, ademas, para estimar el
recubrimiento de especies adsorbidas, 6,,m. Esta técnica es utilizada frecuentemente para estimar
recubrimientos ya que permite, ademds de proveer informacién cuantitativa, evaluar
cualitativamente los procesos estudiados. La presencia de impurezas en la solucion o de
artefactos indeseados en las senales, pueden identificarse facilmente durante las medidas por
simple observacién de las curvas j-E. Sin embargo, la principal desventaja en estimacién de
recubrimientos radica en que la concentracién superficial de especies adsorbidas no se determina
en forma directa, sino a través de la carga voltamperométrica, Q. La relacion entre esta ultima y el
exceso superficial de adsorbatos, 7I; es sencilla si es posible separar la contribucion de la doble
capa y no se produce adsorcion especifica de aniones. En ese caso, durante la electrodesorcién
de una SAM, la corriente se compone de dos contribuciones que supondremos separables:
(i) carga de la doble capa; y (ii) transferencia de carga con las especies adsorbidas. Una
aproximacién frecuente, consiste en suponer que la primera contribucién puede determinarse
realizando medidas de CV en electrolito soporte. Tal suposicion es valida, solo si la estructura de
la doble capa no se modifica debido a la presencia de especies adsorbidas. Esto dificilmente
ocurre; sin embargo, los cambios cuantitativos en la densidad de corriente debida a la carga de la
doble capa, ji(E), suelen ser pequefios en comparacion con las densidades de corrientes
correspondientes a los procesos faradaicos o pseudofaradaicos, j(E). Nétese que se ha indicado la
dependencia de las dos cantidades mencionadas con el potencial. Si es posible estimar la
corriente ji.(E), entonces, la integracion de la corriente como funcion del tiempo permite obtener la
carga debida al proceso de electrodesorcion:

Qges =NpsFlRs,,

= J-electrodes orcién J(E) - JdC(E) dt (49)

Donde Ques, €s la carga correspondiente a la electrodesorcién de alcanotiolatos, ngs es el
nimero de electrones aparentes intercambiados en el proceso -el que esta directamente
relacionado con la “valencia de electrosorcion” [11]-, F, la constante de Faraday y Irs el exceso
superficial de alcanotiolatos. Para alcanotioles adsorbidos sobre Au, la electrodesorcion implica la

transferencia de un electrén por cada alcanotiolato [14]; por tanto, ngs = 1.

CH3(CH,)11S-Au + solvente + € - [CH3(CH2)nS Tson+ AUson

Con el fin de estudiar la evolucién temporal de la cantidad de alcanotiol quimisorbido, se

realizaron curvas de electrodesorcion para diferentes tiempos de incubacion. La carga asociada
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con el pico de electrodesorcién, Q(f), resultd mayor a medida que utilizaron mayores tiempos de
inmersién. Para estimar el recubrimiento de especies quimisorbidas, 6,nm(f), se realizaron los
concientes entre las Q(f) y la méaxima carga obtenida, Qmono, |2 que corresponde a la formacion de
una monocapa.

equim(t) = Q(t) / C)mono (410)

Nuevamente, dado que el recubrimiento se calculd como el cociente entre dos magnitudes que
son proporcionales al &rea del electrodo, no es necesario determinar el area del electrodo con
precision. Sin embargo, con el fin de asegurar la calidad de las determinaciones y desechar
posibles fuentes de error —las que podrian provenir de una modificacion del area durante el
recocido, por ejemplo-, se verifico periddicamente la constancia del area de los electrodos
utilizados, realizando voltamperogramas, con electrodos limpios y recocidos, en acido sulfurico
1 M ( Capitulo 3).

Luego de la incubacion y de la medida de la capacidad, tal como se explicé en la seccion
anterior, se tomaron registros voltamperométricos ampliando el rango de potenciales
(-0,6 < E<-1,4V), de modo tal que incluyera la region en la que se produce la electrodesorcién de
los alcanotiolatos. Este proceso se manifiesta como un pico agudo, que corresponde a un proceso
de reduccién, cuyo potencial de pico, E,, es -1,15 V [14,15] (figura 4.2).

4.3 — Resultados y Discusién

En la Figura 4.2 se representan curvas de polarizacién catodicas, obtenidas con
electrodos modificados con solucion etandlica 5x10”7 M de dodecanotiol, para diferentes tiempos
de inmersion. Puede observarse que el area correspondiente al pico de reduccién de las especies
quimisorbidas aumenta con el tiempo de

inmersién. Por otra parte, el potencial 10
del pico, E,, se desplaza hacia valores 01
mas negativos de potencial a medida
-10 A o

que aumenta t; y, simultaneamente, se < %
produce una disminucién del ancho de & 20 1 %
. . o O
pico a mitad de altura, AE, .. De lo -30 1 98

) o ) ] 4+ 20 minutos
anterior puede inferirse que a medida 40 | %S o 25horas
que aumenta el recubrimiento de 5
especies quimisorbidas aumenta la -1.5 -1.0 0.5
estabilidad de las mismas en la BV

. Figura 4.2. Curvas de polarizacion catédica para diferentes
superficie 'y se favorecen sus tiempos de incubacién. NaOH 0,1Mv=0.05V s’

interacciones laterales atractivas. La representacion de 6,um en funcion t (figura 4.3) muestra un

aumento monotono del recubrimiento con el tiempo de inmersion.
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1.0

Figura 4.3. Curvas de
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obtenidas  mediante  medidas Gotal P
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puntos). La modificacion  del .
sustrato se realizé6 en solucién 0.0 == . . . ‘
etanolica 5107 M en dodecanotiol 0 20 40 60 80 100

t de adsorciéon/min

El recubrimiento total, 64,, también aumenta a medida que se utilizan tiempos de
incubacion mayores. Sin embargo, esta cantidad es significativamente mayor en los estadios
iniciales que @yim en el dominio temporal representado en la figura 4.3. Resulta evidente, por
tanto, que -aun considerando la posibilidad de errores sistematicos en las medidas- Gyim ¥ Goa
evolucionan de manera diferente. Esta diferencia entre los recubrimientos iniciales puede
explicarse considerando la existencia de especies fisisorbidas como intermediarias en el proceso
de formacion de las SAMs de dodecanotiol. Suponer que existe una fase superficial formada por
adsorbatos fisisorbidos resulta razonable, ya que la disminucion de la capacidad de la interfase se
ve afectada de igual forma mas alla del modo en que estén presentes las especies adsorbidas. En
cambio, s6lo las especies quimisorbidas son electrodesorbidas con intercambio de carga con el
metal. Aunque la existencia de especies fisisorbidas fue sugerida con anterioridad [5,16] no se
habian efectuado, hasta la realizacién de este trabajo, ensayos en los que se compararan
recubrimientos obtenidos con técnicas sensibles a la cantidad de adsorbatos totales con la
correspondiente a especies quimisorbidas. Las medidas electroquimicas realizadas en este trabajo
permiten discriminar la naturaleza de las especies adsorbidas y, por ello, apoyar la existencia de

un intermediario fisisorbido; cuyo recubrimiento &, se calcula como la diferencia entre Gt Y Gguim-

afis =3{olal - equim (4-1 1)

Usualmente, en nuestro laboratorio, las SAMs se preparan utilizando concentraciones
entre 5x10° M y 5x10° M de alcanotioles en diferentes solventes organicos. En las experiencias
realizadas en este rango de composiciones se determind 6,,» en funcién del tiempo. El proceso
de quimisorcién se produjo en un 90 % en tiempos menores que 60 s. Ya que las operaciones
realizadas en las determinaciones de 6,,, requieren al menos 90 s, no puede utilizarse el
procedimiento descripto para la determinacién de cantidades tales como constantes de velocidad.
Sin embargo, ha sido posible acotar los intervalos de tiempo necesarios para la formacion de fases
superficiales quimisorbidas.

De lo expresado arriba se deduce que es conveniente analizar con detenimiento los
resultados obtenidos con bajas concentraciones de dodecanotiol (5x107 M). Sin embargo, ello
implica tener en cuenta la posibilidad de que la adsorcién ocurra con un control mixto; con
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influencia de los procesos de transferencia de materia, desde el seno de la solucién hacia la
interfase, en la velocidad del proceso de adsorcién. Este inconveniente no se presentaria con
concentraciones elevadas, ya que la cantidad de adsorbato necesario para formar una monocapa
es muy pequeia (7,70x10™'® mol cm™ para una SAMs con estructura (¥3xV3) R30°) y no produciria
una modificacién apreciable en la concentracién en la regién cercana al electrodo. En cambio, si
se intenta estimar el tiempo necesario para que se forme una monocapa de alcanotiol mediante
control difusional, suponiendo difusién plana semiinfinita y concentracién 5x10” M, se encuentra
que no se satisfacen las condiciones para utilizar la ecuacion de Cottrell [11], la que implica s6lo
transporte difusional. Con concentraciones muy bajas, el tiempo necesario para que difunda la
mencionada cantidad de adsorbato es muy grande (mayor que cien minutos) y se presentan
contribuciones al transporte de materia debidas a la conveccién (en las condiciones en las que se
trabaja, conveccion natural).

El proceso de formacién de una SAM de
dodecanotiol es extremadamente complejo; por
ello, dificilmente pueda comprenderse mediante
un modelo simple. Este implica, al menos, los
siguientes pasos: (a) transporte desde el seno
de la solucion a la interfase, (b) fisisorcion,
(c) quimisorcién  (d) formacién de fases
ordenadas. Cabe mencionar que no se conoce
el orden con el que ocurren los dos ultimos
pasos 0 si se dan en forma simultanea.
Ademas, durante la formacién de las SAMs de
alcanotioles se modifica la superficie de

Au(111), formandose agujeros cuya profundidad
es igual a la altura de una o dos capas de E'ggéz é:olgf‘gﬁzgi:nrm%z ‘}%él]éém‘l”'cado con
Au(111) [17] (figura 4.4).

Con el fin de interpretar adecuadamente la informacién obtenida experimentalmente y
sostener la existencia del intermediario fisisorbido, se propone un esquema de reacciéon que
implica dos procesos: () la formacion de una fase constituida por especies fisisorbidas, (Il) la
formacion de especies quimisorbidas a partir del intermediario fisisorbido. Cada uno de estos
procesos puede implicar varias etapas elementales y, ademads, ocurrir por distintos mecanismos.
Sin embargo, a pesar de no tratarse de etapas elementales, se propone, por sencillez y carencia
de informacién adicional, un formalismo que implica solo dos pasos y procesos de primer orden o
pseudo primer orden:

C12(solucion) — C12(fisisorbido) (dBhig/dt) = Kags Co [1-(6his + Oquim)] ()
C12(fisisorbido) — C12(quimisorbido) (dGyuim/dt) = Kquim 6is ()]

C12 se refiere tanto a dodecanotiol, en solucién o fisisorbido, como a alcanotiolato, fisisorbido o
quimisorbido. Ademas, C, es la concentraciéon de dodecanotiol en la solucion, kags Co juega el
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papel de una constante de pseudo primer orden (k= kasCo) para la formacion de especies
fisisorbidas y kqum €s una constante de primer orden. Cabe destacar que la velocidad del primer
proceso es proporcional a la concentracion de alcanotiol en la solucion y a la cantidad de sitios en
la superficie que no han sido recubiertos por adsorbatos. A estas suposiciones se las suele hacer
al utilizar el modelo de Langmuir [18]. Sin embargo, debe considerarse que el primer proceso
incluye, a diferencia de lo que ocurre en un proceso de adsorcion de tipo Langmuir, las
limitaciones impuestas por el transporte de materia. La velocidad del segundo proceso es,
simplemente, proporcional a 6. Asi, se descarta implicitamente la posibilidad de que los
adsorbatos se quimisorban directamente desde la solucién, la que podria considerarse agregando,
en el segundo miembro de la ecuacién (Il), un sumando que la contemplara. La omisién de la
mencionada alternativa -quimisorcion sin considerar la formacion de un intermediario- se ha
justificado considerando los posibles sitios de adsorcion observados en monocapas completas. La
formacion de intermediarios fisisorbidos, y la quimisorcion a partir de ellos, apoya el modelo que
explica la posibilidad de existencia de dos sitios de adsorcién para SAMs de dodecanotiol sobre
Au(111) [2].
La integracion de las leyes de velocidad de los procesos (1) y (ll), con las condiciones

iniciales,6is = 0y 6ym = 0 para t =0, resulta:

efis. (t) + equim (t) =1- exp(_kadsCt) (4-1 2)
Kqui KaqsC

Bgum(t)=1-| —— ™ —K,gsCt) +| ——2dsZ —Kquimt 413

QUlm( ) [quim _ kadsC] eXp( ads ) + {kquim _ kadsC} exp( quim ) ( )

Las cantidades Bga = (Gis + Gquim) Y Gquim SON accesibles experimentalmente y estan
representadas en la figura 4.3. El ajuste simultdneo de los datos experimentales mediante el
método de cuadrados minimos no lineales, permiti6 obtener valores de las constantes de
velocidad, Kags ¥ Kquim, CON los que se trazaron las curvas mostradas en la mencionada figura.
Estos valores, son: kags = 5,1x10*min ™M™y Kqum = 4,4x10%min”.

Utilizando estas constantes de velocidad, calculadas mediante ajuste de los datos
experimentales obtenidos con Cy = 5x107 M, se simularon curvas Bgual(l), Gis(f) Yy Guuim(f) para
diferentes valores de Cy. Las curvas correspondientes a Cq = 5x107 M, se muestran en la figura
4.3. Las curvas difieren de una concentraciéon a otra puesto que el primer proceso, que influye
sobre el segundo, es de pseudo primer orden y su velocidad depende de C,.

Los experimentos realizados utilizando C, = 2x10° M pudieron interpretarse mediante las
curvas calculadas con las constantes de velocidad mencionadas. Lo que indica que el ajuste es
satisfactorio para bajas concentraciones. Sin embargo, las curvas calculadas para altas
concentraciones de alcanotiol, indican que rapidamente se alcanza un recubrimiento de especies
fisisorbidas cercano a la unidad; y que el tiempo necesario para la quimisorcién de la mitad de una
monocapa, tp, (tiz ~15min para Co=5x10’5M y Co=1x10’3 M) es mucho mayor que el

observado experimentalmente. (#,2< 2 min). Por tanto, se deduce que para altas concentraciones
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la adsorcién ocurre mediante un mecanismo diferente del que puede ajustarse con el modelo
propuesto. Probablemente esto pueda explicarse considerando que, a altas concentraciones, los
procesos de transporte de materia no contribuyen significativamente al control del proceso.

4.4 — Conclusiones

Mediante medidas electroquimicas se ha investigado el proceso de adsorcion de
n-dodecanotiol sobre Au(111). Esto se realizé estudiando la evolucién temporal de dos magnitudes
independientes: la concentracién superficial total de adsorbatos y la de especies quimisorbidas.
Puesto que ambas cantidades presentaron diferencias significativas, en un amplio intervalo de
tiempo, se postulé la existencia de un intermediario de reaccion fisisorbido en la superficie. Tal
suposicion permitié proponer un esquema de reaccién que consta de dos procesos y lograr un
buen ajuste de los datos experimentales a bajas concentraciones.

A altas concentraciones, en condiciones en que no se esperan limitaciones debidas a
procesos de transferencia de materia, el esquema de reaccién propuesto no explica los resultados
obtenidos. Lo que podria deberse a un cambio en el mecanismo o en las etapas determinantes de
la velocidad de adsorcién.

La existencia de un intermediario fisisorbido, sumada a informacién estructural obtenida
mediante técnicas de difraccion superficial y STM y a la obtenida mediante célculos de DFT, apoya
un modelo que explica la existencia de dos sitios de adsorcion para alcanotiolatos sobre Au(111).
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Capitulo 5

Azul de metileno sobre yodo

En este capitulo se describe la inmovilizacion del azul de metileno sobre un
sustrato de Au(111) cubierto por una monocapa de yodo. Asimismo se comentan
las posibles utilidades de este sistema en biosensores y la relevancia de la molé-
cula de azul de metileno como agente terapéutico.



Azul de metileno sobre yodo

5.1 — Introduccion

El uso de moléculas y macromoléculas inmovilizadas sobre SAMs en metales ha resultado
ser una ruta efectiva para el control de la quimica de la superficie en diferentes aplicaciones como
sensores quimicos, biosensores, y en el campo de catalisis heterogénea [1]. La SAM actia como
espaciador entre las moléculas inmovilizadas —iones, moléculas organicas, biomoléculas, nanopar-
ticulas, etc.- y el sustrato metalico permitiendo la transferencia de electrones, lo que es un punto
clave para el desarrollo de sensores quimicos y biosensores. La molécula espaciadora puede ex-
poner distintos grupos funcionales permitiendo un anclaje selectivo.

El azul de metileno (MB) se encuentra como ion positivo en soluciones neutras y alcalinas
y posee caracteristicas redox interesantes debido a su similitud con el nucléotido de adenin nicoti-
namida (NADH) y el dinucléotido de adenin flavina (FAD), que actian como transportadores de
electrones en muchos procesos biolégicos en los organismos vivos [2]. La reaccion redox que

involucra al MB es la siguiente:

)
M

= R _ L
e . + H" + 26 —3»
3 MT S" T,-f x HgDHN . N"CHz

| |
CH, CH, CH, CH,
+
MB MBEH

donde MB" y MBH son respectivamente las formas oxidada (catiénica) y reducida (leuco) del azul
de metileno. La carga positiva de la forma cationica esta localizada principalmente sobre el atomo
de S [3]. Esta hidrogenacidn del &tomo de N, que también tiene lugar en el NAD" y FAD, es rapida
y reversible [4].

Se sabe que el MB es aceptor de electrones de las enzimas flavin-deshidrogenasas. De
hecho, el MB en solucion es capaz de aceptar electrones del complejo FAD-glucosa oxidasa (Gox)
aun estando el centro activo del FAD inmerso 1,3 nm dentro de Gox, protegido por un ambiente
hidrofébico [2]. Por ello, el estudio de la molécula de MB en ambientes hidrofébicos es importante
para comprender el compartimiento redox en sistemas bioldgicos. Con este fin, el MB soportado
sobre sustratos de estructura definida puede ser considerado como un sistema simple para estu-
diar los aspectos béasicos de los procesos de transferencia de carga en las enzimas y las fuerzas
que actlan sobre las moléculas redox y las llevan a su posiciéon exacta en la cual tiene lugar la
transferencia de carga desde o hacia la enzima.

Otra razon por la cual ha surgido un creciente interés en el MB es que se trata de una mo-
lécula fotoactiva: tiene potenciales aplicaciones en terapia fotodinamica’ para la eliminacion selec-
tiva de bacterias, hongos, virus y células cancerosas, entre otros [5].

El MB puede ser inmovilizado sobre SAMs de alcanotioles e incluso en adsorbatos més

* La terapia fotodinamica es un método alternativo para el tratamiento de tumores malignos, que involucra la administracién
de un fotosensibilizador -un agente terapéutico que tiene la particularidad de ser retenido selectivamente por las células
tumorales- seguida por su activacion por medio de la luz visible.
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simples [3]. De hecho, el MB se adsorbe en electrodos de Au (111) cubiertos de azufre, obtenién-
dose una monocapa activa electroquimicamente [4]. Esta monocapa de S constituye un espacia-
dor delgado que permite una transferencia electrénica altamente eficiente. Ademas, provee mono-
capas ordenadas y de espesor definido pero la desventaja es que no es biocompatible. Por el con-
trario, el yodo -que posee caracteristicas similares al azufre por las propiedades en diagonal de la
tabla periédica- se encuentra ampliamente distribuido en los sistemas biolégicos [2] y puede for-
mar monocapas que constituyan un espaciador delgado [3].

Para explorar el uso de este sistema en biosensores, en aplicaciones biocataliticas o en-
trega electroquimica de moléculas fotoactivas, se necesita una completa caracterizacién del sus-
trato y del sistema molecular autoorganizado. Por ello, en este trabajo se estudia la inmovilizacion
de moléculas de MB en sustratos de Au (111) cubiertos por una monocapa de yodo en soluciones
neutras mediante el uso de técnicas electroquimicas, STM y espectroscopias Auger y Raman.

5.2. - Resultados

5.2.1 — Au(111) cubierto por una monocapa de yodo

Se tomaron imégenes del sustrato de Au (111) cubierto de I (figura 5.1), donde se pueden
apreciar esferas brillantes que forman una red hexagonal. Estas corresponden a los adatomos de |
que se encuentran sobre los 4tomos del sustrato Au (111) formando una red V3x\3 R302 con ~0,5
nm de distancia entre vecinos [6] que cubre toda la superficie (ver recuadro en la figura 5.1).

En la figura 5.2a se muestra un voltagrama ciclico de Au (111) cubierto por una monoca-

T T T T T T T T T
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o
=
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<
:\-n.g: L) l L] l L] l L) l L]
100 -
ok -
-100 | -
AFigura 5.1. Imagen de STM de 5,28 x 5,28 nm” de la -
red V3x\3 R30? de la monocapa de | cond = 0,5 nm 500
soportada en Au (111). El recuadro muestra un esque- - B 7
ma de dicha red; esferas doradas = Au y esferas verdes L b
=1
, _ -300 C 4
» Figura 5.2. CVs para a) electrodo de Au(111) cubierto por | , , . .

\3xV3 R302 y b) electrodo de Au(111) cubierto por | V3xV3 4
R30? con MB en buffer oH = 6 (NaH:PO, 0,1M + Na,SO, -0.4 -0.2 0.0 0.2

0.1M) a 50 mV/s
E/V(SCE)



Azul de metileno sobre yodo

pa de | en solucion buffer de fosfato (NaH,PO, 0,1M + Na,SO, 0,1M, ajustado a pH = 6 con NaOH
0,1 M) efectuado a una velocidad de barrido v = 50 mV/s. El pico en la corriente catddica localiza-
do a -0,38 V se observa también en electrolitos acidos y ha sido asignado a la electrodesorcion
parcial de los atomos de | 0 a cierto reacomodacion de la capa adsorbida [6]. En el barrido positi-
VO, ocurre la reaccion inversa y se detecta un pico anédico a -0,32 V. La desorciéon completa del |
ocurre a potenciales menores a -0,4 V [7]. Este voltagrama demuestra claramente el rango de
estabilidad del espaciador, un hecho crucial para construir estructuras moleculares.

Figura 5.3. a) Imagen de STM de 67,7 x 56 nm” de MB inmovilizado sobre Au(111)-l b) Imagen de STM de alta resolu-
cidn (32,34x 32,34 nm?) mostrando el detalle de las manchas brillantes de 1,5 nm de largo y 0,9 nm de espesor. El
recuadro muestra una imagen de STM de alta resolucion (8,17x5,84 nm?) de la red V3x+3 R30° del | tomada en una zona
entre regiones cubiertas por MB adsorbido (manchas brillantes).

5.2.2 — MB inmovilizado en una monocapa de yodo sobre Au (111)

Una vez caracterizado el sustrato — Au (111) cubierto por | - se efectud la inmersién en
MB. Las imagenes de STM de las terrazas de Au cubiertas por | muestran arreglos de esferas de
~1,5 nm de largo y 0,9 nm de espesor (figura 5.3a). Como el recubrimiento de la superficie no fue
completo, se pueden observar zonas donde aparece la red V3xV3 R30° del | (figura 5.3b y recua-
dro). La distancia de 0,5 nm no sufri6 cambios lo que indica que la adsorcién de MB no produjo
reestructuracion de la monocapa de I.

En la figura 5.2b se muestra el voltagrama ciclico para el sistema MB-I-Au(111) en buffer
fosfato pH = 6. El limite catddico de -0,45 V fue elegido para evitar la reacciéon de desorcién del
yodo [7]. A -0,30 V se observa claramente un pico catddico, mientras que el pico anédico —de me-
nor tamafo- aparece a -0,24 V. El pico catddico corresponde a la reduccién del MB* inmovilizado
hacia MBH de acuerdo a:

MB*-I-Au(111) + H" + 2" > MBH-I-Au(111) (5.1)
La menor carga en el pico anédico con respecto al catdédico indica que las especies MBH

reducidas no permanecen adsorbidas en la monocapa de I. Esto se debe a que la interaccién en-
tre las especies MBH y la monocapa de yodo es débil. Entonces:

MBH-1-Au(111) - MBH (sol) + Au(111)-I (5.2)
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donde (sol) indica que las moléculas de MBH estan en solucién. Estas reacciones sugieren que la
inmovilizacion del azul de metileno sobre yodo resulta de la interaccion electrostatica entre las
especies MB" y los dtomos de yodo, que permanecen cargados negativamente después de su
adsorcion sobre la superficie de Au (111) [6].

La densidad de carga calculada para el pico catédico fue de 35 uC cm?, esto es equiva-
lente a un recubrimiento de la superficie por el MB* cercano al 70%. Estos resultados muestran
gue una gran cantidad de MB* permanece inmovilizado en el sustrato Au (111)-l para valores de
potencial mas positivos que -0,05 V. La reversibilidad de los picos catdédicos y anddicos sugiere
que ocurre una rapida transferencia de carga entre la superficie de Au (111) y las moléculas de
MB a través de la monocapa de yodo.

5.3. - Discusion

Los experimentos realizados en este capitulo se realizaron en conjunto con Maria Elena
Vela, Carolina Vericat, Mariano Fonticelli, Guillermo Benitez y Roberto Salvarezza del INIFTA —con
quienes realicé las medidas de STM y de voltamperometria ciclica- y Nicolas G. Tognalli y Alejan-
dro Fainstein del Centro Atomico Bariloche e Instituto Balseiro, habiéndose empleado espectros-
copia de electrones Auger y espectroscopia Raman como técnicas adicionales para la mejor com-
prensién del sistema [8].

La espectroscopia de electrones Auger (AES) puede ser utilizada para obtener informa-
cion precisa acerca de la composicion elemental de los adsorbatos en superficies sélidas. La figu-
ra 5.4 muestra un espectro Auger de un sustrato de Au(111) cubierto de yodo después de la inmo-
vilizacién de azul de metileno. Este espectro muestra, ademas de las sefales de Au(NVV) e
I(MNN), las senales de N(KLL) y S(LMM) que provienen del azul de metileno, por lo tanto, es una
prueba de que el MB fue efectivamente inmovili-

. . ] Au/S/MB
intensidades para los &tomos N e | corresponde a =

zado en la monocapa de yodo. El cociente de

N/I = 0,8 + 0,2. Este resultado es menor al espe-
rado para una monocapa completa de MB, supo-

Au/l/MB

dN/dE [a.u ]

niendo que el recubrimiento completo correspon-
de a ~1/3 de la red V3xV3 R30° del | y que hay 3
atomos de N por molécula de MB. Este espectro
se comparé con el del MB inmovilizado en

Au(111) cubierto por S, ya que en este caso se

sabia que se formaba una monocapa completa 0 200 400 600
[6]. De hecho, el MB se adsorbe durante la in- Energia cinética [eV]

mersion en la monocapa de S, (con n = 3-8) y un
P n ( )Y Figura 5.4. Espectro AES para MB inmovilizado sobre

recubrimiento efectivo de ~2/3. Por lo tanto el  Au(111)-S (sup.) y MB inmovilizado sobre Au(111)-I
(inf.). Se indican las sefales para cada elemento.

cociente N/S esperado es 3/7, cercano al obser-  Ambas muestras fueron preparadas por inmersion del
sustrato en una solucién de MB durante 30 min
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vado en el espectro. El AES da una indicacién robusta acerca de la composicion de la estructura
MB-I formada en la superficie del oro.

Por otro lado, la espectroscopia Raman es otra herramienta Util para explorar este com-
plejo sistema. Primero, el espectro vibracional es altamente especifico y puede ser utilizado como
“huella digital” de la molécula inmovilizada. Segundo, el Raman de dispersién es sensible a frac-
ciones de monocapas [9, 10] o aun a moléculas uUnicas [11-13]. Tercero, el modo de corrimiento de
energia vibracional y/o los cambios en las intensidades relativas de los picos de Raman proveen,
en algunos casos, informacion acerca de la orientacién y unién de las moléculas. En particular, se
utilizd la técnica de espectroscopia Raman resonante para obtener informacion acerca de la canti-
dad de moléculas de MB inmovilizadas en el Au(111) cubierto por I.

En la figura 5.5 se muestra el espectro Raman obtenido para MB inmovilizado sobre
Au(111)-S y Au(111)-1. Algunos modos, especificos para el MB, fueron empleados para determinar
la cantidad de MB inmovilizado. Estos modos han sido asignados a la torsién del esqueleto C-N-C,
al estiramiento simétrico C-N y al estiramiento del anillo C-C [14, 15]. Considerando que el MB
forma una monocapa completa sobre el S, el espectro Raman muestra que la cantidad de MB
inmovilizado sobre Au(111)-1 es de aproximadamente el 70%. Este resultado es consistente con la
densidad de carga de 35 uC cm? proveniente de la voltamperometria ciclica, ya que para un recu-
brimiento del 100% el valor es de 50 uC cm® (para MB sobre monocapas de S) [6, 14].

2=530nm

Figura 5.5. Espectro Raman de
resonancia de MB inmovilizado
sobre monocapas de S (sup.) o |
(inf.) el espectro fue tomado con
un laser de excitacién de 533,8
nm. Los modos empleados para
determinar la cantidad de MB
presente en las SAMs estan indi-
cados: torsion del esqueleto C-N-C
(443 cm-1, indicado con V), esti-
ramiento simétrica C-N (1387 cm™,
e) y estiramiento del anillo C-C
(1610 cm™, m)

Intensidad (u. a.)

300 . 6(I)O . 9CI)O I 12IOO . 15IOO ‘ 1800
Corrimiento Raman (cm™)

La cantidad de MB inmovilizada se puede estimar también a través de la informacion local
que brinda el STM. Si se considera que un empaquetamiento compacto de MB corresponde al
100%, con un area de 1,6 nm? y 2 electrones por molécula, la densidad de carga deberia ser de
21 uC cm™. Este valor es menor al obtenido experimentalmente -35 pC cm™- y, teniendo en cuen-
ta que el recubrimiento fue del 70%, se esperaria una densidad de carga de 15 uC cm®. Sin em-
bargo, se ha reportado que para las concentraciones de MB empleadas en este trabajo, el MB se
encuentra principalmente en forma dimérica [16]. Entonces, se puede especular que cada mancha
brillante observada en el STM corresponde a un dimero de MB. Estos dimeros serian activos elec-
troquimicamente y proporcionarian una densidad de carga de 30 uC ¢cm™, un valor mas cercano al
observado experimentalmente. Las dimensiones de las manchas brillantes observadas en el STM
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(figura 5.3) se podrian explicar si se piensa que corresponden a dos moléculas paralelas de MB
interactuando con la superficie de Au a través de los atomos de N y S, ya que cada molécula de
MB posee 1,5 nm de longitud maxima y ~0,35 nm de espesor.

5.4 — Conclusiones

El sustrato Au(111)-1 pudo ser caracterizado mediante las técnicas de STM y voltampero-
metria ciclica, obteniéndose resultados que concordaban con la bibliografia.

El MB fue efectivamente inmovilizado en el sustrato. Esto se pudo comprobar a través de
las distintas técnicas empleadas. En las imagenes de STM se podia apreciar un cambio en la to-
pografia de la superficie ya que aparecian manchas brillantes de 1,5 nm de largo y 0,9 nm de es-
pesor muy distintas a la red ¥3x¥3 R30° de la monocapa | con d = 0,5 nm. Estas manchas brillan-
tes correspondian a dimeros de MB".

A partir de los datos de voltamperometria ciclica, AES y Raman se pudo estimar la canti-
dad de MB inmovilizada que correspondié a un recubrimiento del 70%.

También se pudo apreciar un cambio significativo en la morfologia del voltagrama ciclico al
inmovilizar el MB. Ademas, de este experimento se pudo concluir que la inmovilizacién del MB en
la monocapa de | se debia a fuerzas electrostaticas, ya que la forma MBH era facilmente electro-
desorbida. Debido a la reversibilidad de los picos anddico y catédico, se puede decir que las molé-
culas de MB permanecian elctroquimicamente activas, produciendo una transferencia de electro-
nes rapida con el Au (111) a través de la monocapa de I. Teniendo en cuenta estos resultados, se
puede contemplar la idea de liberar en forma controlada el MB en un sistema biol6gico mediante el

cambio en su estado de oxidacion efectuado a través de la aplicacion de un potencial eléctrico.
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Conclusiones

La asignatura Laboratorio de Procesos Biotecnoldgicos tiene como principal objetivo la
adquisicion de practica en el trabajo de laboratorio por parte del alumno. Con este fin, concurri a
diversos institutos para informarme acerca de los temas de investigacion que alli se desarrollaban
y de las técnicas con que podria trabajar. En el INIFTA, el Laboratorio de Nanoscopias se
desarrollan investigaciones relacionados, entre otros campos, con la nanotecnologia. El estudio y
desarrollo de posibles aplicaciones en biotecnologia y la biologia molecular capturé6 mi atencion.
Esto ocurrié, fundamentalmente, porque sistemas como los estudiados en este trabajo permitirian,
por ejemplo, extender significativamente los limites de deteccién de distintas biomoléculas y
solucionar asi problemas analiticos relacionados con sistemas biolégicos.

El hecho de aprender técnicas tradicionales de la fisicoquimica constituyé un verdadero
reto personal mediante el cual pretendi ampliar mi formacién de grado.

El “entrenamiento” comenzé con el uso de microscopia STM, visualizando los sustratos de
oro sin modificar. Para ello, primero aprendi a preparar los sustratos como se describe en el
capitulo 2, y luego a montar estas muestras correctamente en el soporte para ser barridas. Para
tomar las imagenes de STM, logré educar el ojo, para discernir las terrazas triangulares y, en
mayor resolucién, los escalones monoatémicos. Ademas del STM, aprendi a utilizar el AFM.
Finalmente, decidi no incluir las imagenes tomadas con este microscopio, ya que no aportaban
informacioén adicional con respecto a las de STM; y, estas Ultimas, debido al sistema empleado,
tenian mucha mejor calidad. Sin embargo, cabe destacar que debido a su mayor aplicacion en
muestras biolégicas, el haber aprendido el uso del AFM me resulté fundamental. Ademas,
pretendo usar esta técnica en futuros trabajos.

Paralelamente comencé los estudios mediante voltamperometria ciclica sobre los
electrodos de oro sin modificar. Esto permiti6 que comprendiera la informacién que se podia
obtener de los CVs.

Una vez, aprendidas estas técnicas, pude comenzar a trabajar con sustratos modificados,
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los cuales requieren mejor dominio de las técnicas experimentales. Sobre todo, en los estudios
cinéticos, donde se debian tomar muestras a tiempos cortos.

Ademas del trabajo experimental, también recibi formacién acerca de coémo efectuar el

andlisis de los datos para poder exponer correctamente los resultados obtenidos.

A partir de todas estas experiencias, el trabajo final tiene las siguientes conclusiones:

e Se prepararon sustratos metalicos adecuados soportar SAMs.

e Se estudié la cinética de adsorcién de n-alcanotioles en la formacién de SAMs y se
propuso un modelo que explica las experiencias realizadas y permite postular la
existencia de un intermediario de reaccion.

e Se obtuvo un sistema con condiciones adecuadas para una futura aplicacion en
biosensores

Cabe destacar que seguiré trabajando sobre estos sistemas siendo estos algunos de los

posibles estudios en el futuro:

-como el sistema de monocapas con MB ya se caracterizd, se podrian repetir las

experiencias empleando FAD.

-caracterizacion de nanoestructuras de material blando, como liposomas, mediante AFM.

-incorporacion de proteinas en las SAMs.
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