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Resumen

El presente trabajo de Tesis abarca la construccion y estudio de propiedades
fisicoquimicas de distintas plataformas con potenciales aplicaciones a sistemas de sensado.
Sustratos metalicos de distinta dimensionalidad (3D, 2D, 0D) en conjunto con sistemas
moleculares (quimisorbidos o fisisorbidos) acoplados a métodos de deteccion (6pticos y/o
eléctricos) constituyen la base estructural de este trabajo.

A lo largo de numerosos ejemplos, que van desde autoensamblados moleculares hasta
moléculas individuales, estudiaremos la interaccion molécula-superficie para cada uno de los
casos con la intencidén de comprender, desde un punto de vista microscopico, distintos fenémenos
que ocurren en dichas interfaces. En todos estos casos demostramos como el estudio en la
nanoescala de distintas problematicas interfaciales permite optimizar y potenciar distintas
plataformas y/o mecanismos de sensado.

Los resultados presentados en este trabajo de Tesis Doctoral contribuyen a la
comprension de fenomenos moleculares, plasmoénicos y electroquimicos para el desarrollo de

nuevos métodos de deteccion ultrasensible de moléculas.
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Abstract

This Ph.D. thesis is aimed to study the construction and physicochemical properties of
different platforms that can be potentially used as sensing systems. Metal substrates of different
dimensionality (3D, 2D, 0D) together with molecular systems (chemisorbed or physisorbed)
coupled to detection methods (optical and/or electrical) are the structural basis of this work.

Through numerous examples - ranging from molecular self-assembled to individual
molecules - we are going to study the molecule-surface interaction in an attempt to understand,
from a microscopic point of view, different phenomena occurring at these interfaces. In all these
cases, we demonstrated how the nanoscale approaches to different interfacial problems can
optimize and enhance multiple platforms and/or sensing mechanisms.

The results presented in the present work contributes to a better understanding of
molecular, plasmonic and electrochemical phenomena in order to develop new methods for

ultrasensitive detection of molecules.
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Capitulo 1

Introduccion

Desde una vision simplificada podriamos pensar la composicién de un sensor quimico
como una plataforma sobre la que se soporta un elemento de reconocimiento que genera una sefal
medible (eléctrica, Optica, mecénica, térmica, etc.) sensible al analito que se desea detectar. En
muchos casos el elemento basico del sensor es un sustrato metalico al cual se une el elemento de
reconocimiento que consiste en capas moleculares de diverso grado de complejidad quimica y
estructural. La construccion de la plataforma puede abordarse desde la quimica supramolecular
dejando que las moléculas se “autoensamblen” lo que permite construir sistemas moleculares de
alta complejidad en forma relativamente sencilla (estrategia bottom-up). Por lo tanto para la
preparacion de estas estructuras es necesario un conocimiento detallado de las distintas fuerzas
intermoleculares (van der Waals, puente de hidrogeno, n-w, etc.) que gobiernan el autoensamblado
y estabilizan la capa de reconocimiento y de aquellas que operan entre las moléculas y el sustrato
que dan estabilidad a toda la estructura (quimisorcion, fisisorcion). Entre las capas moleculares
podemos distinguir entre multicapas (polimeros, hidrogeles) y monocapas. Mientras que las
primeras son mas robustas y mas resistentes a la degradacion, las monocapas permiten el control
espacial del dispositivo de reconocimiento con precision de unos pocos atomos lo cual las hacen
mas atractivas desde el punto de vista de la nanotecnologia.

En la presente Tesis Doctoral abordamos la preparacion de plataformas de sensado optico
y electroquimico de moléculas utilizando capas moleculares quimisorbidas o fisisorbidas sobre
distintos tipos de sustratos metalicos nanostructurados: 2D (planos), 3D (irregulares, ordenados),

0D (nanoparticulas), cuya preparacion o sintesis hemos desarrollado en este trabajo. Estudiaremos
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asi distintas problematicas relacionadas a la interfaz metal-molécula para cada uno de estos
sistemas.

Comenzaremos describiendo en el Capitulo 2 los métodos caracterizacion de superficies y
ensamblados moleculares. El Capitulo 3 abarca especificamente los métodos de deteccidon de
sefales Opticas y eléctricas utilizados en esta Tesis. En particular, los procesos de interaccion de la
luz con moléculas y espectroscopias opticas y los métodos electroquimicos.

Los capitulos siguientes constituyen la presentacion y discusion de los resultados
experimentales, divididos en dos grandes partes.

La primera parte (Capitulos 4, 5 y 6) aborda la problematica de moléculas quimisorbidas
(monocapas autoensambladas - SAMs) sobre sustratos metalicos lisos, nanoestructurados y
nanoparticulas. Las SAMs de tioles en superficies metalicas constituyen los sistemas mas
estudiados ya que se preparan en forma sencilla ya sea desde fase liquida o gaseosa. Estas
monocapas presentan un alto grado de orden y cubrimiento del sustrato, ademas de espesor y
propiedades quimicas facilmente controlables. Las moléculas de tiol se unen covalentemente al
sustrato metalico mediante el 4tomo de azufre generando una unién tiolato que permite anclar
firmemente la molécula al sustrato. La cadena hidrocarbonada de longitud variable permite
controlar el espesor con precision de unos pocos atomos y confiere una estructura rigida
estabilizada por fuerzas de van der Waals entre las cadenas adyacentes. El grupo terminal de la
cadena puede ser facilmente modificado otorgando asi distintas propiedades quimicas a la
superficie o bien ser utilizado para unir otras moléculas o biomoléculas mediante uniones
covalentes o fuerzas de van der Waals, puentes de hidrogeno, etc. De esta forma, las SAMs
constituyen un sistema modelo para la construccion de los sistemas de reconocimiento de distintos
tipos de sensores. El enlace tiolato es ademas el camino habitual para enlazar firmemente las
moléculas a una gran variedad de sustratos metalicos. Sin embargo, sus aplicaciones deben
contemplar un estudio detallado de la estabilidad quimica, electroquimica y/o térmica que
presentan estos sistemas.

El Capitulo 4 de esta Tesis aborda aspectos relacionados al mecanismo de
autoensamblado y degradacion de las SAMs: naturaleza quimica y estabilidad de la interfaz
metal-molécula. Varios aspectos fueron estudiados con el fin de buscar nuevas estrategias que
permitan lograr la aplicacion del enlace tiolato como anclaje de los elementos de reconocimiento
de sensores y biosensores. Especificamente, se estudid la estabilidad de la plataforma tiol-metal
(para tioles alifaticos y aromaticos y metales 0D, 2D y 3D) en funcién de la curvatura de la
superficie metalica y el tipo de solvente en el cual se encuentra inmersa la misma. Se encontrd
que la generacion de especies disulfuros resulta el principal camino de degradacion el cual puede
bloquearse mediante la nanoestructuracion de la superficie y/o la eleccion de un buen solvente

donde fabricar y conservar las SAMs.
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Otros aspectos relevantes en la generacion de sistemas moleculares autoensamblados son
estudiados en el Capitulo 5. La influencia de las fuerzas de Van der Waals entre las cadenas
hidrocarbonadas vecinas en las SAMs son un paso fundamental para determinar el tipo de
estructuras formadas sobre la superficie. Adicionalmente, la modificacion del grupo terminal de la
molécula ensamblada le otorga a la plataforma metalica distintas propiedades de acuerdo a la
necesidad de cada sensor. En particular, estudiamos el autoensamblado bidimensional de
agregados fluorescentes cuyas propiedades Opticas dependen del tipo de estructuras formadas
durante la quimisorcion y donde las fuezas de Van der Waals predominan sobre la formacion del
enlace tiolato. En el segundo caso, estudiamos la habilidad de distintos grupos funcionales para
coordinar cationes metalicos y generar estructuras complejas en tres dimensiones sobre la
plataforma metalica acoplando la deteccion electroquimica de los mismos.

El Capitulo 6 esta orientado a la busqueda de nuevas plataformas de deteccion basadas en
la generacion de sefales Opticas (especificamente Raman) de analitos problema y que posibiliten
una mayor sensibilidad y especificidad para sensores y biosensores. Para esto se desarrollaron
nuevos sistemas nanoestructurados ordenados tridimensionales (nanocavidades bimetalicas)
utilizando técnicas de autoensamblado y generando sustratos con mejores propiedades
plasmoénicas. Ademas de mejorar notablemente los niveles de deteccion alcanzados por dichas
plataformas mediante la incorporacion de un segundo metal, hemos logrado interpretar nuestros
resultados a nivel molecular mediante el uso de célculos teoricos.

La segunda parte de la presentacion y discusion de los resultados experimentales de esta
Tesis (Capitulos 7 y 8) esta centrada en el estudio de moléculas fisisorbidas sobre nanoparticulas
metalicas. Como principal diferencia con la primera parte podria establecerse que estos sistemas
carecen del elemento de reconocimiento que son quienes le otorgan especificidad al sensor. Sin
embargo, existen técnicas como la espectroscopia Raman amplificada por superficies (SERS) que
es intrinsecamente especifica y que es capaz de alcanzar niveles de deteccion de moléculas
individuales fisisorbidas; el limite maximo de deteccion analiticamente posible. Es asi como esta
segunda parte aborda la deteccion de moléculas desde otro punto de vista: especificidad con bajos
niveles de deteccion sin necesidad de elementos de reconocimiento. En particular mediante
combinacion de sefales opticas y eléctricas: SERS y electroquimica.

El Capitulo 7 introduce la generacion de un nuevo método de deteccion basado en la
modulacion electroquimica de la sefial Raman, lo que permite desacoplar sefiales de matrices
complejas mediante fluctuaciones controladas del espectro. La combinacion de ambas técnicas
logra resolver asi uno de los mayores problemas de los métodos espectroscopicos: la congestion
espectral. Mediante esta nueva técnica es posible discriminar y separar las sefiales (Raman, en
este caso) de los distintos analitos de la muestra sin necesidad de procesos de derivatizacion,

elementos de reconocimiento, etc.
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Por ultimo, el Capitulo 8 presenta la combinacion de electroquimica y SERS a nivel de
moléculas individuales. La principal ventaja y fin tltimo del estudio de moléculas unicas reside en
desacoplar la respuesta de un ensamble de moléculas de lo que ocurre con cada una de ellas, en
forma individual, de manera tal de acceder a informacion sobre su entorno, conformacion,
interacciones, respuesta a estimulos, etc. Por primera vez fue posible combinar la deteccion de
moléculas individuales por SERS con otra técnica experimental: la electroquimica; lo que
permitiéo monitorear la transferencia de carga de una unica molécula en conjunto con su espectro
Raman. A partir del anélisis de los resultados es posible demostrar la naturaleza estocastica del
potencial redox al nivel de moléculas individuales y de qué manera la contribucion de un gran
numero de eventos confluye en el caracter deterministico del potencial de un ensamble de
moléculas. Ademas fue posible observar distintas conformaciones molécula-sustrato y vincular
dichos resultados con el potencial redox individual.

Finalmente se presentan las Conclusiones Generales (Capitulo 9), los Apéndices y los
agradecimientos.

Los estudios realizados en el presente trabajo de Tesis Doctoral contribuyen a la
comprension de fendmenos moleculares, plasménicos y electroquimicos para el desarrollo de

nuevos métodos de deteccion ultrasensible de moléculas.
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Capitulo 2

Caracterizacion de superficies y ensamblados
moleculares

Tal como hemos descripto en el Capitulo 1, a lo largo de este trabajo de Tesis utilizaremos
distintos sistemas (superficies y moléculas) con potenciales aplicaciones en sensores para estudiar
diversos fenomenos interfaciales. Para facilitar la lectura y comprension de cada sistema en
particular, en los Capitulos de resultados se describe la preparacion de cada uno de ellos y en
estos primeros dos Capitulos se detallan los métodos y técnicas de caracterizacion, deteccion y
analisis utilizados en esta Tesis que son comunes a todos ellos.

Brindaremos a continuacion brevemente los fundamentos de los métodos de caracterizacion

utilizados como asi también los arreglos experimentales de los mismos.

2.1 Microscopia de efecto tinel (STM).

Las microscopias por barrido de sondas comprenden una gran familia de técnicas que
permiten, entre otras cosas, generar una imagen topografica (3D, x-y-z) con resolucion atdmica de
la superficie a través del control preciso de la posicion de una punta delgada que interacciona con
la superficie. Una de estas técnicas es la microscopia de efecto tunel (STM, scanning tunneling
microscopy), la cual hemos utilizado para caracterizar algunos de los sistemas estudiados.'™

Si se aproxima una punta metélica aguda a una distancia de unos pocos Angstroms de una
superficie conductora o semiconductora se produce un solapamiento de sus funciones de onda
(Figura 2.1a y b). Desde un abordaje clasico, si las mismas estan separadas por un medio aislante

(vacio, aire, etc.) la conduccion entre ellas esta prohibida. El efecto tinel, en el que se basa el
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funcionamiento del STM, es un fendmeno nanoscopico que soélo se puede explicar a través de la
mecanica cuantica. De esta forma, al describir a los electrones como una nube de probabilidad (y
no como una particula con posicion precisa) es posible lograr que la nube se desplace de modo de
superar la barrera de potencial permitiendo el pasaje del electron entre dos zonas permitidas a

través una zona “prohibida”, generando asi una intensidad eléctrica.

a) b)

Figura 2.1. Esquema de dos conductores a) separados por una barrera de vacio y b) a una
distancia d que permite el solapamiento de funciones de onda. c¢) Diagrama de energias
(simplificado) del mecanismo tinel entre una punta metalica y una muestra aplicando distintos
potenciales V.’

Si aplicamos un potencial entre ambos conductores fluye una corriente tunel desde los
estados electronicos cercanos al nivel de Fermi de un conductor hacia los estados desocupados del

otro conductor. Esta corriente decae exponencialmente con la distancia de separacion entre ambos

conductores de acuerdo a:
I, ocI;Teﬂd“/6 Q)

donde It es la corriente tunel, d la separacion entre la punta y la muestra, Vr el potencial aplicado
entre ambas, @ representa la barrera local de potencial y B es una constante.” Este decaimiento
exponencial con la distancia da origen a la gran resolucion de la técnica: si d disminuye en 1A,

para @ = 4eV la corriente tunel aumenta en un orden de magnitud.
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Segun el signo de potencial Vr aplicado, la corriente puede ir de la punta a la muestra o
viceversa (Figura 2.1c¢). Como la punta en general esta conectada a tierra, cuando Vr es positivo
los electrones van desde los estados ocupados de la punta (cargada negativamente) a los estados
desocupados de la muestra (positiva). Por el contrario, si V1 es negativo los electrones circulan
desde los estados ocupados de la muestra (negativa) a los estados desocupados de la punta
(positiva). En el caso de una muestra metalica, como las estudiadas en este trabajo, la polaridad
(signo de V1) y sentido del flujo de electrones no afecta a la corriente tunel y por ende tampoco a
las imagenes obtenidas. En el caso de semiconductores o en presencia de adsorbatos, los niveles
son distintos y las imagenes muestran mayor dependencia con la polaridad y magnitud de V. Es
asi como un error comun es el de relacionar directamente la imagen de STM con las propiedades
de la superficie cuando lo que se mide en realidad es la convolucion de la densidad de estados
entre la muestra y la punta.

De acuerdo a lo que hemos descripto hasta aqui, hay dos factores que resultan esenciales en
las medidas de STM: por un lado un control preciso de la distancia entre la punta y la muestra y
por otro lado la geometria y naturaleza quimica de la punta. En el caso de las puntas, en general se
preparan a partir de alambres de de Au, Pt, Pt/Ir o Rh/Ir por métodos electroquimicos o por corte
mecanico. La seccion de la punta que participa del “efecto tinel” esta formada por los tltimos

atomos que componen la misma (Figura 2.2).

Figura 2.2. Interaccion entre los a&tomos de la punta y de la muestra.

Estas puntas son colocadas luego sobre un soporte (portapuntas) solidario al scanner. Este
ultimo estd construido con material piezoeléctrico el cual se deforma por la aplicacion de una
diferencia de potencial debido a un desbalance de carga en la red cristalina del material que
genera un estrés mecanico. De esta forma, los potenciales aplicados son regidos por la unidad de
control del microscopio y las posiciones vertical (z) y lateral (x-y) de la punta relativas a la

muestra estan controladas por dichos transductores piezoeléctricos.
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Figura 2.3. Vista lateral del STM modelo Nanoscope Illa de Digital Instruments Inc. Se
muestra un esquema del tubo piezoeléctrico del scanner y una vista superior del
portamuestras.

En la operacion del STM, las dos variables mas influyentes son el potencial (Vr) y la
corriente (It) tinel, las cuales se ajustan segin los estados y niveles electronicos de la muestra.
Los valores de Vi tipicamente varian entre 0,001 y 5 V mientras que los valores de Ir se fijan
entre 0,05 y 40 nA. El STM puede ser operado en dos modalidades: corriente constante o altura
constante. En nuestro caso utilizamos en todos los casos el modo de corriente constante en el cual
mientras la punta barre la superficie un sistema de retroalimentaciéon modifica la elongacion del

piezoeléctrico a través de la sefial eléctrica aplicada manteniendo la corriente tunel constante.

2.2 Arreglo experimental utilizado en las medidas de STM.

En las medidas que se presentan a lo largo de este trabajo de Tesis se empled un
microscopio Nanoscope Illa de Digital Instruments Inc. (Santa Barbara, California) en el modo
corriente constante. En general se utilizo el scanner D, que permite barrer en campos de hasta 12
um y el scanner A, cuyo tamafio maximo de campo es de 929 nm, para medidas de resolucion
atomica y molecular. En todos los casos se emplearon puntas de Pt/Ir también de Digital
Instruments, recién cortadas o re-utilizadas luego de limpiarlas bajo una corriente de N,. Las
muestras analizadas mediante esta técnica consistieron en sustratos de oro modificados y las
condiciones de medida fueron: It entre 500-900 pA y V1 entre 300-500 mV. Todas las imagenes
se tomaron ex situ y se analizaron y procesaron mediante el programa proporcionado por los

fabricantes del microscopio (version 5.30).
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2.3 Espectroscopia de fotoelectrones por rayos X (XPS).

El proceso basico de interés en la espectroscopia de fotoelectrones por rayos X es la
absorcion de un cuanto de energia (hv) con la consecuente eyeccion de un electrén, conocido
como fotoelectrén, cuya energia cinética (referida a un cero de energia apropiado) estd
relacionada a la energia de ligadura del electron al 4tomo blanco (efecto fotoeléctrico). En este
proceso, el foton incidente transfiere su energia por completo al electron unido y se logra la
identificacion del elemento por la medida de la energia de los electrones que se desprenden de la
muestra. Basicamente, en la region de rayos X (de 0.1 KeV a 0.1 MeV) los fotones tienen energia
suficiente para interactuar con los electrones de la estructura interna de los atomos y detectar asi
con mucha sensibilidad distintos estados quimicos de los elementos, a excepcion del hidrégeno y
el helio. No ocurre lo mismo con, por ejemplo, los fotones con energias en el rango del espectro
UV-visible los cuales interactiian con los electrones mas externos que estan involucrados en las
uniones quimicas y no en la estructura electronica interna de cada atomo en particular. Por este
motivo estos tltimos carecen de utilidad para la identificacion elemental.®”

Cuando un fotdén de suficiente energia colisiona contra un electrén de un nivel electréonico

interno produce un electrén libre que es eyectado en un proceso conocido como fotoemision:
h —
A—"> A" +e 2)
De acuerdo al principio de conservacion de la energia:

E(A)+hv=EANH+E@C) )

como la energia del electron eyectado es unicamente cinética, la ecuacion 3 se puede reescribir de

acuerdo a:

Ec(e)=hv—[EU)-EW)] @

El término entre corchetes representa la diferencia de energia entre el atomo ionizado y
neutro y se denomina energia de ligadura del electron, Eg, que conduce a la ecuacion de Einstein

para el efecto fotoeléctrico:

E.=hv—-E, (5

De acuerdo a la ecuacion 5, conociendo la energia de la fuente de rayos X, es posible
determinar la Eg a partir de Ec de los electrones. Para ello, es necesario contar con una fuente de
radiacion (en lo posible monocromatica), un detector de electrones y una camara de ultra alto
vacio (Figura 2.4). La energia de los fotoelectrones se determina por la deflexién en un campo

electrostatico o magnético. El sistema de deteccion se basa en la ganancia provista por los
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multiplicadores electronicos(channeltron). Este tipo de amplificador consiste en un tubo de alta
resistividad con una abertura conica, donde los electrones incidentes golpean las paredes del tubo

creando una Iluvia de electrones secundarios los cuales generan una ganancia de ~10°.

Figura 2.4. Esquema de funcionamiento del XPS.

Por lo general, es conveniente que la muestra esté en contacto eléctrico con el espectrometro
y por ende que sea conductora, de manera de evitar que la muestra se cargue (por la emision de
electrones) respecto del espectrometro y genere en la superficie de la muestra un campo eléctrico
retardador. La profundidad de analisis (penetracion de los rayos X) en materiales so6lidos depende
de su naturaleza y es del orden de ~10-20 nm, y el tamafio minimo de area examinada de unos
30umx30um. Las medidas comienzan adquiriendo un espectro en una amplia region de energias
(survey) en el cual se observan una serie de picos de fotoelectrones que reflejan las Eg discretas de
los electrones presentes en el solido (todos los fotoelectrones emitidos por los elementos presentes
en la muestra cuya Eg sea menor a la energia de la fuente de rayos X). Estos picos pueden
dividirse en tres grupos: los picos de fotoemision de niveles internos (descriptos anteriormente y
de interés en las medidas de XPS), los correspondientes a niveles de valencia y aquellos debidos a
emision de tipo Auger. Los picos de valencia aparecen a bajas energias de unioén (0 — 20 eV)
formando una estructura de banda. Por otro lado, después de la emision de un electron interno,
como por ejemplo los 1s de la capa K, queda un hueco en la estructura. El hueco puede ser
llenado por un electron de la capa L, por ejemplo, el cual genera (al ocupar el hueco) la emision de
un segundo fotoelectron. Este proceso denominado Auger constituye la desexcitacion dominante
en elementos livianos (Z < 35). Los picos Auger se pueden identificar facilmente ya que no
dependen de la fuente de radiacion empleada.

Para la cuantificacion de elementos a través de los espectros de XPS es necesario tener en

. 10 . . . . .
cuenta una serie de factores.” En primer lugar, las intensidades de los picos de los diferentes
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niveles energéticos (para un mismo atomo) no son iguales, debido a que la probabilidad de foto-
eyeccion desde cada orbital (llamada seccidn transversal de fotoionizacion, o) es diferente. Por
ejemplo, para un atomo de P, utilizando una fuente de rayos X de Mg Ka, la seccion transversal
para el nivel 2s (6P5) es mayor que 6P»,, por lo que el pico de XPS del P 2s es mayor que el P 2p.
Por otro lado, y a excepcion de los subniveles s, los otros subniveles aparecen como dobletes
como consecuencia del acoplamiento spin-orbital (j-j) y la diferencia de energia entre los dos
estados.”” Cuando existe interferencia por distintas contribuciones de picos en una misma sefial,
se debe hacer un ajuste adecuado mediante un modelo tipicamente creado por medio de curvas
Gaussianas/Lorentzianas (deconvolucion).

En funcion de lo descripto hasta aqui podemos resumir que: el numero de picos en el
espectro corresponde al nimero de niveles de energia ocupados en los atomos cuyas Eg son
menores que la energia de los rayos X; la posicion de los picos mide directamente las Eg de los
electrones en los orbitales e identifica los atomos en cuestion; las intensidades de los picos
dependen basicamente del numero de atomos presentes y del valor de o para el orbital
considerado. Todos estos puntos dependen de la consideracion de que los electrones se comportan
como particulas independientes, es decir, los niveles de energia de uno de ellos no es afectado por
los otros electrones internos “pasivos” (no foto-eyectados).

Por ultimo, es importante mencionar que la energia de ligadura exacta para un electrén en un
elemento depende del entorno quimico en el que se encuentra dicho elemento, lo que se denomina
generalmente “corrimiento quimico” (por analogia a la técnica de resonancia magnética nuclear,
RMN). En los niveles internos, la energia del electron que sera eyectado estd determinada por las
interacciones couldombicas con otros electrones y por el potencial de atraccion del nucleo.
Cualquier cambio en el entorno quimico involucra una redistribucion espacial en los electrones de
valencia produciendo una variacion en la carga del atomo y la creacion de un potencial diferente,
que sera percibido por los electrones internos, lo cual resulta en un cambio en sus Eg. Este hecho
es quizas el mas relevante en las aplicaciones de XPS como técnica analitica, ya que de este modo

se pueden detectar distintos estados de oxidacion.®”

2.4 Arreglo experimental utilizado en las medidas de XPS.

En la medidas correspondientes a este trabajo de Tesis, se utiliza una camara de ultra alto
vacio (UHV) con presiones del orden de 107" torr para disminuir la cantidad de contaminantes
superficiales y asegurar a los electrones eyectados un camino libre medio lo suficientemente
grande como para que lleguen al analizador sin chocar con otras moléculas. Dichos valores de
presion se alcanzan con una serie de bombas de prevacio (rotatorias de aceite) y de vacio

(difusoras y turbomoleculares). Ademas, se calienta la camara para evacuar los gases adsorbidos
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en un proceso conocido como horneado. Las muestras se colocan en un portamuestras de material

inerte y se introducen en la cadmara a través de un manipulador.

Figura 2.5. Componentes del equipo de XPS utilizado en este trabajo de Tesis.’

La fuente de rayos X proviene del bombardeo con electrones a blancos de Mg o Al (XRS50,
SpecsGmbH). La energia de los rayos X (blandos) emitidos es del orden de 1 keV (para Mg Ka es
1253,6 eV con un ancho de banda de 0,7 eV y para Al Ka es 1486,6 ¢V con un ancho de banda de
0,85 eV). La medida de la energia de los electrones eyectados se realizd mediante el andlisis de su
deflexion en un campo electrostatico. El analizador hemiesférico (PHOIBOS 100, SpecsGmbH)
aplica un potencial a través de dos sectores concéntricos y los electrones pasan sin cambio de
energia a lo largo de lineas equipotenciales. Como sistema de deteccion se empled un
multiplicador de electrones channeltron. La calibracion de la escala de energia se realizo a dos
puntos utilizando oro evaporado (Eg Audf;, = 84,00eV) y cobre (Eg de Cu2p;, = 933,67¢V) como
patrones de referencia. Las medidas de XPS se llevaron a cabo en el INIFTA (Figura 2.5) y
estuvieron a cargo del Dr. G. Benitez y el Dr. A. Rubert.

2.5 Teoria del funcional de densidad (DFT).

La teoria de los funcionales de la densidad electronica (DFT) tiene como objetivo calcular de
estructura electronica de atomos y moléculas a partir de una aproximacion (teorema de
Hohenberg-Khon) que implica conocer la densidad electronica del estado fundamental [p(r)]. A
partir de aqui es posible calcular la energia total del sistema como asi también todas sus

. 1
propiedades moleculares. '’
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Un funcional es una regla que asocia un nimero a una funcion, asi por ejemplo, el funcional

de energia en DFT estd dado por:

E[p(r)]= [v(r) plr) dr + Flp()] ()

donde v(r) p(r) hace referencia a la interaccion de los electrones con un campo externo (como por
ejemplo el que generan los nucleos de los atomos) y F[p(r)] es la suma de la energia cinética de
los electrones y las interacciones electronicas. Este ultimo término, segun la aproximacion de

Kohn-Sham, puede ser expresado como la suma de tres términos:

FlpM]=Exlp(]+ Ey o]+ E.. [p(7)] ©

donde Egi[p(r)] es un funcional de la energia cinética de los electrones que no interactian,
Ex[p(r)] es el funcional de energia de interaccion electronica y E,[p(r)] es el funcional que da
cuenta de la energia de correlacion e intercambio. A partir de aqui es posible obtener una
expresion para el funcional de la energia total para un sistema de n electrones, adicionando

ademas la interaccion electron-nucleo:

V2, )+ ;H p(r;? - f(rz) drdr, + E [p(r)] ®)

E[p(r)]=—Zszrp_(2 ‘dﬁ —;Z<w, ‘

A partir de aqui es posible determinar E[p(r)] mediante el teorema variacional de Hohenberg-
Khon, que permite obtener la energia del estado fundamental variando p(r), y mediante la
minimizacién de la energia de los orbitales y; de Khon-Sham. Un analisis detallado de este

procedimiento puede encontrarse en la bibliografia."

2.6 Detalles del calculo computacional.

Los calculos DFT de adsorcion de tioles sobre Au fueron realizados con el codigo VASP.'* '

En todos los casos las superficies fueron modeladas como superceldas periddicas bidimensionales
con 5 capas atomicas de Au (separadas por 0.1 nm de vacio), permitiendo la relajacion de las 3
mas externas, como asi también de las coordenadas atomicas de las moléculas adsorbidas. Tanto
la energia total como la geometria optimizada para cada caso fue obtenida utilizando la
implementacion de Perdew-Wang (PW91)" de la aproximacién de gradiente generalizado (GGA)
para el potencial de correlacion de intercambio. El efecto de los electrones internos sobre la
densidad electronica de valencia fue descripto utilizando el método de ondas planas PAW.'® Las

funciones de onda de un electron fueron expandidas en un conjunto de base con un corte de 420
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eV para la energia cinética. El muestreo de la zona de Brillouin fue realizado de acuerdo al
esquema de Monkhorst-Pack'* con una grilla de puntos kde 3x3x 1), 3x9x 1)y (9x9x1),
dependiendo de la celda unidad utilizada. La minimizacion de energia (relajacion de la densidad
electrdnica) para una configuracion nuclear dada fue realizada utilizando un esquema de iteracion
de Davinson-Bloch. La tolerancia utilizada para definir la autoconsistencia fue de 1x10” eV para
la energia total y 1x10™ eV para la optimizacion de la energia. Las correcciones de dispersion a
largo alcance fueron abordadas mediante la aproximacién de Grimme (DFT-D2)'” implementadas
al codigo VASP. Los célculos realizados a lo largo de este trabajo de Tesis fueron realizados por
la Dra. Pilar Carro, de la Universidad de La Laguna, Tenerife, Espafia. En el caso particular del
Capitulo 6 participaron ademas los Dres. Alexander Hernandez-Nieves, Gonzalo Usaj y Carlos
Balseiro del Instituto Balseiro, Centro Atémico Bariloche, Bariloche, Argentina. En este tltimo

e , q° , . 1
caso se utilizo el codigo Quantum Expresso para el calculo de fonones fijos.'®

2.7 Materiales.

Tal como describimos al comenzar este Capitulo, a lo largo de este trabajo de Tesis hemos
utilizado varios sistemas (superficies y moléculas) en el estudio de distintos fenémenos de
interfases con potenciales aplicaciones a sistemas de sensado. Por este motivo, para facilitar la
lectura y comprension, los detalles experimentales sobre la construccion de los mismos sera
abordada en cada Capitulo en particular.

En lineas generales, todos los tioles y colorantes se utilizaron tal como fueron recibidos
(Sigma-Aldrich), sin tratamientos posteriores, a excepcion de la cianina tiolada del Capitulo 5 que
fue sintetizada por G. Menéndez, Facultad de Cs. Exactas, UBA. Los solventes en todos los casos
fueron de grado analitico. Los sustratos planos de Au con orientacion preferencial (111) fueron
adquiridos comercialmente (Arrandees, Alemania). Las laminas de Au fueron adquiridas
comercialmente en Johnson-Matthey. El acetato de cobre utilizado fue adquirido en Merck Co. La
solucion de esferas de latex para la fabricacion de las nanocavidades fue adquirida
comercialmente a Duke Scientific Corporation y el posterior electrodeposito de Au se realizo a
partir de un bafio comercial TG-25 RTU de Technic Inc. Los electrodepositos de Ag fueron

realizados a partir de una solucion de Ag,SO, (Sigma-Aldrich).
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Capitulo 3

Deteccion ultrasensible de moléculas: espectroscopias
Opticas y electroquimica

El objetivo del presente Capitulo es presentar de forma sencilla y acotada las bases tedricas
de los métodos de deteccion (Opticos y eléctricos) utilizados a lo largo del presente trabajo de

Tesis asi como también el arreglo experimental utilizado en cada caso.

3.1 Procesos de interaccion de la luz con moléculas.

Cuando un haz de luz incide sobre un material la radiacion puede ser reflejada, transmitida,
absorbida (y quizés luego emitida) o dispersada. Cada uno de estos procesos da cuenta de una
interaccion particular de la luz con el material o molécula.

En particular, para el caso de moléculas interactuando con luz, desde un punto de vista

descriptivo, dicha interaccion puede representarse por el siguiente Hamiltoniano,
H=H,+H, +Hy, )

donde Hy representa al Hamiltoniano de la radiacion incidente (fotones), Hy a la molécula
(vibrones) y Hy. al de la interaccion entre ambos.' Suponemos que en este ultimo caso la
perturbacion es pequefia de manera que no se modifican los autoestados de los sistemas por
separado y por ende las funciones de onda de los estados resultantes pueden representarse
mediante el producto de ambos.

De todos los procesos que pueden acontecer (y ser representados por este Hamiltoniano) nos
centraremos en los de dispersion, que son los relacionados a las técnicas de deteccion utilizadas.

De acuerdo al tipo de interaccion involucrada la dispersion puede ser divida entre: eléstica o
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Rayleigh (en estos procesos la radiacion dispersada conserva la misma energia que la incidente) 6
inelastica o Raman (donde ocurren procesos de excitaciones elementales, vibraciones moleculares
por ejemplo, y por ende la onda dispersada difiere en energia respecto de la incidente).

A continuacién profundizaremos el concepto de dispersion inelastica que resulta de particular
interés y constituye la base de la espectroscopia Raman, utilizada en este trabajo de Tesis como

método de deteccidn de moléculas.

3.2 Dispersion inelastica de la luz al interactuar con moléculas: efecto Raman.

Dentro de las posibles interacciones que pueden dar origen a un proceso de dispersion
ineléstica (excitaciones acusticas, vibracionales, etc) consideremos el caso de una molécula, que
inicialmente se encuentra en un estado vibracional A y que interactiia con una onda plana polarizada
de luz incidente (de frecuencia v, e intensidad I) provocando un excitacion elemental que genera
que la molécula se encuentre ahora en un estado vibracional B, lo que modifica la frecuencia de la
luz dispersada (comparada con la incidente), tomando ahora el valor vag = v = Vy. Este proceso de
interaccion entre el foton y los estados vibracionales moleculares (Hg.y) estd compuesto por dos
instancias: una primera donde el fotéon genera una excitacion y una segunda donde el foton es
reemitido. De esta forma, es necesario recurrir a una teoria de segundo orden de perturbaciones para
describir mediante el Hamiltoniano Hy este proceso.1

El proceso descripto es conocido como efecto Raman, el cual tiene lugar cuando la luz que
incide sobre la molécula interactlia y distorsiona (polariza) su nube electronica. Para ello, justamente
el foton excita a la molécula desde su estado basal hasta un estado de energia excitado (Figura 3.1).
Cuando la molécula se relaja emite un fotén y regresa a un estado vibracional diferente. La
diferencia de energia entre el estado original y el nuevo estado lleva a un corrimiento de la
frecuencia del foton emitido respecto del incidente. Para que esto ocurra, debe existir un
movimiento nuclear ya que si s6lo interviene una distorsion en la nube electronica, la dispersion
sera elastica. De hecho, la dispersion Rayleigh es la dominante mientras que la dispersion Raman
involucra solo 1 de cada 10°10° fotones. Es necesario que haya un cambio en el potencial de
polarizacién molecular (deformacion de la nube electronica) respecto del estado vibracional para que
una molécula exhiba el efecto Raman. Asi la magnitud del cambio en la polarizabilidad (o) entre los

estados inicial y final determinara la intensidad de la dispersion Raman de acuerdo a:

P=cS,. (2a)

4
(1)

2
«——— L. & (2b
167°(g,)c* ulef )

o
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donde en la ecuacion 2a, P es la intensidad asociada al proceso de dispersion, ¢ es la seccion eficaz
Raman y S;,. es la densidad de potencia del laser incidente. Como vemos en la ecuacion 2b, la seccion
eficaz Raman depende de la polarizabilidad a, la frecuencia de la vibracion m, la constante dieléctrica
del medio (incluida dentro del término Ly, la velocidad de la luz y la permitividad del medio (c y &).
Usualmente, son las vibraciones simétricas las que causan los mayores cambios y dan mayor
dispersion Raman. El patron de corrimiento de frecuencias estd determinado por los estados

rotacionales, vibracionales e incluso electronicos de la muestra.

Figura 3.1 Diagramas de Jablonski simplificados ilustrando los procesos de dispersion Rayleigh
y Raman (Stokes y Anti-Stokes) para una irradiacion con hvy.

De acuerdo a la ley de distribuciéon de Maxwell-Boltzmann, a temperatura ambiente, gran
parte de la poblacion de moléculas se encuentra en el nivel vibracional de menor energia. Luego de
la excitacion elemental producto de la interaccion con los fotones incidentes, puede ocurrir que el
estado vibracional final de la molécula sea mas energético que el estado inicial, de esta forma
entonces el foton emitido tendrd una frecuencia menor respecto al incidente, vVag =vo- vy y la
energia total del sistema permanecera asi balanceada. Esta situacion es conocida como un proceso
de tipo Stokes (Figura 3.1). Contrariamente, si el estado vibracional final es de menor energia que el
estado inicial, entonces el foton emitido tendra una frecuencia mayor respecto del incidente (Vag= Vo
+ vy ) y el proceso sera Anti-Stokes. Debido a que la poblacion de moléculas es mayor en el estado
vibracional fundamental (v = 0) respecto de los excitados, las lineas Stokes son mucho mas intensas
que las Anti-Stokes. La dispersion se expresa como corrimiento de energia respecto del laser de
excitacion y, aunque deberia referirse como Acm™, se expresa comiinmente como cm™. De esta
forma, la espectroscopia Raman provee informacion de la estructura quimica de materiales o
moléculas mediante el espectro vibracional de los mismos. Al tratarse de un proceso de dispersion
de luz, la muestra se irradia con un laser intenso en la region UV -visible y la luz dispersada se detecta

perpendicular (90°) o paralelamente (180°) al haz incidente (deteccion polarizada).
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3.3 Efecto Raman resonante.

Si la energia del estado virtual transitorio coincide con uno de los niveles electronicos
(vibronicos) verdaderos de la molécula, entonces el fenémeno de dispersion (excitacion o
posterior emision) puede ocurrir en resonancia entre dos estados electronicos de la molécula y el
proceso se conoce como Raman resonante (Figura 3.2). De acuerdo a la ecuacion de Herzberg-
Teller para el tensor de polarizabilidad en un proceso resonante el foton incidente o el emitido
pueden tener la misma energia que la transicion electronica y de esta forma ambas posibilidades
(resonancia incoming o outgoing, Figura 3.2a y b respectivamente) pueden contribuir a este tipo
de procesos.'” Este efecto es particularmente intenso en moléculas cuyas energias electronicas
son cercanas a la energia del laser de excitacion (por lo general, en la region UV-visible del
espectro electromagnético). De esta forma, por ejemplo, los colorantes (rodamina, cristal violeta,
azul del Nilo, etc.) pueden exhibir intensidades Raman 10° veces mayores respecto de las

intensidades normalmente registradas para otras sustancias.

Figura 3.2. Esquema de efecto Raman resonante mostrando a) resonancia incoming y b)
resonancia outgoing. Los estados electronicos g, e y s son el fundamental y los dos primeros
excitados, respectivamente. Cada uno de ellos tiene representados algunos niveles vibracionales
con lineas azules. Las flechas rojas indican los fotones incidentes y dispersados (o Raman). Las
flechas amarillas representan procesos virtuales, mientras que las verdes hacen lo propio con las
transiciones reales, las responsables de las resonancias.

De esta forma la espectroscopia Raman es una técnica capaz de explorar fenomenos
estructurales y dindmicos (mediante el espectro vibracional) ademas de electronicos (resonancias)
en moléculas y materiales. Sin embargo, al tratarse de un proceso de dispersion de luz, su
eficiencia es relativamente baja respecto de, por ejemplo, la espectroscopia infrarroja (IR). De

hecho, en los procesos no resonantes, tipicamente 1 de cada ~ 10’ fotones es dispersado por la
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muestra. Sin embargo, la “ineficiencia” del proceso de dispersion y por ende la baja intensidad de
los espectros Raman encontré6 una forma de ser mejorada gracias al descubrimiento de la
amplificacion de las sefales Raman mediante plasmones superficiales generados en
nanoestructuras metalicas, dando origen a la espectroscopia Raman amplificada por superficies
(SERS). Para comprender los fundamentos de dicha técnica es necesario primero incorporar los
conceptos de resonancia de plasmones superficiales y polaritones plasmoénicos superficiales
propagantes y localizados (PPSP y PPSL). Estos conceptos se abordaran en las proximas dos

secciones para luego introducir la técnica de SERS.

3.4 Resonancia de plasmones superficiales.

Un plasmén puede ser considerado como una excitacion o modo elemental de las
oscilaciones colectivas de la densidad de carga de un plasma.> Asi, en un metal (con electrones
libres superficiales), la respuesta optica de dichos electrones esta determinada por sus propiedades
dindmicas. Por otro lado, la dindmica de un plasma de electrones libres estd dominada por las
interacciones dentro del gas de electrones pero también por el ambiente. Ambas propiedades
(dinamica de electrones libres y respuesta optica del material) estan contenidas en la funcion
dieléctrica del metal &(w) que junto con la funcién dieléctrica del medio y la geometria del objeto
contienen toda la informacion necesaria para describir el comportamiento plasmonico del sistema.
En el Apéndice A se presenta un ejemplo sencillo de una esfera metalica interactuando con un haz
de luz y puede verse como la funcidon g(w) es quien determina la forma y posicion de la
resonancia plasmonica de dicho objeto. Precisamente, en el caso de espectroscopias Opticas (asi
como el ejemplo antes mencionado) la excitacion del plasma de electrones es producida por una
onda electromagnética propagante (luz). La energia de dicha onda sera utilizada entonces para
excitar los electrones libres del metal (oscilacion de campo eléctrico y magnético del plasma de
electrones), ademas de las excitaciones propias del medio (polarizacion y magnetizacion). Esto
hace que el foton incidente se encuentre ahora acoplado a los electrones y las condiciones del
medio, transformandose en un polariton. De hecho, en los métodos de sensado basados en
resonancia de plasmones son mas importantes los polaritones plasmonicos (mezcla de fotones y
plasmones) que los modos puramente plasmonicos. La propagacion de los polaritones
plasmonicos a lo largo de la interfase metal-dieléctrico da origen a los polaritones plasmonicos
superficiales. Estos lltimos, como veremos a continuacion, son por e¢jemplo los responsables de la

amplificacion de la sefial Raman en SERS.

3.5 Polaritones plasmonicos superficiales propagantes (PPSP) o localizados
(PPSL).

Capitulo 3 21



La diferencia entre modos propagantes o localizados esta relacionada al vector de onda &
asociado al polariton plasmonico. Un valor real de k£ en alguna de las direcciones de invariancia
traslacional esta asociado a un modo propagante (PPSP), es decir que el polariton plasmonico
puede “moverse” a lo largo de la superficie en una dada direccion. Por otro lado, un valor
imaginario de & en todas las direcciones implica un polariton plasménico localizado (PPSL)."

Para que exista un acoplamiento entre los PPSP con la luz se debe cumplir la condicion de
conservacién simultanea de energia y momento.” Generalmente el impulso de la luz es menor que
el del PPSP en la direccion de propagacion (independientemente del angulo de incidencia) y por
lo tanto es necesario desarrollar alguna estrategia que permita acoplar al sistema los momentos de
los fotones incidentes. Esto puede lograrse utilizando fenomenos como la reflexion total interna
(ATR) lo que permite generar una onda evanescente a lo largo de un film metalico plano de
espesor nanométrico.” Otra forma de hacerlo es relajando la condicién de conservacion de
momento (rompiendo la condicion de invariancia traslacional) mediante la nanoestructuracion de
la superficie sobre la que impactan los fotones incidentes. Es decir, generar superficies rugosas,
defectos puntuales o redes de difraccion. En el Capitulo 6 de este trabajo brindaremos un ejemplo
de este tipo de PPSP para la superficie plana que separa un arreglo hexagonal de nanocavidades
metalicas de Auy Ag (PPSP tipo-Bragg). Otro ejemplo de PPSP presentes en superficies rugosas
es mostrado en el Capitulo 5.

Un ejemplo de PPSL es lo que sucede con nanoparticulas metdlicas de un didmetro
comparable o menor a la longitud de onda incidente. En este caso, todos los polaritones
plasmoénicos generados en la interfase entre el metal y el medio externo son localizados y sus
propiedades dependen fuertemente de la funcion dieléctrica del metal, el medio que lo rodea y la
geometria del objeto (ver Apéndice A). Al resolver analiticamente el problema de la esfera
pequeiia,” mediante la teoria de Mie, es posible determinar la existencia de plasmones de volumen
(ondas eléctricas esféricas dentro del metal, asociadas con oscilaciones colectivas de carga, que
producen un campo nulo por fuera de la esfera y por lo tanto son irrelevantes en las propiedades
opticas) y plasmones localizados en la interfaz, siendo el mas importante el PPSL dipolar. Este
tipo de polaritones plasmonicos (localizados) también estan presentes en las estructuras de
nanocavidades hexagonales del Capitulo 6 (PPSL tipo-Mie). En el caso de nanocavidades cuyos
diametros son comparables o menores a la longitud de onda del haz incidente, la solucion
analitica a los polaritones plasmoénicos de este sistema puede abordarse tratando a las
nanocavidades como anti-nanoparticulas. A partir de la teoria de Mie, la solucidn cuasi-estatica de
este problema arroja las frecuencias de resonancia de los modos de PPSL en las cavidades

esféricas, en funcién del momento angular (/):

Wy = Wgp (+1 (1+1) 3)
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En la Figura 3.3 se muestran los modos para los dos valores mas chicos de / para las
diferentes proyecciones azimutales, m. Estos modos toman la forma de una oscilacion de carga
dipolar (/ = 1) y cuadrupolar (/ = 2) dentro del metal.' A diferencia de lo que ocurre para el caso
de la esfera pequefia, cuando / =1 en el caso de la cavidad (Figura 3.3a) la distribucién de campo
tiene una simetria s (sin nodos), mientras que la esfera presenta una distribucion tipo p con dos
16bulos (Figura 3.3d). De esta forma, la distribucion de campo para un PPSL en una cavidad

, . . . , . ;. ;. 1
esférica de momento angular / tiene una simetria del tipo armonico esférico Y-y m).

Figura 3.3. Distribuciones de campo eléctrico para cavidades de Au (en aire) para a) / =0, m =
I;b)I=1,m=1;c) /=2, m=1. Los célculos de dichas distribuciones fueron realizados por K.
A. Kelf et al.” d) Distribucién de campo para el modo dipolar del PPSL de una nanoparticula de
Au al aire. Imagen extraida de la Tesis doctoral de N. Tognalli.'

Otro tipo de PPSL es el que se genera cuando dos (o mas) nanoestructuras (dos
nanoparticulas por ejemplo) son colocadas a unos pocos nm de distancia. En este caso, los PPSL
de cada estructura se ven modificados por la presencia cercana de la distribucion de campo de la
estructura vecina. A partir de esta interaccidon se generan regiones de gran intensidad
(concentracion de campo eléctrico) conocidas como hot-spots.”> En el Capitulo 8 de este trabajo
se brinda una explicacion mas detallada sobre este caso particular de PPLS y se utilizan dichos

hot-spots para la deteccion de moléculas unicas por SERS.
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Existen diversos métodos para determinar experimentalmente la frecuencia (o longitud de
onda) de resonancia de una estructura plasmoénica. En general, se realiza un barrido recorriendo
todo el espectro electromagnético (usualmente la region UV-visible del mismo) buscando para
que longitud de onda hay un proceso de absorcion. Esa region del espectro absorbida es utiliza
para generar la oscilacion colectiva de los electrones superficiales y como ya hemos sefialado,
depende fuertemente de la geometria y material de la nanoestructura y el medio que la rodea. Asi
por ejemplo en el Capitulo 5 mostraremos como un espectro de absorcion UV-visible de una
solucion de nanoparticulas arroja una absorcion asociada al PPSL de las mismas. En el Capitulo
6, donde utilizamos un arreglo de nanocavidades metalicas como estructura plasmoénica, la
posicion de los PPSL es detectada mediante medidas de reflectividad. De esta forma, se ilumina
con luz blanca las nanocavidades y la luz reflejada por las mismas es analizada espectralmente
detectando que longitudes de onda han sido absorbidas. En este trabajo utilizamos un elipsometro
espectrométrico automatizado WVASE32 de angulo variable, el cual permite iluminar la muestra
con un spot de 100 micrones y con una apertura numérica de 0.02. La muestra a su vez es
colocada sobre una plataforma automatizada que permite moverla en direcciéon x-y con una

precision de 0.5 micrones para ser explorada.

3.6 Espectroscopia Raman amplificada por superficies (SERS).

En 1974 Fleischman, Hendra y McQuillan midieron el espectro Raman de piridina adsorbida
sobre un electrodo de plata rugosa y observaron valores de intensidad anormalmente altos.® A
pesar de no haber podido explicar el origen de este comportamiento, el efecto fue denominado
como dispersion Raman amplificada por superficies (SERS). Afios mas tarde, Creighton,
Blatchford y Albrecht midieron también la dispersion Raman amplificada de piridina pero en este
caso fue a partir de una solucién acuosa conteniendo coloides de oro y plata.” Con estas
evidencias experimentales el fenomeno de amplificacion fue atribuido principalmente a la
presencia de polaritones plasmonicos superficiales.”

La amplificacion por “campo electromagnético” de la sefial Raman puede ser
cualitativamente explicada considerando un ejemplo sencillo. Consideremos una nanoparticula

metalica de radio a con una molécula situada a una distancia d (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Esquema de una nanoparticula metalica de radio a y constante dieléctrica ¢; rodeada
por un medio de constante dieléctrica g, A una distancia d de la misma se ubica una molécula.
Esquema extraido de K. Kneipp et al.®

Consideremos una onda electromagnética (la cual tiene asociado un campo eléctrico Eg) que
incide sobre la nanoparticula. Tal como describimos en la seccion anterior, bajo determinadas
condiciones, el haz incidente genera un PPSL sobre la nanoparticula con una distribucion del
campo eléctrico (Esp) como el mostrado en la Figura 3.3d. Al acercar una molécula a una
distancia d de la nanoparticula, la misma estard sometida a la resultante de ambos campos
eléctricos (E), el del laser y el generado sobre la nanoparticula: E = Eg + Egp.

La solucion exacta del campo eléctrico efectivo sobre la molécula incluye parametros que,
como describimos anteriormente, son los que definen la resonancia de los PPSL: el radio de la
nanoparticula, la constante dieléctrica del metal (g;) y del medio (gy) y ademas incluye la distancia

entre la nanoparticula y la molécula.'

E. —& 1
E=E,+E,=E,+a° 2“0 F
0 sp 0 £, +2¢, O(a+d)3

(4)

El factor de amplificacion electromagnética (A) se define entonces en funcion del cociente

entre el campo total y el incidente.

De manera analoga a lo descripto para el campo incidente, el campo dispersado puede sufrir
la misma amplificacion si se encuentra en resonancia con los PPSL. De esta forma, si la
frecuencia del haz incidente y del haz dispersado estan en resonancia con los PPSL de la

nanoparticula el factor de amplificacion total (G) para este ejemplo sencillo es:
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G= (Aincidente)2 (Adispersada)z ~ (a + d] (6)

dispersado

g +2¢, g +2¢,

incidente

De este modelo sencillo es posible deducir que la amplificacion de campo electromagnético
en SERS escala con la cuarta potencia del campo local (E*) de la nanoparticula metalica, mientras
que decae fuertemente a medida que aumenta la distancia entre la nanoparticula y la molécula.
Como veremos en el Capitulo 8, las amplificaciones de la sefial Raman pueden ser tan intensas
que es posible detectar incluso una molécula tnica.

A pesar de que este tipo de amplificacion es la mas importante, existe otro tipo de
amplificacion de la sefial SERS, denominada “efecto quimico”. Dentro de esta categoria se han
incluido distintos efectos y fendmenos observados que no corresponden a la amplificacion por
campo electromagnético. Varias teorias han sido propuestas para explicar este efecto y no existe
aun un acuerdo sobre lo que ocurre en este mecanismo de amplificacion para cada situaciéon en
particular. °'® "' En general, todas las teorias concuerdan en que este fenomeno esta presente
cuando existe un acoplamiento entre la estructura electronica del metal y de la molécula, por lo
que muchos autores refieren a este efecto cuando la molécula esta en contacto con la superficie
metalica. También se ha postulado que el “efecto quimico” aparece debido a una nueva
resonancia electronica de transferencia de carga entre la molécula y el metal. En el Capitulo 6 de
este trabajo, volveremos sobre este punto tratando de dilucidar el origen del de este tipo de

amplificacion.

3.7 Arreglos experimentales utilizados en las medidas SERS.

Las medidas de SERS de este trabajo de Tesis fueron realizadas en dos espectrometros Jobin-
Yvon: T64000 (Capitulos 5 y 6) y LabRam acoplado a un microscopio BX41 Olympus (Capitulos
7 y 8). Los detalles experimentales concretos de cada medida se encuentran en los respectivos
Capitulos.

Brevemente, en el primero de los equipos (T64000) se utilizaron dos fuentes de excitacion:
un laser Ti-Zafiro que permite sintonizar de manera continua la longitud de onda entre 690 y 1000
nm (infrarrojo cercano) y otro de Ar-Kr con 16 lineas discretas ajustables entre 450 y 676 nm
(visible). En este equipo se utilizaron dos configuraciones: macro y micro. En la primera de ellas
(macro) el laser se conduce mediante lentes y espejos a una lenta de focalizacion que genera un
spot de entre 10 y 100 micrones sobre la muestra y luego otra lente (de coleccion) toma la luz
dispersada y la focaliza dentro del espectrometro. En la configuracion micro las lentes de
focalizacion y coleccion son el objetivo del microscopio. En este caso el spot circular tiene entre

0.5 y 10 micrones mientras que la posicion x-y-z de la muestra puede controlarse con un motor
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paso a paso con una precision de 0.1 micrones. Finalmente, el espectrometro debe tener una buena
resolucion espectral y ademas tener la capacidad de “filtrar” la luz espurea (eliminar la dispersion
elastica). Para ello, el espectrometro Jobin-Yvon T64000, posee tres etapas de dispersion de luz y
se lo puede usar de dos maneras. En modo aditivo, donde cada etapa en serie resuelve
espectralmente y mejora la resolucién, o en modo sustractivo, funcionando como un
monocromador simple, pero donde las dos primeras etapas actian como un filtro para el laser
regulable en longitud de onda. Luego de que la luz es resuelta espectralmente, se colecta con una
CCD (charge coupled device) de alta resolucion y bajo ruido electrénico (un electréon por hora),
enfriada con N, liquido. Las medidas realizadas bajo esta configuracion fueron realizadas en el
Laboratorio de fotonica y propiedades optoelectronicas del Instituto Balseiro — Centro Atomico
Bariloche.

En el caso del espectrometro LabRam, el mismo fue utilizado (en todos los casos) acoplado
con un microscopio BX41 Olympus. Como fuente de excitacion se utilizo la linea de 633 nm de
un laser He-Ne con ~ 3 mW de potencia sobre la muestra. La misma fue colocada en todos los
casos sobre una plataforma motorizada (x-y) para poder explorarla. Los objetivos del microscopio
(de inmersion) fueron elegidos de acuerdo al tipo de muestra y fendmeno estudiado. En los casos
donde se buscaban sefiales promedio de la muestra se eligié un objetivo x10 con un tamafio de
spot de 10 micrones. En otros casos (como detecciéon de moléculas individuales) se utilizaron
objetivos x50 y x100. En este caso el detector es también una CCD enfriada con N, liquido. Las
medidas con este equipo fueron realizadas en el Laboratorio Raman de la Universidad de

Victoria, Wellington, Nueva Zelanda.

3.8 Introduccion a los procesos electroquimicos.

Otras de las técnicas de deteccion utilizadas en este trabajo de Tesis es la electroquimica, en
la que se combinan fenomenos eléctricos y quimicos a nivel de la interfaz metal-molécula. En
general, el estudio de este tipo de procesos esta centrado en el transporte de carga a través de la
interfaz entre, por ejemplo, un conductor electronico (un electrodo) y un conductor iénico (un
electrolito). La carga es transportada a través del electrodo por el movimiento de electrones (y
huecos) mientras que en la fase del electrolito, la carga es llevada por el movimiento de los
iones.'>'* Varios procesos ocurren en la interfaz metal-solucion cuando se aplica un potencial
eléctrico y circulan cargas a través de la misma (Figura 3.5). Estos procesos pueden ser divididos
en dos grandes grupos: faradaicos y no faradaicos. El primero de ellos involucra una transferencia
de carga neta entre el metal y la soluciéon (o moléculas presentes en la misma), la cual tiene
asociada un proceso redox (reduccion-oxidacion). Este tipo de reacciones donde la cantidad de
especies reducidas/oxidadas por el flujo de corriente son proporcionales a la cantidad de

electricidad que ha circulado por la interfaz constituyen los procesos de tipo faradaico. Estas
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reacciones ocurren en un determinado rango de potenciales donde intervienen factores

termodindmicos y cinéticos.

Figura 3.5. Esquema general de los fenémenos en la superficie de un electrodo. Imagen extraida
de la Tesis doctoral de M. A. Daza Millone."

Otro tipo de procesos que pueden ocurrir en la interfaz metal-solucidon son la adsorcion o
desorcion de especies en la superficie del electrodo lo que origina cambios en la estructura y
composicion de la interfaz (Figura 3.5). Estos procesos dependen del potencial eléctrico y/o de la
composicion de la solucion. Como consecuencia, estos procesos no faradaicos (donde no hay un
proceso neto de transferencia de carga) dan origen a la denominada “corriente de doble capa” que
se manifiesta en los experimentos electroquimicos. De esta forma, las interfaces electrodo-
solucion exhiben una capacidad cuya magnitud refleja la distribucion de iones en el lado de la
solucion de la interfaz. La doble capa de electrolito estd compuesta 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 es diferente de la concentracion en el seno de la solucion.

3.9 Celda electroquimica y procesos redox.

Debido a que no es posible experimentalmente tener una interfaz aislada, los estudios
electroquimicos se realizan sobre una coleccion de interfaces, conocida como celda
electroquimica. Estos sistemas estan definidos por al menos dos electrodos separados por una
solucion electrolitica entre los que circula corriente. La diferencia de potencial entre los
electrodos puede ser modificada por medio de una fuente externa que produce una corriente que
circula a través de las interfaces electrodo-solucion en donde pueden ocurrir diversas reacciones
quimicas. La reaccién quimica neta que ocurre en la celda estd comprendida por al menos dos

hemirreacciones independientes que describen los cambios quimicos que ocurren en cada
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electrodo. En general, solo la hemirreaccion que tiene lugar en el electrodo de trabajo (ET) es de
interés y para enfocarse en ella, se estandariza la otra hemirreaccién empleando un electrodo de
referencia (ER) cuya composicion de fases es esencialmente constante y su potencial de
equilibrio no se modifica con el pasaje de corriente, es decir, es idealmente no polarizable. Como
el electrodo de referencia tiene un potencial fijo y no circula corriente a través de este durante las
medidas, cualquier cambio en el potencial aplicado a la celda modifica la polarizacion del
electrodo de trabajo.

El cambio de potencial en el electrodo de trabajo genera que se modifique la energia de los
electrones del metal. De manera sencilla, al aumentar el nivel de energia de los electrones
(llevando el electrodo a potenciales mas negativos) es posible alcanzar un determinado valor de
potencial (nivel de energia) donde se transfieren electrones desde el metal hacia los estados
electronicos desocupados de las moléculas que se encuentran en solucion (Figura 3.6a). En ese
caso, aparece un flujo de electrones desde el electrodo a la solucion (corriente de reduccion). De
manera similar, la energia de los electrones en el metal puede disminuirse aplicando un potencial
en sentido inverso y en este caso (para un cierto potencial aplicado) los electrones de los ultimos
estados electronicos ocupados de las moléculas en solucion pueden ser transferidos hacia el
electrodo (proceso de oxidacion). Los potenciales criticos en los cuales estos procesos ocurren

estan relacionados a los potenciales standard, E°, para las moléculas presentes en la solucion.'”

Figura 3.6. Representacion de los procesos de a) reduccion y b) oxidacion de una especie A en
solucion. Para la especie A se muestran los orbitales moleculares HOMO y LUMO que
representan al ultimo ocupado y primero desocupado respectivamente.'

Con el fin de estudiar los cambios en el electrodo de trabajo de manera reproducible, uno de
los arreglos experimentales mas empleados es la celda de tres electrodos. En esta configuracion,
la corriente pasa del electrodo de trabajo al electrodo auxiliar o contraelectrodo (CE), que en

general se fabrica de un material, como por ejemplo Pt, de manera que no produzca sustancias
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interferentes por electrolisis. Bajo esta configuracion, un potenciostato controla la tension entre el
electrodo de trabajo y el contraelectrodo de manera de ajustar la diferencia de potencial entre los
electrodos de trabajo y el de referencia hasta alcanzar el valor predeterminado de potencial. Esto
lo logra a través de un circuito retro-alimentado de alta impedancia. De esta forma, el
potenciostato es un elemento activo que fuerza al electrodo de trabajo a alcanzar el potencial
deseado respecto al de referencia sin importar la corriente necesaria que deba proveer. Es asi
como la corriente es el observable experimental de las medidas potenciométricas. Todas las
determinaciones electroquimicas de esta Tesis fueron realizadas bajo esta configuracion.

Existen diversas técnicas electroquimicas basadas en el control de las distintas variables:
potencial, corriente, tiempo. Por ejemplo, se puede medir la corriente en funcion del tiempo o del
potencial, manteniendo el potencial constante o variandolo de forma predeterminada con el
tiempo. En este trabajo de Tesis se empled la técnica de voltamperometria ciclica que sera

descripta a continuacion.

3.10 Voltamperometria ciclica.

Esta técnica permite estudiar las propiedades redox de moléculas y estructuras presentes
en la interfaz metal-solucion. Es una herramienta importante para determinar los potenciales
redox formales, la deteccion de especies presentes en la interfaz, el estudio de reacciones de
transferencia de carga y la evaluacion de la cinética de transferencia de carga, entre otras. Aunque
los calculos termodinamicos de este tipo de procesos utilizan generalmente los potenciales
normales,'* en la practica suelen utilizarse los potenciales formales. Los potenciales formales
difieren de los potenciales normales ya que los coeficientes de actividad (y;) se alejan de la unidad
debido a la presencia de reacciones paralelas, que modifican las concentraciones de las especies
reactivas.

Cuando se grafica la corriente en funcion del potencial, se obtienen curvas (i vs. E) que brindan
informacion acerca de la naturaleza de la solucion, los electrodos y las reacciones que ocurren en las
interfaces. El nimero de electrones que cruza la interfaz esta relacionado estequiométricamente con la
reaccion quimica (cantidad de especies que participan de las reacciones redox) y se mide en términos de
la carga total, Q, que pasa por el circuito. La corriente, i, es la velocidad del flujo de la carga (o
electrones).

En voltamperometria ciclica, el potencial aplicado varia con el tiempo, a determinada una
velocidad (v = AE/At), regulada con el potenciostato. Para las medidas que se llevaron a cabo en
este trabajo se utilizaron variaciones lineales como las que se muestran en la Figura 3.7a, de modo
tal que la curva de barrido es triangular: se comienza a un dado potencial (E;), se llega a un

potencial final (Ef) y luego se retorna al mismo potencial inicial. Durante el barrido de potencial,
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el potenciostato mide la corriente resultante debida al potencial aplicado. Como la corriente y el

potencial estan relacionados funcionalmente (V = iR), esa corriente es unica.

Figura 3.7. (a) Barrido ciclico de potencial. (b) Voltamperograma ciclico resultante.

Si se grafica la corriente registrada en funcién del potencial aplicado, se obtiene un
voltamperograma ciclico (Figura 3.7b), que depende no s6lo de un gran numero de pardmetros
fisicoquimicos sino, ademas, del tiempo. La Figura 3.7b ilustra la respuesta esperada para una
cupla redox reversible durante un ciclo de barrido. En la misma, se supone que so6lo la forma
oxidada O estd presente inicialmente. De esta manera, se elige un potencial que barre hacia el
sentido negativo para el primer medio ciclo, empezando desde un valor en el que no hay procesos
de transferencia de carga involucrados. A medida que el potencial aplicado se aproxima al E°
(caracteristico del proceso redox) la corriente catodica comienza a aumentar, hasta que alcanza un
maximo (i,). Después de atravesar la region de potencial en donde tiene lugar el proceso de
reduccion, la direccién del barrido de potencial se revierte. Durante el barrido inverso, las
moléculas R (generadas en el primer medio ciclo, y acumuladas cerca de la superficie) son
reoxidadas a O y aparece un pico anddico. Como resultado se obtiene informacion acerca del
potencial redox, las velocidades de la reaccion electroquimica de los compuestos y la
concentracion de especies electroactivas. Ademds es posible distinguir entre los procesos
relacionados con especies adsorbidas sobre el ET y los debidos a especies en solucion, siendo
posible analizar la reversibilidad o irreversibilidad de los procesos de transferencia de carga, el
numero de electrones transferidos, los coeficientes de difusion y las constantes de velocidad, entre
otros parametros.

La densidad de carga eléctrica, ¢, registrada durante la oxidacion o reduccion es uno de
los parametros cuantitativos que puede extraerse de las curvas i vs E. A partir de la carga pueden
obtenerse datos estructurales como la fraccion de la superficie ocupada en procesos de adsorcion-
desorcion o el nimero de electrones intercambiados por sitio de adsorcion. El calculo de la carga

implica la integracion de la siguiente expresion:

a=[" i )
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donde ¢ es el tiempo y j la densidad de corriente (corriente expresada por unidad de area).

Teniendo en cuenta la velocidad de barrido v (AE/At), podemos reescribir la ecuacion 7 como:

_1 J‘Ez (E) dE (8)
q= e J
de este modo a partir de la integracion de las curvas j vs. E (voltamperogramas) entre dos

potenciales seleccionados, a una dada v, se obtiene la carga expresada en microcoulombs.

3.11 Arreglos experimentales utilizados en las medidas electroquimicas.

A lo largo de este trabajo se ha utilizado siempre la configuracion de celda electroquimica de
tres electrodos conectado a un potenciostato (TeQ 03 6 TeQ 04). En todos los casos el
contraelectrodo (CT) empleado fue una chapa de Pt de alta 4rea, mientras que los electrodos de
referencia (ER) fueron el de calomel saturado (Hg | Hg,Cl, | KCl(sat)) o el de plata-cloruro de
plata (Ag | AgCl | KCl(sat)). En cada Capitulo se especifica frente a cual de ellos estan expresados
los valores de potencial obtenidos. Del mismo modo, dependiendo de los fenémenos a estudiar, el
electrodo de trabajo (ET) es detallado en cada Capitulo. En algunos casos el ET consistiéo en un
metal con una SAM adsorbida, en otros en nanoparticulas depositadas sobre una pelicula

metalica, etc.

Figura 3.8. Esquema de la celda de vidrio utilizada en una parte de las medidas electroquimicas
de este trabajo. Extraida del trabajo de Tesis Doctoral de M. A. Daza Millone."

Los experimentos se realizaron en dos tipos de celdas de vidrio. La primera de ellas
(utilizada en los Capitulos 4, 5 y 6) se muestra en la Figura 3.8. Ademas de los 3 electrodos
descriptos, estas celdas cuentan con un capilar de Luggin-Haber para disminuir la caida 6hmica

de potencial debido a la resistencia de la solucién y con un burbujeador con una llave de tres vias, el

32 Capitulo 3



cual permite purgar la solucién y mantener una atmosfera saturada en N», ya que el O, es una especie
electroactiva que puede interferir en las medidas.

Para las medidas electroquimicas de los Capitulos 7 y 8 se disefio otra celda de vidrio que
permitiera adquirir espectros Raman en forma simultdnea con los cambios de potencial aplicados
al ET. En este caso se utilizé una celda circular (didmetro ~10 cmy ~ 2 cm de altura) con una
chapa de Pt (CE) rodeando al ET (ubicado debajo del objetivo del microscopio) y un ER
comercial ultradelgado (Dri-Ref).

A partir de aqui los Capitulos siguientes constituyen la presentacion de resultados

experimentales y discusion de los mismos sobre los distintos sistemas estudiados.
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Capitulo 4

Monocapas autoensambladas (SAMs) de tioles sobre
Au: estabilidad de la interfaz Au-S

4.1 SAMs de alcanotioles sobre Au: ;Qué sabemos sobre su formacion,
estabilidad y mecanismos de degradacion?

Las monocapas autoensambladas (SAMs) sobre superficies solidas se han constituido en los
ultimos afios en elementos claves en variadas aplicaciones en el campo de la nanotecnologia.' Las
SAMs de tioles sobre superficies de Au resultan particularmente atractivas ya que son faciles de
preparar tanto desde fase gaseosa como liquida y representan un camino sencillo para unir
materiales inorganicos, organicos y biologicos a una superficie quimicamente inerte y
biocompatible, ideal para multiples aplicaciones.” Desde un punto de vista simplificado, en las
SAMs de tioles se genera una capa compacta de alta calidad donde la cabeza de azufre genera una
union tiolato con la superficie metalica y asi es posible anclar al sustrato mediante un enlace
covalente la cadena hidrocarbonada de longitud variable de acuerdo al numero de atomos de
carbono (n). Las fuerzas de van der Waals entre moléculas vecinas estabilizan la estructura. La
eleccion del grupo terminal de la cadena permite conferirle a la superficie modificada las
propiedades quimicas y fisicas deseadas. Funcionalidad y espesor son entonces parametros
sencillos de modificar que permiten disefar superficies de Au con propiedades altamente
controladas. >

Los tioles sobre superficies de Au han sido propuestos como elementos de construccion
“bottom up” para una amplia variedad de sistemas y dispositivos en el campo de Ia
nanotecnologia: electronica molecular, sensado y bio-reconocimiento, motores moleculares,

. . ;. 2 . , .
membranas biomiméticas, entre otros.” En estos casos los tioles actian como “ladrillos”
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moleculares de construccién de los dispositivos (elementos pasivos) o bien como elementos
activos de los mismos ya sea en la como captura y liberacion de iones, el anclaje de moléculas o
biomoléculas, brindando centros reactivos para la construccion de estructuras moleculares
complejas, etc.

Sin embargo existen limitaciones para trasladar estos sistemas moleculares del laboratorio al
campo de las aplicaciones tecnoldgicas. Una de las mas importantes es la degradacion del enlace
Au-S cuando son expuestos al ambiente o medios liquidos.”” Existen diferentes reacciones de
oxidacion que pueden explicar la ruptura del enlace tiolato-metal y en particular el del Au-S. Las
siguientes ecuaciones describen las reacciones que han sido mencionadas en la literatura®'° como

las vias mas probables de degradacion de SAMs de tioles sobre superficies de Au:

2(RS),, Au—>RS—SR+2Au (1)
(RS),, Au+ H,0+ O, (O,)—> RSO,H + (OH) ,, Au  (2)

donde (RS),4Au representa una especie tiolato unida covalentemente a la superficie de Au, RS-

RS es una especie disulfuro y RSOs;H es un sulfonato generado a partir de la oxidacion del tiolato
correspondiente.

Las especies de S resultantes de las ecuaciones 1 y 2 ya no se encuentran quimisorbidas a
través del fuerte enlace tiolato a la superficie metalica sino simplemente fisisorbidas de manera tal
que pueden ser facilmente removidas, generando la degradacion de la SAM y por consiguiente de
los dispositivos o sistemas basados en ellas.”"

Otra posible via de degradacion de las SAMs en presencia de electrolitos es la desorcion del
tiol mediante reacciones electroquimicas.* Se sabe que las SAMs son desorbidas de las superficies
metalicas cuando el potencial (E) de la interfaz SAM-Au adquiere un valor caracteristico (Er) de

acuerdo a la reaccion:
(RS),yAu+e—> RS~ + Au 3

Este potencial puede alcanzarse ya sea mediante algiin reductor presente en el medio o bien
mediante un potenciostato (en el caso de sistemas de deteccion o fabricacion basados en métodos
electroquimicos). Si se alcanza dicho valor Er las SAMs se desorben de la superficie metalica
existiendo entonces so6lo una ventana de potenciales en las cuales se puede operar con las mismas
sin dafiarlas irreversiblemente. Por lo tanto, ampliar esta ventana de potenciales de estabilidad de
los tioles sobre los distintos metales y en particular sobre Au constituye un punto de interés dado
las aplicaciones de las SAMs en sensado por via electroquimica.

Varios factores han sido estudiados a fin de comprender su influencia en los procesos

fisicoquimicos que dan origen a los productos de degradacion de SAMs de tioles de las
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ecuaciones 1 y 2; en particular el rol del oxigeno," el ozono y la radiacion ultravioleta, * '* 1la
longitud de la cadena hidrocarbonada y el tipo de grupo funcional terminal, >"* la morfologia del
sustrato,'® y el medio de reaccion (aire, agua, etanol, etc).7’ %111 os estudios realizados muestran
que la velocidad de degradacion disminuye cuando se incrementa el largo de la cadena
hidrocarbonada y aumenta a medida que disminuye el tamafio de grano en el sustrato de Au.
Existen evidencias de oxidacion en ausencia de luz y se ha determinado que el etanol es el
solvente mas agresivo para el grupo tiolato. Las especies disulfuro (ecuacién 1) han sido
propuestas como la principal via de degradacion en medios liquidos y mediante experiencias de

desorcion térmica'%°

mientras que las especies sulfonato (ecuacion 2) han sido halladas tanto en
medios liquidos como en aire.”” Por lo tanto, la velocidad de desorcion de especies tiolato de
estas SAMs se ve incrementada en medios liquidos, donde ambos caminos de degradacion son
posibles (ecuaciones 1 y 2). Por el contrario, no se han observado cambios en la quimica
superficial de la cabeza de S en SAMs de octanotiol sobre Au luego de ser conservadas varios
dias en ultra-alto vacio (UHV) y en ausencia de luz.*'

En cuanto a la desorcion electroquimica, para un mismo metal como el caso del Au, se ha
observado que la ventana de potenciales en los cuales la SAM es estable aumenta con el largo de
la cadena hidrocarbonada y depende de una manera mas compleja con la naturaleza del grupo
funcional. Por ejemplo, si el grupo terminal es otro SH la formacion de puentes S-S estabiliza la
SAM, lo mismo ocurre con los que puentes de hidrogeno que se generan entre grupos carboxilos
terminales. Por otra parte para estos mismos grupos en medio alcalino las interacciones repulsivas
parcialmente apantalladas por contraiones resultan en una pérdida de estabilidad de la SAM.*

En vista de los importantes avances tecnologicos basados en métodos de fabricacion
“bottom-up” y dada la gran versatilidad y utilidad de sistemas basados en SAMs de tioles sobre
superficies de Au, la busqueda de nuevas estrategias o materiales capaces de reducir o eliminar la
degradacion de monocapas autoensambladas Au-tiol se constituyen en un punto central en el
campo de la nanotecnologia.

En la primera parte de este Capitulo demostramos que las superficies nanoestructuradas de
Au presentan un aumento en la resistencia a la degradacion de SAMs de tioles y mayor
estabilidad frente a la electrodesorcion reductiva que los sustratos policristalinos con orientacion
preferencial (111), Au(111), utilizados convencionalmente. En particular demostramos que las
SAMs de alcanotioles sobre los sustratos nanoestructurados (Figura 4.la), formados por
estructuras de tipo columnar (10-20 nm de diametro, 400-500 nm de espesor), resisten mas de 6
semanas sin degradacion significativa utilizando como medio de reaccion etanol, uno de los
solventes mas agresivos para la preservacion de las SAMs. Por otro lado, los sustratos Au(111)

(Figura 4.1b) tienen una degradacion del 40% de la SAM de alcanotioles (generando especies

disulfuro) en tan solo 2 semanas. El aumento en la estabilidad puede estar relacionado a la mayor
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energia de enlace de las especies tiolato a dtomos de Au de baja coordinacion presentes en

superficies nanoestructuradas con gran cantidad de defectos.

Figura 4.1. Iméagenes de STM, 260x260 nm’. (a) Superficie de Au nanoestructurado. (b)
Superficie de Au(111), ambas modificadas con nonanotiol. (c) Representacion de la molécula de
I-nonanotiol (NT) utilizada (no se muestran los hidrogenos correspondientes).

4.2 SAMs en sustratos planos y nanoestructurados

Los sustratos Au(111) fueron adquiridos comercialmente. Luego de flamearlos con llama de
butano-propano por 5 minutos, estas superficies presentan terrazas planas con orientacion (111)
separadas por escalones monoatomicos.”” Los sustratos nanoestructurados de Au fueron
preparados electroquimicamente sobre laminas o alambres de Au policristalino en una celda
electroquimica de 3 electrodos utilizando un electrodo de calomel (ECS) como referencia y una
lamina de Pt de alta area como contra electrodo. Los sustratos policristalinos son anodizados en
una solucion 0.5M H,SO, durante 10 minutos a 2.40 V (vs ECS) de manera de lograr un capa
gruesa del 6xido de Au(IIl) hidratado.” Posteriormente se aplica una rampa de potencial de 2.40 a
0.6 V 2 0.025 V.s™ de manera de reducir el 6xido a Au metalico y finalmente se mantiene por 4
minutos a -0.6 V de manera de asegurar la completa electroreduccion.”* El area real de Au es
monitoreada luego del procedimiento de anodizacién/reduccion en el mismo electrolito mediante
una rampa triangular de potencial, de -0.25 a 1.6 V a 0.1 V.s" siguiendo el procedimiento
descripto por Michri et al.”” Imagenes de SEM de un corte transversal de la superficie resultante
demuestran que la misma tiene una estructura columnar conteniendo una alta densidad de poros.”®

Los alcanotioles fueron ensamblados sobre ambas superficies desde soluciones etanolicas 50
UM de nonanotiol (NT) con un tiempo de incubacion de 24 horas. Luego de realizar varios
lavados con agua Milli-Q™ y etanol, las muestras fueron guardadas en la oscuridad en pesafiltros

individuales conteniendo etanol absoluto. Antes de su caracterizacion (STM, XPS,
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electroquimica), las muestras fueron retiradas, lavadas con agua Milli-Q™ y etanol y secadas con
nitrégeno.

Una forma de estimar la cantidad de especies tiolato quimisorbidas a una superficie metéalica
(cubrimiento, 6) es mediante el célculo de la densidad de carga (q) en las curvas de
electrodesorcion reductiva de tioles. Asumiendo un proceso de transferencia de un electrén en la
desorcion reductiva (ecuacion 3) y para un cubrimiento maximo de tiolatos en la superfice de 6 =
1/3, para una estructura (V3xV3)R30°, la densidad de carga proveniente de la integracion de los
picos catédicos del voltamperograma arroja un valor de q ~ 75-80 pC cm™.’

En la Figura 4.2a se presentan las curvas de electrodesorcion reductiva de nonanotiol (NT)
adsorbido sobre los sustratos de Au(111) y los sustratos de Au nanoestructurado. Las mismas
fueron adquiridas utilizando una celda de tres electrodos y solucion 0.1M NaOH mediante un
barrido de -0.4 a -1.4 V a 0.1 V.s.** En primer lugar, existe una diferencia notable entre las
posiciones de los picos (E,) de electrodesorcion de NT sobre ambos sustratos. Para las superficies
de Au nanoestructuradas el proceso de electrodesorcion es mas dificil. En efecto, la posicion del
pico se desplaza 0.4 V en la direccion negativa (catddica), lo que implica un aumento de ~ 0.4eV
en la energia considerando un proceso de transferencia de carga de un electron (ecuacion 3). Este
efecto ocurre de manera sistematica (Figura 4.2b) para distintos alcanotioles estudiados, variando
el numero de carbonos (n). La eleccion de NT en este estudio se debe a que representa una
situacién intermedia en cuanto al largo de su cadena hidrocarbonada. Volveremos sobre este
punto mas adelante. Las curvas correspondientes a las muestras recién preparadas demuestran la
formacion de una monocapa compacta para ambos sustratos. En la seccion siguiente evaluaremos

la evolucion del cubrimiento en funcién del tiempo en ambos sustratos.

Figura 4.2. (a) Curvas de electrodesorcion reductiva de NT sobre ambas superficies de Au.
Densidad de corriente (j) versus potencial (E) a v = 0.1 V s’ en 0.1 M NaOH. I) Au
nanoestructurado, electrodesorcion de NT, muestra recién preparada (linea punteada roja) y luego
de 45 dias de inmersion en etanol (linea llena azul). II) Au(111), electrodesorcion de NT, muestra
recién preparada (linea llena verde) y luego de 15 dias de inmersion en etanol (linea llena negra).
(b) Valores de E, en function del niimero de atomos de C (n) para ambos sustratos: (A) Au
nanoestructurado y (m) Au(111).
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4.3 Estabilidad de SAMs en funcion del tiempo

En la Figura 4.3 se presentan los datos correspondientes al monitoreo del cubrimiento (6) de
especies tiolato (NT), sobre ambos sustratos, en funcidon del tiempo de inmersiéon en etanol
absoluto. Dichos valores fueron calculados mediante la densidad de carga involucrada en las
curvas de electrodesorcion reductiva a distintos tiempos (Figura 4.2a). Se observa un rdpido
decaimiento para el cubrimiento de especies tiolato sobre los sustratos Au(111), que pierden
aproximadamente un 40% de estas especies en tan solo dos semanas. Por otro lado, el cubrimiento
permanecid invariable para los sustratos de Au nanoestructurados luego de 45 dias de inmersion
en etanol (uno de los solventes mas agresivos para conservar SAMs de tioles). Es importante
destacar que en las medidas electroquimicas la desorcion de la SAM es un proceso irreversible,
por lo que cada punto (medida) implica utilizar una nueva muestra (incubada previamente por un

tiempo determinado).

Figura 4.3. Cubrimiento de especies tiolato (8) en funcion del tiempo de inmersion (t, en dias) en
etanol absoluto para SAMs de NT sobre, (®) Au nanoestructurado (m) Au(111). Dichos datos
fueron calculados a partir de la integracion de las curvas de electrodesorcion reductiva
correspondientes para cada caso. (A) Datos de cubrimientos calculados por XPS a partir de la
sefial a 162 eV de S 2p para SAMs de NT en Au(111).

Otra forma de estimar el cubrimiento superficial de especies tiolato sobre superficies
metalicas es mediante la técnica de espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS). A diferencia
de la electroquimica, donde solo las especies quimisorbidas al sustrato metalico son capaces de
generar una respuesta faradaica en las curvas de corriente/potencial, en XPS tanto las especies
quimisorbidas como fisisorbidas pueden ser monitoreadas. De esta forma, el analisis de los datos
provenientes de esta técnica no solo permite evaluar el cubrimiento total de especies de S en
funcién del tiempo, sino también la posible interconversidn de especies si es que estas
permanecen fisisorbidas en la interfaz sustrato/SAM. De esta forma, una correcta asignacion de

las componentes vinculadas al S 2p es indispensable para este tipo de analisis.
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Esencialmente la sefial correspondiente a S 2ps, para SAMs de alcanotioles sobre superficies
metalicas puede descomponerse en tres componentes centradas en: ~161, ~162, 163-164 eV. La
primera de ellas (161 eV), corresponde a S atomico diluido, producto de la degradacion de la
SAMs o de la adsorcién de impurezas (S) de las soluciones de tioles.”’” La sefial centrada en 162
eV, es por lo general la mas intensa y corresponde S quimisorbido a la superficie metalica
mediante un enlace tiolato.” Especies poliméricas de S también han sido asignadas a esta energia
de ligadura. * Por ltimo la sefial centrada a 163.5 eV puede ser asignada a especies de tiol
“libre” no ligado a la superficie metélica o a especies disulfuro.”® Otras especies oxidadas de S
(sulfonatos por ejemplo) generan sefiales a energias de 166 eV o superiores.”

En la Figura 4.4 se muestran los resultados obtenidos por XPS para el monitoreo de las
sefales correspondientes a S 2p en funcion del tiempo de inmersion en etanol para SAMs de NT
sobre los sustratos de Au(111) y de Au nanoestructurado.

Para los sustratos Au(111) se puede observar (Figura 4.4a, izquierda: I-muestra recién
preparada, II- muestra luego de 23 dias) al pasar de [ a Il un aumento en la sefial a 163.5 eV y una
consecuente disminucion de la sefial a 162 eV para SAMs de NT luego de 23 dias de inmersion
en etanol absoluto. Es posible inferir entonces que la disminucion del cubrimiento de tiolatos en la
SAM sobre Au(l11) esta asociada a la formacion de especies disulfuro (ecuaciéon 1) que
permanecen fisisorbidos por interaccion con la cadenas carbonadas de las especies de NT que aun
se encuentran quimisorbidas al sustrato metalico.

Por otro lado, para los sustratos de Au nanoestructurado (Figura 4.4a, derecha: I-muestra
recién preparada, Il-muestra luego de 45 dias) no se observan cambios en la region
correspondiente a S 2p, aun luego de 45 dias de inmersion en etanol. Una leve cantidad de la
componente a 163.5 eV se encuentra presente en las muestras frescas para ambos sustratos; la
misma se debe a cantidades pequefias remanentes de tiol “libre”.

En la Figura 4.4b se puede observar la evolucion de las distintas especies de S en ambos
sustratos a lo largo del tiempo seguidas mediante la deconvolucion de las sefiales de XPS. Para el
caso de los sustratos Au(111) se puede observar que las especies son las mismas a lo largo del
tiempo pero una fraccidon de tiolatos quimisorbidos (162 eV) generan especies disulfuro (163.5
eV) vy sulfuros (161 eV) durante la incubacion en etanol. Cabe destacar que la cantidad total de
especies de S se mantiene constante, lo cual confirma la interconversion de especies de S. Los
datos indican que cerca del 40% de las especies tiolato desaparece dando origen a especies
disulfuro y sulfuro a medida que se incrementa el tiempo de inmersion. Por otro lado, en los
sustratos de Au nanoestructurado no hay un cambio apreciable en la cantidad de especies tiolato
en funcion del tiempo. Es importante aclarar que a t = 0 existe una leve diferencia en la relacion
S(162 ev)/Au entre ambos sustratos. Esto se debe posiblemente al volumen de material alcanzado
por los fotoelectrones (XPS), que es mayor en el caso de la estructura porosa del Au

nanoestructurado (debido a su curvatura).
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Figura 4.4. (a) Espectros de XPS (region S 2p) correspodientes a SAMs de NT. Izquierda:
Au(111), I) muestra recién preparada, II) luego de 23 dias de inmersion en etanol. Derecha: Au
nanoestructurado, I) muestra recién preparada, II) luego de 45 dias de inmersion en etanol. Azul:
tiolatos, Rojo: disulfuros / tiol ,libre®, Verde: S monomérico. (b) Evolucion temporal (seguida
mediante XPS) de la relacion S2p/Audf en SAMs de NT para ambos sustratos. En el caso de
Au(111): ¥ S (tiolato, 162 eV)/Au, A S (disulfuro, 163-164 eV)/Au, A S (sulfuro, 161 eV)/Au.
Para Au nanoestructurado: @ S(tiolato, 162 eV)/Au. Las lineas solidas son curvas de tendencia.

La excelente concordancia entre ambas técnicas (electroquimica y XPS) puede observarse en
la Figura 4.3 donde se grafican datos de cubrimiento de especies quimisorbidas para el sustrato
Au(111) en funcién del tiempo de inmersion en etanol calculados por ambas técnicas. Para los
sustratos de Au nanoestructurado ambas técnicas muestran un cubrimiento constante atn luego de
45 dias de inmersion en etanol. Por otro lado, el cubrimiento calculado mediante
voltamperometria (deteccion de especies capaces de transferir carga al sustrato) coincide con el

calculado a partir de la relacion de intensidades S2p(162 eV)/Au4df de XPS. Este hecho permite
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confirmar que en estas SAMs la totalidad de la sefial a 162 eV puede ser asignada a especies
tiolato, es decir, no hay polisulfuros presentes en la muestra ya que estos no son capaces de
transferir carga > (si existieran estas especies en la interfaz el cubrimiento calculado por XPS
deberia ser mayor al de electroquimica).

Llegado este punto podemos concluir que tanto a partir de los resultados de XPS como de
electroquimica, demostramos que los sustratos de Au nanoestructurado no presentan degradacion
significativa de las SAMs de tioles, aun luego de largos tiempos de inmersion en solventes
agresivos. Por otro lado, la reaccion de degradacion que da origen a especies disulfuros (ecuacion
1) parece ser la principal via de descomposicion de las SAMs en los sustratos Au(l111). Es
importante destacar que la formacion de las SAMs se puede realizar tanto a partir de soluciones
de alcanotioles como de alquildisulfuros, ya que estos ultimos se rompen originando también
especies tiolatos sobre el metal.'” Esto lleva a una pregunta: {Por qué razon las especies disulfuro
que se generan durante la degradacion de la SAM no vuelven a romperse regenerando la
monocapa?. Para entender este hecho es necesario recordar que en estas experiencias se utilizo
etanol puro como medio para estudiar la evolucion de las SAMs una vez formadas (en ausencia de
alcanotioles y de alquildisulfuros en solucién); de esta forma se genera un gradiente de
concentracion que impulsaria a las especies disulfuro generadas en la interfaz SAM-Au a migrar
al seno de la solucién. Sin embargo, debido a la interaccion cadena-cadena con los tiolatos
remanentes (favorecidas por el largo de la cadena del NT)*' dichas especies RS-SR permanecen
fisisorbidas en la interfaz y no tienden a romperse para generar especies RSAu nuevamente.'® Esta
interpretacion permite explicar por qué la cantidad de S total detectada por XPS para Au(111) es
constante en el tiempo (tiolatos + disulfuros), mientras que la cantidad de tiolato detectada, tanto

por XPS como por electroquimica, disminuye en el tiempo.

4.4 Calculos teoricos sobre la estabilidad de SAMs en superficies ordenadas y
desordenadas

Finalmente, trataremos de relacionar la mayor estabilidad frente a los procesos de
degradacion y de electrodesorcion reductiva que presentan las SAMs de tioles en las superficies
de Au nanoestructurado en comparacién con los sustratos Au(l111) analizando la estructura
superficial de ambos sustratos.

Un primer punto que es necesario retomar en esta instancia es el vinculado a la Figura 4.2b.
A partir de la relacion existente entre el potencial de electrodesorcion (E,) de la SAM en funcidn
del nimero de atomos de carbono (n) de la cadena hidrocarbonada puede verse que,
independientemente del largo de cadena, es necesario entregar un exceso de energia para desorber
la SAM de tioles de los sustratos de Au nanoestructurado respecto de los Au(111). En efecto

puede observarse que los valores de E, son siempre mas negativos para los sustratos
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nanoestructurados. Por lo tanto, podria concluirse que las especies tiolato se encuentran mas
fuertemente ligadas en la superficies de Au nanoestructurado que en las superficies de Au(111).

En principio, las superficies de Au altamente desordenadas contienen un gran numero de
defectos: adatomos (atomos individuales de menor coordinacion respecto de los atomos
superficiales), escalones, vacancias, donde el enlace de las especies tiolato podria estar reforzado.
Estudios recientes han demostrado que en nanoparticulas de Au protegidas por tiolatos existe un
gran desorden superficial con moléculas de tioles enlazadas a adatomos de Au y presencia de
vacancias.”

Para analizar esta posibilidad hemos realizado entonces célculos DFT de manera de estimar
la energia de enlace (£,) de una estructura V3xV3 R30° de metanotiol (MT) sobre distintos
modelos superficiales (Figura 4.5). En todos los casos el cubrimiento de la SAM es 6 = 1/3. En la
Figura 4.5 se muestran los casos estudiados: superficie de Au (111) (5a), superficie conteniendo
islas de vacancias + escalones (5b), superficie con un arreglo ordenado de adatomos (5c¢), y por
ultimo una superficie con filas de adatomos (5d). Estos ultimos tres casos representan distintas
situaciones que pueden presentarse en la superficie de Au nanoestructurado, la cual contiene gran
cantidad de 4tomos de Au poco coordinados.”

La energia de enlace (£)) por especie adsorbida puede ser definida como:

1 ,
Eb — [Eadc/Au _EAu _NadSEadS] (4)
Nads

donde N, es el numero de especies adsorbidas en la superficie por celda unidad y E““* E* y
E** dan cuenta de la energia total del sistema, la energia de la superficie limpia y la energia del
radical MT respectivamente. Este ultimo se forma cuando el CH3SH pierde el atomo de H del
grupo S-H en el proceso de adsorcion. Un valor negativo de E;, implica un proceso de adsorcion
exotérmico con respecto a la superficie limpia y a las especies radicalarias involucradas.

A partir de los resultados presentados en la Figura 4.5 es posible determinar que las
superficies con gran cantidad de defectos, conteniendo atomos de Au de baja coordinacion,
presentan mayor energia de enlace a los tiolatos que la que poseen estas especies en una superficie
de Au(111) formada por terrazas planas. Esto esta de acuerdo con datos reportados para sistemas
de similares caracteristicas.***’

De los datos electroquimicos (Figura 4.2b) y de DFT (Figura 4.5) es posible inferir que las
especies tiolato se encuentran mas fuertemente ligadas a las superficies de Au nanoestructurado
ya que las mismas poseen un gran nimero de defectos y dtomos de Au poco coordinados.”® Un
andlisis comparativo nos muestra que el aumento en la estabilidad electroquimica de las SAMs
sobre estos sustratos es de ~0.4 eV (Figura 4.2b) cercano a los ~0.3 eV de diferencia que resultan

de los calculos de DFT para el enlace de los tiolatos sobre las superficies desordenadas y la del
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Au(111) (Figura 4.5). Es entonces razonable suponer que la energia involucrada en la ruptura del
enlace tiolato-Au es mas alta en las superficies de Au nanoestructurado lo cual disminuiria

marcadamente la degradacion de las SAMs de tioles sobre estos sustratos.

Figura 4.5. Estructuras optimizadas para MT sobre Au (111) para diferentes modelos
superficiales. (a) Au(111); (b) vacancias + terrazas; (c) adatomos; (d) filas de adatomos. (blanco)
adatomos de Au, (amarillo) atomos de Au, (verde) atomos de S, (rojo) atomos de C, (azul) atomos
de H.

4.5 Quimica de superficie en SAMs de tioles aromaticos: tiolatos, disulfuros y
sulfuros

Como hemos demostrado en la seccidn anterior la principal via de degradacion de SAMs de
alcanotioles con largo de cadena intermedio o largo sobre Au(111) en contacto con un medio
agresivo (como etanol) y en ausencia de luz consiste en la generacion de alquildisulfuros a través
de la reaccion (1). Sin embargo, también existen otras posibles vias de degradacion. En efecto,
cuando las mismas SAMs estan al aire y en presencia de luz, los alquilsulfonatos son el principal
producto de degradacion como ya ha sido descripto en la literatura.” Sin embargo los mecanismos
de degradacion de SAMs de alcanotioles de cadena mas corta y tioles aromadticos relativamente
pequenos parecen ser mas complejos, involucrando en algunos casos la ruptura del enlace C-S.
En efecto, un estudio reciente revelo que SAMs de metanotiol preparadas a partir de dimetil
disulfuro 6 SAMs de cisteamina presentan una significativa cantidad de azufre elemental (S) co-
adsorbido.*®** La presencia de S ha sido atribuida a pequefias contaminaciones en las soluciones
de incubacion®’ como asi también a la ruptura del enlace S-C una vez formada la SAM sobre la
superficie de Au(111).*

A continuacion estudiaremos la degradacion de SAMs de 4-mercaptopiridina (PyS) sobre
sustratos de Au(111). Dichas SAMs presentan multiples aplicaciones en areas tales como
electronica, materiales, fisica, quimica y biologia. En particular, estas SAMs han sido propuestas
como anclaje de diferentes cationes metalicos en el nitrogeno externo para metalizar las SAMs

40-41

posteriormente mediante electroreduccion del cation, en sensado de cationes de metales
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% en electronica molecular,” para conjugar biomoléculas y estudiar reacciones de

pesados,
transferencia de carga heterogénea,” como sondas en espectroscopia Raman amplificada de

superficies (SERS),* entre otras.

Esquema 4.1. Estructura de la molécula de 4-mercaptopiridina (PySH). Los hidrogenos no se
muestran. Utilizaremos el acronimo PyS para referirnos a moléculas de 4-mercaptopiridina
adsorbida y PySH para las moléculas en solucion.

El analisis de la PyS permitira tener un panorama mas completo sobre la influencia del
medio, sustrato y naturaleza del tiol en los procesos de degradacion de SAMs de tioles sobre Au'y
de esta forma facilitar la bisqueda de mecanismos que permitan aumentar y controlar su
estabilidad en pos de las multiples aplicaciones tecnologicas de estos sistemas.

Como hemos mencionado anteriormente la adsorcion de alcanotioles sobre una superficie de
Au(111), luego de 12-24 hs en una solucion conteniendo el tiol en cuestion, da origen a una
monocapa estable y densa con un cubrimiento de 8 = 0.33 con una distancia promedio entre
tiolatos vecinos de d ~ 0.5 nm.* Las redes formadas en estos casos son usualmente (V3xV3)R3(° y
su superred c(4x2), aunque también para MT y ET (etanotiol) se ha informado la existencia de
una red (3x4).”” Los tioles aromaticos presentan en general el mismo tipo de cubrimiento y
ordenamiento superficial.***’ Sin embargo, para SAMs de tioles aromaticos pequefios se han
encontrado otras redes mas diluidas (6 < 0.33).”>** De hecho, en el caso de SAMs de PyS-
Au(111) los estudios de STM en medios liquidos (usando distintos electrolitos) han revelado la
existencia redes diluidas tales como (7 x V3) 6 (5 x V3) con cubrimientos de 6 =~ 0.2. Los céalculos
de DFT de estas dos estructuras han confirmado que la red termodinamicamente mas estable es la
(7 x V3), mientras que la red (5 x \3), también observada experimentalmente, no parece ser una
estructura estable.” Dichos célculos también predicen que a potenciales quimicos relativamente
altos la estructura (V3 xV3) R30° es la mas estable, a pesar de que dicha red ain no ha sido
observada experimentalmente bajo ninguna condicion de trabajo. Otra red incluso mas diluida (12
x \3) ha sido observada experimentalmente por STM en medio alcalino aunque durante la
observacion se corrobord que parte de la PyS se desorbia del sustrato.’ Por otro lado, se ha

inferido mediante la observacion de esta SAM por STM en medio acido, que las especies PyS
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adsorbidas se encuentran dimerizadas en la posicion del S formando una especie disulfuro
adsorbida.”*

Ademas de la complejidad relacionada a las estructuras superficiales encontradas existen
también paralelamente reacciones de descomposicion de 4-mercaptopiridina en solucion (PySH),
que generan especies sulfuro y disulfuro lo que introduce mds incertidumbre atn sobre la

56 . . . I
Existen evidencias electroquimicas y

composicion quimica y estabilidad de las SAMs.
espectroscopicas que indican que tanto PySH como el 4-4*dipiridil disulfuro (Py-S-S*-Py) se
descomponen espontaneamente en solucion originando especies de S atomico y polimérico.”® El
rol del solvente utilizado para generar las SAMs también parece ser importante, ya que cuando se
utiliza etanol como solvente para formar las monocapas de PyS, el sustrato de Au presenta una
gran corrosion (agujeros monoatémicos en la superficie de Au).”’ Un mecanismo propuesto para
explicar el proceso de corrosion involucra la formacion de especies solubles del tipo PyS-Au(I)-
SPy sin que se formen enlaces tiolato-Au.>® Por todo lo expuesto resulta sumamente relevante
estudiar no solo los procesos de degradacion de las SAMs de PyS sobre Au(111) sino también la
quimica superficial de este sistema y la naturaleza de las especies presentes durante el ensamblado
de manera que los mismos puedan ser utilizados en la construccion de sensores, biosensores,
dispositivos basados en electronica molecular, etc.

En las siguientes secciones de este capitulo abordaremos desde un punto de vista
experimental y tedrico la adsorcion de PySH en sustratos de Au(111) con la intencion de clarificar
y unificar los resultados hasta aqui informados sobre la compleja quimica superficial de este
sistema: la observacion de especies sulfuro, disulfuro y tiolato dependiendo del pH del electrolito
o del solvente utilizado, el mecanismo de sulfidizacion de la superficie, la dependencia en la
topografia superficial de acuerdo al solvente utilizado en la incubacion y la degradacion de estas

SAMs sobre Au(111).

4.6 SAMs de 4-mercaptopiridina en Au(111). ;Cual es el rol del solvente en la
formacion de las SAMs y que especies estan presentes en la interfaz de
este sistema?

El autoensamblado de las SAMs de PyS sobre el Au(111), su caracterizaciéon y la busqueda
de mecanismos de degradacion de las monocapas se realizaron de manera similar al esquema
descripto para SAMs de NT. Sin embargo, como se describid en la seccidn anterior, el estudio de
estabilidad de estas SAMs implica primeramente conocer las especies presentes en la interfaz
PyS-Au(111) durante el autoensamblado para posteriormente elegir las mejores condiciones para
la formacion de la SAM y continuar luego con el estudio de su degradacion.

Las SAMs de PyS se prepararon utilizando PySH adquirida de fuentes comerciales (Aldrich,
95%). Los sustratos de Au(111) se sumergieron en soluciones 1 mM de PySH en distintos

solventes (0.1 M NaOH acuoso, etanol) por distintos periodos de incubacion (10 minutos 6 24
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horas). El objetivo de modificar variables como solvente y tiempo de incubacion era encontrar las
mejores condiciones de autoensamblado para formar una SAM de tiolatos (PyS) sobre Au(111)
reduciendo al maximo la posible presencia de otras especies de S tales como S atomico o
disulfuros. Las SAMs preparadas bajo cada una de las condiciones experimentales fueron secadas
bajo corriente de nitrogeno y analizadas mediante: 1) voltamperometria ciclica en una celda
electroquimica convencional, 2) STM en aire, 3) XPS en una camara de ultra-alto vacio.
Comenzaremos discutiendo los resultados de XPS para este sistema. Las Figuras 6a y 6b
muestran las sefiales de S 2p y N 1s respectivamente para una SAM de PyS sobre Au(111)
incubada en una solucion acuosa alcalina (0.1 M NaOH) con un tiempo de inmersion t = 10

minutos.

Figura 4.6. XPS de alta resolucion para las regiones (a) S 2p y (b) N 1s de SAMs de PyS-
Au(111) obtenidas a partir de soluciones 1 mM PySH utilizando solvente acuoso 0.1 M NaOH y t
= 10 minutos. (c) Espectro S 2p de SAMs de PyS-Au(111) obtenidas a partir de soluciones 1 mM
PySH utilizando solvente etanol y t = 10 minutos.

En la Figura 4.6a, la sefial S1 (161.4 eV, S atomico) representa el 8,9%, S3 (163.4 eV, PySH
libre, dipiridil-disulfuro y/6 dipiridil-sulfuro)” el 14,3% y S2 (162.3 eV, tiolato PyS y/o
polisulfuros) el 76,8%; siendo esta ultima la especie dominante. Por otra parte, podemos ajustar la
la region 4f del Au con una tinica componente centrada en 84 eV, correspondiente a Au metalico,
sin contribuciones de especies oxidadas. La Figura 4.6b muestra la region correspondiente al N 1s
para la misma muestra. Dicho espectro puede ser deconvolucionado en tres componentes: N1
(398.5 eV, 68%), N2 (400.5 eV, 20%) y N3 (401.8 eV, 12%). Dichas sefales han sido asignadas a
la protonacion del atomo de N piridinico en distinto grado de extension: desprotonado (N1) 6
protonado (N2 y N3).°* ®° La compleja emision del N 1s ha sido interpretada teniendo en cuenta
distintos grados de aceptacion de H' por parte del grupo piridinico en SAMs generadas a partir

: 61
soluciones acuosas.
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Ademas del analisis cualitativo y cuantitativo realizado sobre los espectros de XPS es posible
también establecer relaciones entre los elementos para conocer la contribucion de las distintas
especies al cubrimiento superficial del sustrato. De esta forma, la relacion entre Si./Au, siendo
(Stoa= S1+S2+S3), arroja un valor de 6 =~ 0.40; un cubrimiento mayor al encontrado en general
para SAMs de alcanotioles como el NT (6 = 0.33). Este exceso resulta en parte de la contribucion
de otras especies ademas del tiolato (S2) como son el azufre atomico (S1) y el tiol libre y/6
dipiridil-disulfuro y/6 dipiridil-sulfuro (S3). Cuando realizamos el cociente solamente utilizando
la senal de 162.3 eV, S2/Au, el cubrimiento superficial es de 6 =~ 0.33. Sin embargo, no es posible
asegurar que el total de la sefial S2 corresponda tinicamente a especies tiolato. Como se mencion6
anteriormente para el NT, la sefial S1 de azufre atdbmico en general estd acompafiada por una
pequefia cantidad de azufre polimérico, cuya sefial en XPS aparece al mismo valor de energias
que la de las especies tiolato (S2, 162.3 eV). De esta forma, el cubrimiento real de la SAM de PyS
sobre Au(111) podria ser menor al estimado por el cociente S2(tiolato)/Au (6 < 0.33). Una forma
de resolver este problema es recurrir a medidas de electroquimica, tal como hicimos en el caso del
NT. Como las especies de polisulfuro no transfieren carga al sustrato,”’ mientras que si lo hacen
las especies tiolato; es posible determinar el cubrimiento real mediante electrodesorcion reductiva
y de esa forma saber como estd compuesta realmente la sefial S2 del XPS (que cantidad de
tiolatos y polisulfuros contribuyen a la misma). Sobre este punto volveremos luego. Otra relacion
que se obtiene a partir de las medidas de XPS es Sy/N = 1, la cual estd en concordancia con la
formula molecular de PySH. Sin embargo, un 8.9% del S total corresponde a S atomico (S1). Por
lo tanto para poder explicar que dicho cociente sea =~ 1 es necesario admitir la presencia de
especies ricas en N, como el dipiridil-disulfuro 6 dipiridil-sulfuro que compensan la cantidad de S
atdbmico y de esa forma se pueda justificar relacion S,./N = 1. Estas especies estan presentes
como se deduce de la senal S3 (14,3%), tal como mencionamos anteriormente.

Los resultados de XPS nos permiten concluir que para SAMs de PyS sobre Au(111)
incubada en medio acuoso alcalino (0.1 M NaOH) con un tiempo de inmersion t = 10 minutos la
mayor parte de las moléculas de PyS se encuentran adsorbidas a la superficie de Au(111)
mediante un enlace tiolato (76,8%), incluyendo este porcentaje quizas una pequefia cantidad de
polisulfuros. La interfaz de esta SAM contiene ademas 14,3% de especies dipiridil-disulfuro,
dipiridil-sulfuro y posiblemente tiol libre (PySH) y un pequefio porcentaje de S atdomico adsorbido
(8,9%).

Por otro lado, en la Figura 4.6¢, es posible observar la sefial S 2p para una SAM de PyS en
Au(111) pero incubada en medio etanolico con un tiempo de inmersion t = 10 minutos. En dichas
condiciones la especie predominante en la interfaz es la correspondiente a S atomico (S1, 53,5%),
mientras que S2 representa el 33,5% y S3 el 13%. La relacion de cubrimiento superficial

(S1+S2)/Au representa un 0 = 0.5. Este espectro de S 2p es tipico de una monocapa de S (0 =
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0.66) adsorbido sobre Au(111).* La presencia dominante de S atdmico es también concordante
con la relacion Sy,/N = 3; lo que demuestra que las moléculas de PySH no permanecen intactas
luego de adsorberse. Por lo tanto es posible inferir que en este caso, gran parte de la sefial S2
podria corresponder a especies polisulfuros (en lugar de tiolatos). Por otra parte, para monocapas
de S sobre Au(111) la sefial S3 ha sido asignada a S elemental presente en la interfaz.®
Volveremos sobre este punto mas adelante comparando estas asignaciones con los resultados
obtenidos a partir de la electrodesorcion reductiva de la SAM en estas condiciones.

Como hemos mencionado las curvas de electrodesorcion reductiva (RDC) permiten
determinar el cubrimiento y composicion de las SAMs de PyS sobre Au(111) pero recordando
que solo se detectan especies que transfieren carga al sustrato, es decir especies quimisorbidas.
Sabemos a partir de trabajos previos * > que las especies de S atémico adsorbidas sobre Au(111)
originan en la RDC picos centrados en E, = -0.95 V (S desorbido desde las terrazas del sustrato) y
E, = -1.15 V (S desorbido desde bordes de escalon del sustrato)’® mientras que la desorcion de
especies tiolato en las SAMs de PyS tienen un pico centrado en E, = -0.6 AN

En la Figura 4.7 se muestran las curvas tipicas de RDC adquiridas con una velocidad de
barrido v = 0.05 V.s™" utilizando 0.1 M NaOH como electrolito soporte. La curva roja corresponde
a la SAM de PyS sobre Au incubada en solucion alcalina por 10 minutos. Dicha muestra es la
misma que ha sido medida por XPS en las Figuras 6a y 6b. El pico agudo de desorcion a E, = -
0.58 £0.01 V (vs ECS) ha sido interpretado (por analogia con la ecuacion 3) como la desorcion de

. ., 45,63
tiolatos en base a la reaccion: ™

PyS—Au+e— PyS™ + Au )

Figura 4.7. Curvas de electrodesorcion reductiva de SAMs de PyS sobre Au(111) preparadas a
partir de distintas condiciones de incubacion. Roja: 10 minutos en solucion acuosa 0.1 M NaOH.
Negra: 24 horas en solucion acuosa 0.1 M NaOH. Azul: 10 minutos en etanol. Las curvas azul y
negra se encuentran superpuestas. Velocidad de barrido v = 0.05 V.s™. Electrolito soporte: 0.1 M
NaOH.
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Teniendo en cuenta que para una SAM compacta de alcanotioles en (\/3 X\/3) R30 de
cubrimiento 6 = 0.33 la densidad de carga (q) involucrada en del pico de electrodesorcion es de 75
uC.cm™ * es posible estimar el cubrimiento de la SAM de PyS mediante la integracién de la carga
del pico voltamperométrico centrado en -0.58 V en la RDC (Figura 4.7, curva roja, Ep = -0.58
+0.01 V). En este caso, la densidad de carga es de q = 45 + 4 pC.cm™ que corresponde a un
cubrimiento superficial de 6 = 0.20. Este valor de cubrimiento es consistente con las redes (7 x
V3) 6 (5 x V3) observadas experimentalmente por STM en medio 4cido con PySH en solucion.™

Ademas del pico central en -0.58 V (asignado a la desorcion PyS) existen otros tres pequefios
picos en -0.88 V, -0.95 V y -1.15 V. Como se dijo anteriormente estos picos coinciden con los
descriptos para la desorcidon de S desde terrazas y escalones del sustrato de Au(111) de acuerdo a

la siguiente reaccion:

H,O0+S—Au+2e—>SH +Au+OH" (6)

La densidad de carga involucrada en estos pequefios picos es de q = 10 + 4 uC.cm™, lo que
corresponde a un cubrimiento de S de 0 = 0.02 (considerando en este caso que la desorcion de una
monocapa de S (ecuacion 6) en (V3 xV3) R30, 6 = 0.33, tiene asociada una densidad de carga de
150 puC.cm™, ya que este proceso involucra 2 electrones por cada S). A partir de las medidas
electroquimicas (de las cargas de cada pico) podemos establecer que para estas condiciones de
ensamblado la relacion S atomico/tiolato es ~ 0.1 (10%); un valor cercano al obtenido para dicho
cociente mediante la integracion de las sefiales de XPS (8.9%) en la Figura 4.6a.

El incremento en el tiempo de incubacion de t = 10 minutos a t = 24 horas en solucidén acuosa
alcalina (0.1 M NaOH) de 1 mM PySH genera un cambio dramatico en la respuesta
electroquimica de la SAM, Figura 4.7, curva negra. En primer lugar el pico centrado a -0.58 V
(curva roja) desaparece completamente y los pequefios picos centrados en -0.88 V y -0.95 V
(curva roja) se fusionan en un solo pico ancho centrado a -0.95 V involucrando ahora una
densidad de carga de q = 140 + 4 uC.cm™ (curva negra). La densidad de carga y posicion de este
pico es tipico de una SAM de S adsorbido sobre Au(111). Estos resultados pueden ser
interpretados como la completa desaparicion de la SAM de PyS que ha sido reemplazada o
transformada en una monocapa de S adsorbido sobre el sustrato. Asi mismo, si la incubacion se
realiza por tan solo t = 10 minutos pero utilizando etanol como solvente de la solucion 1 mM de
PySH, se observa el mismo resultado (curva azul): la voltamperometria seria consistente con la
que presenta una monocapa de S lo cual hemos confirmado por XPS para esta muestra (Figura
4.6¢).

Hasta aqui, los resultados de XPS y electroquimica permiten afirmar que la adsorcion de
PySH sobre Au(111) genera una monocapa diluida del tiol que es reemplazada/transformada a

una SAM de S adsorbido a mayores tiempos de incubacion. Dicho proceso es lento cuando se
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utiliza una solucion acuosa alcalina de 1 mM PySH en la incubacion mientras que es
sumamemente rapido cuando dicho solvente es etanol.

Trataremos ahora de vincular los resultados obtenidos con la topografia superficial de estas
SAMs, un punto sobre el cual existe marcada controversia, tal como se describié previamente.
Para esto tomamos imagenes de STM al aire de las SAMs generadas a partir de las dos
condiciones de incubacion a t = 10 minutos: NaOH 0.1 M acuoso y etanol como solventes,

Figuras 4.8a y 4.8b respectivamente.

Figura 4.8. Imégenes de STM al aire (100x100 nm?) de los sustratos de Au luego de haber estado
en contacto durante t = 10 minutos con: (a) 1 mM PySH disuelta en solucion acuosa 0.1 M NaOH,
(b) 1 mM PySH disuelta en etanol. Los paneles inferiores indican la seccién transversal de ambas
imagenes y las alturas de (a) islas y (b) agujeros.

En la Figura 4.8a (cuando el solvente es solucion acuosa 0.1 M NaOH) puede observarse un
gran numero de islas (zonas brillantes en la imagen) de tamafio nanométrico y altura igual a la
distancia interplanar del Au(111) = 0. 246 nm. Por ende, pueden ser asignadas a islas de Au. Por
otro lado, en la Figura 4.8b (cuando el solvente es etanol) la imagen es notablemente distinta y
exhibe un gran nimero de agujeros (zonas oscuras en la imagen) también de profundiad =~ 0. 246
nm. Estas diferencias en la topografia pueden ser racionalizadas ahora en funcion de la quimica
superficial de estos sistemas: SAMs de PyS sobre Au(111) en el caso (a) y SAMs de S sobre
Au(111) en el caso (b). De hecho, la formacion de islas ha sido reportada para SAMs de PyS asi

64-65

como para otros tioles aromaticos ensamblados desde solucion acuosa mientras que los

agujeros han sido hallados en SAMs de alcanotioles y S sobre Au(111).* La presencia de agujeros
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y corrosion progresiva en imagenes de STM de SAMs de PyS sobre Au(111) ha sido asignada a la
formacion de complejos solubles del tipo RS-Au(I)-SR>® mientras que la presencia de islas de Au
ha sido explicada debido a las importantes fuerzas intermoleculares entre los anillos aromaticos
de la PySH.*

De esta forma, la interaccion molécula-sustrato y molécula-molécula son los factores
principales involucrados en la formacion y estabilidad de las SAMs de tioles/azufre sobre
Au(111) mientras que la quimica superficial es la responsable de determinar la topografia de la
superficie: la formacion de islas o de agujeros sobre la superficie del Au. Para describir con
mayor precision los factores que determinan las distintas especies quimicas presentes en la
superficie del sustrato hemos realizado calculos de DFT de distintas estructuras superficiales de
PyS y S sobre Au(111). De manera similar a lo descripto para el NT, se calculo la energia de
enlace (ecuacion 4) para ambos sistemas: PyS-Au en (7 x V3) y S-Au en (V3 xV3) R30. Dichas
redes concuerdan con los cubrimientos encontrados experimentalmente. El calculo se realizoé con
las correcciones de dispersion de largo alcance (fuerzas de van der Waals - vdW) y sin ellas, para
evaluar justamente el impacto de la interaccidon molécula-molécula en estas SAMs. A diferencia
de los calculos mostrados previamente para MT, en estas SAMs de un tiol aromatico el uso o no
de fuerzas de vdW puede ser determinante. También han sido calculados los parametros para la
hipotética red (V3 xV3) R30 en la SAM de PyS sobre Au(111), aunque esta red no ha sido
encontrada experimentalmente atn. Las estructuras optimizadas para los casos descriptos se
muestran en la Figura 4.9 y en la Tabla 4.1.

La energia de enlace para la red (7 x \3) de la SAM de PyS sin considerar fuerzas de vdW,
es de E, = -1.64 eV, un valor coincidente al obtenido para este sistema en estas condiciones.”
Para la red (V3 xV3) R30'la energia de enlace es levemente menor (en valor absoluto) que para la
red anterior. Ambas energias de enlace son considerablemente menores que la calculada
previamente para MT (-1.82 eV, Figura 4.5) y mucho menores que la estimada para una SAM de
S en (V3 xV3) R3(F(-3.56 eV, Tabla 4.1) y para especies polisulfuros (-3.5 eV, octomeros de S).>

Sin embargo, cuando en el calculo se incluyen las fuerzas de vdW, los valores de energia de
enlace para la SAM de PyS se incrementan notablemente, aunque siguen siendo mucho menores
que los correspondientes a S adsorbido. En cualquier caso (con o sin vdW) el angulo o molécula-
sustrato (respecto de la normal al sustrato) es de 3(0°tal como ha sido estimado para otras SAMs de
tioles aromaticos y alifaticos en Au(11 1.

Es interesante el andlisis de las cargas de Bader de este sistema (Tabla 4.1, Figura 4.9b). En
todos los casos, el atomo de S de la SAM (PyS y S) tiene carga neta negativa. Los atomos de Au
presentan un comportamiento mas complejo. En el caso de la red (7 x V3) los atomos de Au
directamente enlazados a la cabeza de S son positivos (Figura 4.9b, rojo), mientras que el resto

tienen carga negativa (Figura 4.9b, azul). La carga promedio por atomos de Au superficial es
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practicamente cero (+0.01 eV). Esto es notablemente distinto a lo que sucede para la hipotética
red (V3 xV3) R30 en la SAM de PyS sobre Au(111), donde la carga superficial promedio de
atomos de Au es positiva (+0.04 eV por atomo de Au), un valor cercano al calculado para MT en
dicha red (+0.05 eV).* Por otro lado, los 4tomos de Au superficiales en la red (N3 x\3) R3¢ en la
SAM de S tienen la mayor carga positiva (+0.1 eV) comparada con todos los casos posibles para

la SAM de PyS.

Figura 4.9: Estructuras optimizadas para: (a) (7 x \3) PyS SAM sobre Au(111). La adsorcion de
PyS ocurre sobre los sitios bridge-face cubic center (b-fcc) y bridge. En esta red existen 3
moléculas por celda unidad y no son equivalentes entre ellas. (b) Cargas de Bader de la capa
superficial de atomos de Au en la red (7 x V3) de PyS; rojo: positivos; azul: negativos; (c) (\3
xV3) R3O PyS. En esta red hay una molécula por celda unidad.; (d) (V3 x\3) R30° S. En esta red
hay un atomo de S por celda unidad. En colores, verde: S, gris: C, blanco: H, azul: N. La celdas
unidad de cada red se encuentran marcadas en las figuras correspondientes.

La distribucidn de carga en la capa superficial de atomos de Au para las SAMs de PyS en (7
x V3) es similar a la encontrada para 6-mercaptopurina, otra molécula heterociclica que contiene
N y que exhibe tanto una red diluida de especies tiolato como una topografia superficial sin
presencia de agujeros.®

A partir de los calculos teoricos es posible delinear algunas conclusiones parciales. En primer
término, las fuerzas de vdW contribuyen notablemente a estabilizar la SAM de PyS y deben ser
incluidas en los calculos de tioles aromaticos (no pueden ser obviadas tal como ha ocurrido
previamente).” En segundo lugar, la fuerte interaccién de los dtomos S con la superficie de

Au(111) puede explicar el reemplazo progresivo de especies PyS adsorbidas por parte del S

atomico (independientemente de la fuente de S, volveremos sobre este punto mas adelante). Por
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ultimo, es posible inferir que la carga positiva acumulada en la capa superficial del sustrato en las
SAMs de S genera una repulsion entre atomos de Au vecinos (todos positivos) generando la
eyeccion de los mismos y por ende la aparicion agujeros en la superficie. Dichos agujeros
“atomicos” nuclean luego formando agujeros nanométricos como los observados en la Figura
4.8.%% Por otro lado, el hecho de no observar agujeros en las SAMs de PyS puede justificarse por
la alternancia de carga en los atomos de Au superficiales (negativos y positivos), lo cual reduciria
significativamente la repulsion entre atomos de Au vecinos. Finalmente cabe mencionar que aun
no tenemos una explicacion convincente para explicar el origen de islas observadas en las SAMs

de PyS, también presentes en las SAMs de otros tioles aromaticos.**

Carga de Bader/e
Celda Unidad  Sitio E,/ eV ds.as/A ds.c/A  a/grd
S Au promedio
superficiales

b-fec 2.48;2.48;3.25 1.78 37 -0.12

b-fec 2.51;2.51;3.15  1.78 36 -0.07

b-fec 2.50;2.42;3.16  1.78 36 -0.10

(7x\3) PyS

b-fcc 2,47  2.51;2.49;3.05 1.78 36 -0.04 +0.01

b -1.64  2.47;2.48;3.68 1.79 31 -0.15 +0.02

b-fee 244248295 178 32 -0.15
bfec 244 249249309 178 31  -0.15  +0.04
(V3x3)R30° PyS
bfece -141 249248308 178 31  -0.11  +0.04
fee 398  2.41;2.41;241 - - 03 +0.1
(V3x3)R30° S
fee 356 241241242 - - 025 40.12

Tabla 4.1. Energias de enlace (£,), datos estructurales de las distancias S-Au (ds.c) de las
distintas moléculas de la celda unidad, y cargas de Bader para los atomos de S y Au de las
distintas redes de SAMs de PyS 6 S. Datos en negro: considerando fuerzas de vdW. Datos en
rojo: sin considerar fuerzas de vdW.

4.7 Posibles mecanismos de degradacion: en superficie y en solucion

Como se describi6 anteriormente las SAMs de PyS sobre Au(l11) presentan un
comportamiento distinto al analizado para NT. La interfaz de este sistema es mucho mas compleja
y las condiciones para lograr una monocapa de PyS (a través de un enlace tiolato a la superficie)
depende fuertemente del tiempo y del solvente de incubacion. En todos los casos, el principal

producto de degradacion de estas SAMs es S adsorbido. De la Tabla 4.1 resulta evidente (energias
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de enlace) que las especies de S atomico adsorbido son mucho mas estables que las especies
tiolato, por lo que en presencia de S, la PyS adsorbida seria desplazada rapidamente de la
superficie del Au lo cual llevaria a una rapida degradacion de la capa (sulfidizacion de la
superficie). Llegado este punto es necesario analizar distintas reacciones o mecanismos que
pueden generar S atomico adsorbido, en distintas cantidades, dependiendo de las condiciones de
incubacion y preservacion de las SAMs de PyS sobre Au(111).

Un primer mecanismo (M1) podria involucrar simplemente la ruptura del enlace S-C en la
superficie generando especies de S adsorbido y piridina (Py).” La ruptura S-C ha sido propuesta

recientemente en SAMs de alcanotioles cortos o SAMs de tioglucosa.” 7

Una segunda
posibilidad (M2) es la adicion de una molécula PySH a una molécula de PyS adsorbida (a través
del N terminal). Dicha reaccion genera una especie S-Py-Py adsorbida y S libre. Esta ultima
especie puede readsorberse desplazando las especies PyS y S-Py-Py adsorbidas.”® Otro
mecanismo posible (M3) involucra la adsorcion de PySH en defectos superficiales (adatomos de
Au) originando especies del tipo PyS-Au(0)-SPy y como reaccion paralela la formacion de
especies Py-S-Py y S.” Seglin este mecanismo, en presencia de oxigeno y etanol las especies
PyS-Au(0)-SPy pueden solubilizarse generando complejos del tipo PyS-Au(I)-SPy, lo cual
resultaria en la corrosiéon masiva de la superficie y explicaria desde otro punto de vista la
presencia de agujeros en la SAM degradada.”® Por ultimo, un cuarto mecanismo (M4) podria ser
el reemplazo de las especies PyS adsorbidas por parte de S 4&tomico presente como impureza en la
droga madre de PySH.* En las siguientes secciones trataremos de unificar todos los datos

experimentales y los mecanismos propuestos de manera de dilucidar como ocurre la degradacion

de la SAM de PyS sobre Au(111).

Reacciones superficiales de la SAM de PyS sobre Au(111). De manera de testear si especies
de S presentes en la droga madre pueden ser las causantes de la sulfidizacion de la superficie
hemos ensamblado la PySH desde una solucion alcalina 0.1 M NaOH por 10 minutos. Este
procedimiento genera la formacion de una SAM de PyS adsorbida mayormente como tiolato
sobre el Au(111), tal como se observa a través de la curva de electrodesorcion reductiva (Figura
4.10, curva roja). Una vez formada la SAM por este procedimiento, la muestra fue transferida a
recipientes conteniendo agua o etanol (sin PySH) por 24 hs.

Las curvas de RDC muestran que cuando se utiliza agua como medio para preservar la SAM,
existe una pequena cantidad de S atomico presente (Figura 4.10, curva azul) y que esa cantidad es
similar a la que contiene originalmente la SAM de PyS. También se observa una leve disminucion
de la cantidad del tiolato presente inicialmente. El hecho de que la cantidad de S atomico no
cambie significativamente indica que en agua las SAMs de PyS no son proclives a sulfidizarse a

partir de la ruptura del enlace C-S de la PyS adsorbida. La ligera disminucion de PyS adsorbida (y
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la no aparicién de nuevas especies que transfieran carga en el voltamperograma) puede ser
entendida en funcion de la formacidn de especies disulfuro, al igual que ocurria en el NT. Todo lo
contrario sucede cuando la SAM de PyS es conservada durante 24 hs en etanol. En este caso la
cantidad de S atémico adsorbido se incrementa notablemente, de q = 10 £ 4 uC.cm™ a q = 100
uC.cm™ lo que implica un incremento en el cubrimiento de S atomico de 6 ~ 0.02 a 6 ~ 0.20. Mas
importante aun es que el pico de desorcion de la SAM de PyS desaparece completamente pasando
de un cubrimiento inicial de 8 =~ 0.20 a 6 = 0. Esto implica que las especies PyS previamente
adsorbidas se transforman completamente en S atomico luego de preservar por 24 hs las SAMs en
etanol. La demostracion de este proceso superficial es interesante ya que permite descartar en el
mecanismo de sulfidizacion (degradacion) la necesidad de moléculas adicionales de PySH en
solucion o la presencia de S como impureza y por otro lado demuestra que dicho proceso se
encuentra marcadamente acelerado en etanol. De esta forma, los mecanismos M2 y M4, que
podrian ocurrir paralelamente, no son estrictamente necesarios para la sulfidizacion de la

superficie de Au(111) a partir de la SAM de PyS.

Figura 4.10. RDC para SAMs de PyS sobre Au (111) preparadas a partir de soluciones acuosas
alcalinas (0.1 M NaOH) con t = 10 minutos (curva roja) luego de la inmersion por 24 hs en: agua
(azul) 6 etanol (verde). Velocidad de barrido: 0.05 V.s™. Electrolito soporte: 0.1 M NaOH.

Una forma de comprobar si existen otros mecanismos paralelos a la reaccion superficial (que
involucre a especies presentes en la solucion de incubacion) es reducir el tiempo de inmersion en
etanol puro de la SAM ya formada (de 24 hs a 10 minutos). Como hemos demostrado (Figura
4.7), cuando la solucion de incubacion es 1 mM PySH en etanol durante 10 minutos, el resultado
es una monocapa de S atdomico. Sin embargo si la SAM formada (en medio alcalino 10 minutos)
es transferida 10 minutos a etanol puro, no hay una degradacion significativa de la SAM de PyS,
como si sucede a 24 horas, lo que sugiere que la reaccion es relativamente lenta en la superficie.

Esto implica que cuando se utiliza etanol como solvente para el autoensamblado deben existir
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otros mecanismos que operan paralelamente al de la reaccion superficial y que involucra especies
de PySH y/o S de la soluciéon, ya que en solo 10 minutos el sistema esta completamente
recubierto de S atomico. El hecho de que estas reacciones paralelas no ocurran en medio acuoso
alcalino (donde si podemos formar una SAM mayormente compuesta de PyS en 10 minutos)
puede estar relacionado con la menor solubilidad de las especies conteniendo S en dicho medio

respecto de etanol puro.

Posible mecanismo de sulfidizacion de la superficie de Au a partir de reacciones
superficiales. Nuestros resultados para la degradacion de las SAMs de PyS sobre Au(111) en

contacto con agua o etanol puros pueden ser explicados mediante la siguiente reaccion:
2PySH + 4Au+%02 —> PyS-SPy+44u+ H,0 )
a través el siguiente mecanismo:
2PySH +4Au — 2(PyS, — Au) + 2(H — Au) (7a)
2(PyS, — Au) —>2PyS" +2Au (7b)

2PyS* — PyS—PyS, (7¢)

2(H — Au) Jréo2 —>24u+H,0  (7d)

los subindices q y f en las ecuaciones 7a-c indican especies quimisorbidas y fisisorbidas
respectivamente. Nosotros proponemos que en etanol la especie fisisorbida dipiridil-disulfuro
(PyS-SPy) reacciona dando dipiridil-sulfuro (Py-S-Py) y S atomico, el cual se quimisorbe

rapidamente sobre la superficies de Au(111) de acuerdo a las siguientes reacciones:
(PyS—SPy), —Au—S, —Au+Py—S—Py 8a)
Au+Py—S—-Py—S, — Au+(4Py—4'Py) (8b)
(PyS—SPy), —Au— S, — Au+(4Py —4'Py) (8c)

Este mecanismo permite explicar la completa sulfidizacion que ocurre en la superficie a
partir de una SAM de PyS sobre Au(111). La reaccion 7 es consistente con las imagenes de STM

que muestran la dimerizacion en la posicion del S de la PyS adsorbida formando un dipiridil-
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disulfuro.’*> A su vez las especies Py-S-Py han sido detectadas en la solucién de ensamblado de
las SAMs de PyS sobre Au (reacciéon 8a).® Mas ain, se ha demostrado que la fotdlisis con
radiacion UV de las especies Py-S-S-Py produce especies de Sg a través de la formacion de
especies radicalarias.”®

Estos resultados demuestran que el mecanismo de degradacion es mas complejo que la
simple ruptura del enlace S-C (M1). La distancia del enlace S-C para PyS adsorbida tanto en (7 x
V3) como en (V3 xV3) R30° es ds.c = 0.178 nm (Tabla 4.1). Dicha distancia es menor que para
PySH en vacio (ds.c = 0.183 nm) e incluso también menor que para alcanotioles quimisorbidos
sobre Au(111) (ds.c = 0.182 nm); lo que en realidad sugiere un refuerzo del enlace S-C en la PyS
adsorbida, descartando asi que el mecanismo M1, la ruptura directa del enlace, sea la principal via
de degradacion.

Planteados los mecanismos precedentes de degradacion aun resta por conocer por qué la
sulfidizacion ocurre mas lentamente en solucion acuosa 0.1 M NaOH respecto de etanol y por qué
este mecanismo de degradacion para tioles aromaticos no ocurre en tioles alifaticos, tal como
mostramos para el NT. Sobre este ultimo punto, resulta importante sefialar que tioles arilo
derivados, con grupos donores de electrones en la posicion para del anillo aromatico, presentan
mayor facilidad para generar los correspondientes disulfuros que los tioles alifaticos.”’ También
se ha demostrado que la reaccion 7 (formacion de PyS-SPy) se encuentra inhibida en presencia de
iones OH’, lo que explicaria porque el proceso de sulfidizacion es mas dificil cuando la PySH es
ensamblada durante 10 minutos desde soluciones alcalinas acuosas (0.1 M NaOH). Por otro lado,
la especie 4-Py-4*-Py (reaccion 8c) es mds soluble en etanol, favoreciendo el desplazamiento de
la reaccion hacia estos productos de degradacion. Finalmente es interesante sefialar que la
produccion de disulfuros (reaccion 7) es catalizada por nanoparticulas de Au de 3.5 nm.”' En
nuestro sistema dicho proceso catalitico podria ocurrir en los bordes de las islas de tamafio
nanométrico generadas (Figura 4.8a) durante el autoensamblado de la PyS en Au(111).
Remarcamos nuevamente que estas especies, asi como otros sulfuros organicos intermediarios
que no se encuentran quimisorbidos en la superficie de Au(111), no pueden ser detectados en la
curvas de desorcion reductiva ya que no transfieren carga al sustrato.””

Si los mecanismos descriptos anteriormente operan realmente en el proceso de degradacion
de la SAM de PyS deberia ser posible explicar los diversos resultados informados para este
sistema en base a imagenes de STM en distintos electrolitos y/o valores de pH. En primer lugar
mediante esta técnica se detectaron tanto especies disulfuro adsorbidas (ds.s=0.2/0.3 nm) en
medio acido como los tiolatos (dss=0.5 nm) en medio alcalino.” Ademas, en este Gltimo caso se
observo un lento y progresivo desorden superficial de la SAM que no pudo ser explicado. En
vistas de los mecanismos propuestos (ecuaciones 7 y 8) es posible unificar dichos resultados: los
tiolatos son primeramente oxidados a disulfuros los cuales a través de la formacion del sulfuro de

dipiridilo forman luego S atomico quien finalmente forma una monocapa en la superficie. Esto
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explica la presencia de disulfuros y la lenta desorganizacion de la SAM durante el proceso de
transformacion que culmina con especies de S atomico adsorbido. La observacion por STM de
disulfuros o tiolatos dependera de la velocidad que adquiere el proceso de degradaciéon en los
distintos electrolitos soporte.

Posible mecanismo de sulfidizacion de la superficie de Au a partir de soluciones conteniendo
PySH. Como vimos anteriormente una SAM de PyS en Au(111) formada a partir de medio acuoso
alcalino no sufre una degradacion significativa cuando es conservada en etanol puro durante 10
minutos, sin embargo, cuando el proceso de autoensamblado se lleva a cabo desde una solucion 1
mM PySH en etanol por 10 minutos, la SAM resultante es unicamente S atomico adsorbido. Este
hecho implica que (para etanol 10 minutos) ademas de la reaccion superficial descripta
anteriormente existen otros mecanismos que deben operar simultaneamente y que requieren la
presencia de PySH en solucion. Es interesante destacar que otros autores han demostrado que
soluciones de PySH purificadas (libres de S como contaminante) se descomponen a S a lo largo
de unos pocos dias.” Es posible entonces proponer el siguiente mecanismo de degradacion de

PySH en solucion (sin participacion de la superficie de Au):

2(PySH) + %02 —> PyS—SPy+H,0  (9)

PyS—SPy— S+ Py—S—Py (10)
siendo la reaccion global (9+10):

2(PySH)+%O2 —>S+Py—-S—-Py+H,0 (1D
lo cual resulta finalmente en:

S+Au—>S, —Au  (12)

Estas reacciones en solucion deberian estar favorecidas en etanol (dada la alta solubilidad del
S atémico en este medio) lo cual podria explicar la rapida sulfidizacion de la superficie durante el
proceso de autoensamblado, es decir desde soluciones conteniendo PySH a tiempos de 10
minutos.

Este mecanismo se encuentra soportado ademas por el analisis de cromatografia gaseosa
acoplada con espectrometria de masa (CG-masa) que hemos realizado de PySH 95% (comercial),
el cual muestra la presencia de especies PySH, Py-S-Py y Py-S-S-Py (Figura 4.11) a tiempos de
retencion 5.34, 991 y 11.31 minutos respectivamente (National Institute of Standards and
Technology).

La formacion de especies Py-S-S-Py a partir de PySH (ecuacion 9) en distintos solventes se

. , .. 73 . . I
ha confirmado mediante espectroscopia UV-visible.” Sin embargo dicha reaccion es lenta en
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soluciones acuosas. Para comprobar este hecho realizamos la siguiente experiencia: colocamos
una placa limpia de Au(111) en la celda electroquimica y utilizamos una solucién de ImM PySH
en NaOH 0.1 M envejecida por 24 horas para realizar voltamperometria ciclica en este medio.
Los voltamperogramas muestran un solo pico anddico y otro catddico caracteristicos de la
adsorcion/desorcion de PyS (presente en la solucion) sobre la superficie de Au(111). El pico
catodico se encuentra centrado en -0.58 V y la densidad de carga de ambos (catodico y anddico)
es de g = 50 uC.cm™. Estos datos son consistentes con la formacion de la SAM de PyS sobre
Au(111) tal como se demostrd en la Figura 4.7, curva roja. Por otro lado, la ausencia del pico a -
0.95 V, que se observa para SAMs de PyS en Au(111) incubadas 24 horas en medio alcalino
(Figura 4.7, curva negra), permite inferir que en dicha degradacion no estan involucradas
moléculas de PySH en solucion 6 impurezas de S (que aunque estin presentes en pequeia
cantidad en la droga madre no serian demasiado solubles en este solvente) sino que el principal

mecanismo de degradacion es la reaccion superficial descripta previamente.

Figura 4.11. CG-masa de PySH 95%. Se observa la presencia de especies PySH, Py-S-Py, Py-S-
S-Py con una relacion de areas: 10:3:1 respectivamente.

El hecho de que ambos caminos de sulfidizacion (superficial o en solucioén) sean lentos en
solventes acuosos alcalinos explica porque es posible obtener para tiempos cortos (10 minutos)
una SAM de PyS en Au(111) cuando dicho medio es utilizado como solvente durante el proceso

de incubacion.

Corrosion superficial de la superficie de Au(111). Las imagenes de STM de la superficie de
Au(111) luego del proceso de adsorcion en ambos medios (alcalino y etanol) muestran grandes

diferencias en su topografia (Figura 4.8). Mientras que la presencia de islas luego del ensamblado
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de PyS en medio alcalino (Figura 4.8a) es tipica para SAMs de tioles aromaticos® la extensa
corrosion observada cuando etanol es utilizado como solvente (Figura 4.8b) ha sido asociada a la
formacion de complejos solubles del tipo PyS-Au(I)-SPy (M3).® Se ha propuesto que estas
especies se generan mediante la oxidacion con oxigeno molecular presente en el medio de

reaccion de manera que:
PyS— Au(0)—SPy — PyS— Au(I)—SPy,,, (13)

donde el prefijo sol implica especies solubles en solucion.

Sin embargo nosotros hemos demostrado que dicha superficie (utilizando etanol como
solvente de incubacidn) se encuentra completamente cubierta por una monocapa de S adsorbido
sobre Au(111). Por otro lado, es bien conocido que la adsorcion de S atomico genera una gran
corrosion de la superficie de Au (presencia de agujeros).” *° De esta forma, aunque el mecanismo
M3 no puede ser completamente descartado, creemos que la presencia de agujeros superficiales
esta fuertemente relacionada a la quimica superficial del sistema y cuyo principal promotor es la

adsorcion del S atébmico.

4.8 Conclusiones

La degradacion de SAMs en el tiempo es uno de los principales problemas para la aplicacion
tecnologica de estos sistemas y por ende un acabado conocimiento de como ocurre dicho proceso
resulta fundamental para encontrar métodos que permitan preservar las SAMs. En este capitulo
hemos abordado el problema de la estabilidad y mecanismos de degradacion de SAMs de tioles
alifaticos y aromaticos sobre Au. Varios aspectos relacionados a estos sistemas han sido
estudiados: nanoestructuracion del sustrato, efecto del solvente, especies resultantes de la
degradacion, naturaleza del tiol ensamblado, etc. A continuacién se resumen algunos de los
puntos mas relevantes:

- Las superficies de Au nanoestructurado presentan mayor resistencia a la degradacion de
SAMs de alcanotioles como también mayor dificultad en cuanto a la electrodesorcion reductiva
de los mismos en comparacion a superficies Au(111). Dicho aumento de estabilidad puede estar
relacionado a la presencia de un gran numero de defectos, vacancias y escalones presentes en la
superficies de Au nanoestructurado donde la energia de enlace de los tioles es mayor comparada a
la de las terrazas planas (111).

- El principal producto en la degradacion de estas SAMs de alcanotioles en medio etanolico
es la formacion de especies disulfuro que permanecen retenidas en la interfaz dada la interaccion,

mediante fuerzas de vdW, con cadenas vecinas.
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- Las superficies de Au nanoestructuradas se transforman en plataformas atractivas para
aplicaciones de las SAMs de tioles en nanotecnologia. En particular para la fabricacion de
dispositivos de deteccidbn ya que poseen ventajas tales como aumento de la estabilidad
electroquimica y frente a los procesos de degradacion, gran relacion sefial/ruido para la deteccion
amperométrica debida a la mayor area de estos sustratos, gran amplificacion de la sefial Raman
(SERS) debido a la nanoestructuracion superficial” y por ultimo son superficies faciles de
reproducir y su alta area superficial puede ser controlada de manera sistematica.*® En el Capitulo
siguiente se mostraran algunas de estas ventajas.

- En este Capitulo también hemos estudiado la formacion y la estabilidad de SAMs de PyS
sobre Au(111). Este estudio permitid dilucidar algunos aspectos que hasta el momento no habian
sido explicados: la observacion de especies sulfuro, disulfuro y/o tiolato dependiendo el solvente
o pH del electrolito, el mecanismo de sulfidizacion de la superficie y la fuerte dependencia de la
topografia con el solvente utilizado. En este sentido, demostramos por primera vez que el proceso
de sulfidizacién no solo ocurre por la descomposicion en solucion de la PySH, como ha sido
sugerido, sino también a través de una reaccion superficial. Ambos mecanismos (degradacion en
soluciéon y en superficie) son lentos en soluciones acuosas alcalinas lo que permite, a tiempos
cortos de incubacion, la formacion de SAMs de PyS sobre Au(111) con un cubrimiento de 6 =
0.20.

- Las SAMs de PyS sobre Au(111) son completamente degradadas a S atdmico adsorbido
mediante la inmersion en etanol puro por 24 horas. Esta reaccion superficial permite generar
superficies de Au con muy bajos cubrimientos de S adsorbido (6 < 0.33), un cubrimiento que no
puede ser obtenido cuando sustratos de Au son incubados directamente en soluciones de S o
polisulfuros.

- Las observaciones previas de islas o agujeros en la topografia del sustrato de Au(111)
recubierto con las SAMs de PyS, dependiendo de las condiciones de incubacion, pueden ser ahora
claramente explicadas en funcion de la quimica superficial de estos sistemas: islas para una SAM
de PyS y agujeros para S adsorbido. Las cargas de Bader obtenidas por DFT de los atomos
superficiales de Au (que se encuentran en contacto con la SAM de PyS) indican una acumulacion
muy pequeila de carga positiva (comparada con la SAM de S) en estos sistemas. Esto permite
inferir una muy baja tension superficial en los sustratos de estas SAMs y como consecuencia la
ausencia de agujeros en la topografia. No asi en las SAMs de S, donde la repulsion generada entre
atomos vecinos de Au seria la causante de su eyeccion y el motivo por el cual se observa dicha
corrosion superficial.

- Los calculos de DFT de SAMs de PyS sobre Au(111) demuestran la gran estabilidad que
adquieren este tipo de sistemas (tioles arématicos) al considerar fuerzas de vdW entre tiolatos

vecinos. Por otro lado, el refuerzo del S-C en PyS luego de la adsorcion permite descartar la
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ruptura del enlace S-C como responsable de la sulfidizacion de estos sistemas, lo que refuerza la
idea de un mecanismo de degradacion via formacion de especies disulfuros, tal como sucede para
tioles alifaticos (NT).

- La degradacion superficial de la SAM de PyS sobre Au(l111) ocurre mediante la
formacion de especies dipiridil-disulfuro y la misma es catalizada en los bordes de las islas
formadas durante el ensamblado de PyS. Posteriormente la especie disulfuro se descompone
originando S adsorbido. Este mecanismo soporta la observacion previa de especies disulfuro,
tiolato y sulfuro sobre la superficie. También permite explicar que una de las redes tipicas de
SAMs de tioles sobre Au [(V3 x\3) R307] no ha podido ser hallada para este sistema ya que la
interferencia de especies de S atomico (que se adsorben mas fuertemente que la PyS) bloquea

dicho proceso.
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Capitulo 5

Monocapas autoensambladas (SAMs) de tioles sobre
Au: fuerzas de van der Waals y grupo terminal

5.1 Agregados J y H de cianinas en solucion. Propiedades fisicoquimicas y
aplicaciones del sistema.

En el Capitulo anterior nos centramos en la interaccion S-Au en SAMs de tioles alifaticos y
aromaticos sobre superficies de Au. El conocimiento de dicha interfaz resulta esencial para
comprender el proceso de autoensamblado y los mecanismos de degradacion de tioles sobre Au.
Sin embargo, a pesar de que la cabeza de S de la molécula del tiol es quien guia el proceso de
formacion de la SAM a través de la formacion del enlace covalente S-Au, las fuerzas de van der
Waals entre moléculas adyacentes son también de suma importancia para estabilizar a estos
sistemas y comprender qué tipo de estructuras se forman sobre la superficie. Este efecto se ha
discutido en el Capitulo anterior en referencia a las SAMs de PyS sobre Au(111). Abordaremos a
continuaciéon un ejemplo sobre cémo, en determinados sistemas, las fuerzas de van der Waals
pueden ser determinantes para la organizacion de las SAMs a un nivel equivalente o incluso
superior a la interaccion S-Au.

Las cianinas (CNNs) son una familia de colorantes catiénicos que consisten en un sistema
de heterociclos que contienen nitrogeno y cadenas con dobles enlaces conjugados (Esquema
5.1a). Estos colorantes se emplean en diversas aplicaciones tales como: marcadores fluorescentes
de biomoléculas (ya sea enlazados covalentemente o mediante interacciones débiles a proteinas o
acidos nucleicos),' fotoiniciadores en procesos de polimerizacion,? en secuenciacion de ADN,>

determinacion de 4cidos nucleicos y proteinas,’ citometria de flujo,*” medios épticos de grabacién
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y almacenamiento,” y determinaciones ultra sensibles, """

solo por mencionar algunas de ellas.
Las CNNs se utilizan ampliamente como sondas intracelulares para la determinacién de
parametros tales como viscosidad, polaridad 6 pH, dado que: 1) su fluorescencia se ve
sensiblemente modificada por el ambiente que las rodean; 2) al tratarse de colorantes que
absorben en el infrarrojo cercano, dicha radiacion (que es débilmente absorbida por biomoléculas)
puede penetrar en los tejidos y evitar los procesos de autofluorescencia celular'” y 3) dado sus

altos coeficientes de extincion las CNNs pueden ser detectadas en niveles extremadamente bajos.

Esquema 5.1: a) Esquema de la estructura quimica de una CNN (no se muestran los hidrogenos).
b) Representacion de la configuracion que adoptan las moléculas de CNN en los J y H agregados.

Una propiedad interesante de las cianinas es su habilidad para formar espontineamente
agregados en solucion y en interfases liquido/solido y liquido/aire (Esquema 5.1b)."*'* El
autoensamblado de estas moléculas anfifilicas para formar agregados en solucion esta
determinado por el balance de las fuerzas intermoleculares presentes en este sistema: fuerzas de
dispersion del esqueleto heterociclico, fuerzas entropicas de las cadenas hidrocarbonadas, fuerzas
electrostaticas y puente hidrogeno entre los grupos ionicos y fuerzas de van der Waals en
general."” La energia libre de agregacion estimada para la formacion de un dimero de CNNs es
alta, ~20 Kcal.mol™."° Por otra parte las propiedades fotofisicas y fotoquimicas de las CNN se ven
ampliamente influenciadas por la formacion de distintos tipos de agregados moleculares. Un
ejemplo de ello es el corrimiento del maximo de absorcion en el espectro UV-visible hacia
menores (H-agregados) o mayores (J-agregados) longitudes de onda con respecto al mondmero.
Dichos agregados son un estado cuasi-polimérico en el cual las moléculas planas de CNN se

compactan en forma paralela unas con otras estabilizadas por fuerzas n-n entre heterociclos
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vecinos. El angulo (o) que forman respecto de la normal determina qué tipo de agregado : o = 6(°
para los H-agregados y o = 30°6 a = 19 para los denominados J-agregados (Esquema 5.1b). Estos
ultimos poseen una alta emision de fluorescencia. Las propiedades espectrales de los agregados J
y H son las que convierten a las CNNs en candidatos muy atractivos para el desarrollo de un gran
numero de aplicaciones, en especial aquellas vinculadas a deteccion intracelular de biomoléculas.

Las moléculas de CNN se han inmovilizado en distintas superficies solidas, en particular
sobre superficies de Au debido a la estabilidad quimica y estructural que presenta este sustrato y
por sus conocidas y bien definidas propiedades opticas y electronicas.'”?® Como elemento de
anclaje al sustrato metalico se han utilizado SAMs de distintos tioles. Los estudios realizados
revelan que estos colorantes se organizan en forma de J-agregados cuando se adsorben sobre
SAMs de 4cido 11-mercaptoundecanoico y cisteamina.”’ > Algo similar ocurre cuando las
moléculas de CNN se adsorben sobre nanoparticulas de Au (AuNPs) que se encuentran
recubiertas previamente con especies anionicas.”>* Como vemos en todos los casos descriptos la
adsorcion de CNN conduce a la formacion de J-agregados cuando las moléculas interaccionan
con distintas SAMs que se encuentran ensambladas sobre superficies de Au. Desde el punto de
vista practico, estos resultados son muy interesantes sobre todo si pensamos en la fabricacion de
sistemas Opticos basados en J-agregados inmovilizados sobre superficies plasmoénicas de Au
recubiertas con SAMs debido a que la interaccion entre los estados excitados localizados de los
agregados y los plasmones superficiales del sustrato dan origen a la formacion de nuevos estados
mixtos, denominados plexitones que poseen importantes aplicaciones en dispositivos opticos,
metamateriales, sensado, etc.”

Sin embargo, en todos los ejemplos que hemos discutido hasta el momento, las CNNs se
encuentran “débilmente” adsorbidas sobre las SAMs mediante fuerzas de van de Waals. En este
contexto, la posibilidad de generar una molécula de CNN tiolada no sdlo permitiria enlazar
directamente la molécula a los distintos sustratos (planos, nanoestucturados, NPs) sino que esta
inmovilizacion resultaria mas eficiente a través de la formacion del enlace covalente S-Au. En
relacion a las aplicaciones Opticas de este sistema seria deseable que los J-agregados que se
forman espontaneamente en la soluciones de CNN sobrevivan al proceso de ensamblado sobre el
sustrato de Au y constituyan las especies adsorbidas. Sin embargo existe aqui un problema
interesante que sera el centro del debate en las proximas secciones. La formacion del enlace S-Au,
para gran parte de las SAMs conocidas® implica una distancia Optima entre tiolatos vecinos ds.au
= (.5 nm (para las redes mas compactas) y distancias mayores para redes mas diluidas. Por otra
parte, la distancia entre moléculas de CNN en los J-agregados es de 0.33 nm, la distancia optima
para las interacciones m-m entre moléculas adyacentes.”’ Por lo tanto el ensamblado de CNNs
tioladas sobre el Au podria implicar la destruccion de J-agregados adsorbiéndose el mondmero, si

predominan las distancias dictadas por el enlace S-Au, o bien podrian ensamblarse como J-
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agregados si las interacciones n-7 son las que prevalecen, generando una dg.a, < 0.5 nm (Esquema

5.2).

Esquema 5.2: Posibles caminos para la adsorcion de J-agregados de CNN tioladas en superficies
de Au. Los agregados en solucion podrian adsorberse como tales o como mondmeros
dependiendo que tipo de fuerzas (m-m entre CNN vecinas 0 Au-S) prevalezcan durante el
autoensamblado.

Debemos tener en cuenta que el autoensamblado de cromodforos sobre superficies de Au aun
no estd completamente comprendido. La componente cromo6fora es por lo general mucho maés
importante que las cadenas alquilicas y esto evita que exista orden de largo alcance en estas
SAMs. También sabemos que el grado de ordenamiento que alcanzan las SAMs de tioles
aromaticos es menor que el de tioles alifaticos.”® En muchos casos, redes diluidas (como las
encontradas en el Capitulo 4 para SAMs de PyS) coexisten con agregados cuyo origen y
estructura se encuentra atn en debate.”>’ La complejidad de las SAMs de tioles aromaticos se
evidencia en que las mismas pueden formar: agregados desordenados, SAMs ordenadas con
distancias compatibles a la interaccion m-m o bien estructuras superficiales (5 x V3) dependiendo
de la molécula en particular.”®

En el presente capitulo estudiaremos el autoensamblado sobre superficies de Au(111) y
AuNPs de una nueva CNN tiolada soluble en agua. Dicha molécula (Figura 5.1) fue sintetizada
por los Dres. G. Menéndez y E. Jares-Erijman, del Departamento de Quimica Orgéanica de la
FCEN, UBA.’' Esta nueva molécula posee interesantes propiedades fotofisicas tales como:
fluorescencia en el IR cercano, altos coeficientes de absorcion, altos rendimientos cuanticos de
fluorescencia, estabilidad frente a procesos de fotodegradacion y sensibilidad frente a cambios de
polaridad, pH y viscosidad del medio. A diferencia de otros trabajos que involucran la
inmovilizacion de CNNs sobre superficies de Au mediante interacciones débiles, nuestra CNN ha
sido disenada para quimisorberse mediante el grupo SH a la superficie de Au formando una union
S-Au. En posicion opuesta al grupo tiolato se han colocado dos cadenas hidrocarbonadas que
poseen grupos carboxilicos terminales lo que permitiria una posterior conjugacion con cationes

metalicos, biotina, etc.
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Figura 5.1: Estructura quimica de la nueva CNN tiolada sintetizada utilizada en este trabajo.

5.2 Autoensamblado de la nueva CNN tiolada sobre superficies de Au(111).

Imadgenes de STM de las moléculas de CNN sobre Au(111). Las imagenes de STM obtenidas
sobre terrazas de Au(111) luego de la inmersion del sustrato en una soluciéon metandlica 50 uM
de CNN tiolada durante 24 horas muestran un gran numero de agregados nanométricos (2-3 nm)
mayormente distribuidos al azar que aparecen como puntos brillantes en la imagen. En algunos
lugares (Figura 5.2a, centro) los agregados parecen formar hileras paralelas, tal como ha sido
observado para otros tioles aromaticos sobre Au(111).”

En la Figura 2b podemos observar que en algunas zonas del sustrato los agregados pueden
alcanzar un orden de corto alcance sobre la superficie del Au(111) formando arreglos separados
una distancia de 3.5 nm entre si. Sin embargo, como observamos en la Figura 2c¢ la mayoria de
estos agregados aparecen distribuidos al azar cubriendo casi la totalidad de la superficie del Au.
Los agregados exhiben distinto contraste: algunos son brillantes mientras que otros presentan
bordes menos definidos o son mas opacos. El espectro de densidad de potencias de las estructuras
presentes en la superficie (Figura 2d) muestra una amplia distribuciéon de tamafio con un valor
promedio de 2.6 nm. Este valor es levemente mayor al tamafio de la molécula de CNN cuyo eje
longitudinal es de 2.1 nm (Figura 5.1). La amplia distribucion de tamafios de las estructuras
superficiales sugiere que aquellas con tamafios mayores a = 2.6 nm podrian corresponder a
agregados de CNN tales como los descriptos para CNN en solucion (J ¢ H). El analisis de las
secciones transversales de las estructuras superficiales arroja valores entre 0.2 y 0.37 nm. Estos
valores son muy inferiores a la altura de 1.6 nm que tiene la molécula de CNN si la misma se
encuentra adsorbida en posicion vertical (Figura 5.1). Esto puede explicarse considerando que los
agregados se encuentran muy cercanos unos con otros de manera que la seccion transversal no
implica la altura real de los mismos medidas desde la superficie de Au sino entre agregados

vecinos. Los distintos valores observados en las secciones transversales (0.2-0.37 nm) reflejan el
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desorden de los agregados que no presentan una orientacion preferencial o bien el desorden de las

cadenas hidrocarbonadas expuestas en la superficie.

Figura 5.2: (a) Imagen de STM (200x200 nm?) del sustrato de Au luego de autoensamblado de la
CNN tiolada. Especies de CNN distribuidas al azar (puntos brillantes) pueden ser observadas en
la superficie de Au. (b) Imagen de STM (75x200 nm®) mostrando dominios ordenados de corto
alcance de CNN ensamblada. (c) Imagen 3D de STM (50x50 nm?) mostrando especies de CNN
adsorbida sin orden evidente. (d) Espectro de densidad de potencias (EDP 2D) mostrando la
amplia distribucion de tamafo de las especies adsorbidas. La linea punteada roja indica el tamafio
promedio de las especies ensambladas de CNN (2.6 nm).

Cabe destacar que los datos de STM no permiten decidir si las estructuras con valor
promedio de 2.6 nm corresponden a moléculas individuales de CNN o a agregados de la misma.
Debemos tener en cuenta que una molécula aislada de CNN podria rotar libremente generando un
punto brillante similar al observado en las imagenes con un valor promedio de ~ 2.6 nm. Por otra
parte un agregado conteniendo~7 moléculas de CNN elongadas (estabilizadas por interacciones n-
7) también podria observarse como una estructura de ~ 2.6 nm. Las estructuras superficiales con
tamafios mayores a 2.6 nm pueden ser asignadas a agregados de CNN ensamblados en la
superficie del Au(111).

El estudio mediante STM tampoco permite contestar otras preguntas tales como si las
moléculas se quimisorben o fisisorben en la superficie, si permanecen intactas luego de la
adsorcion o cual es el cubrimiento superficial de mismas. En las proximas secciones trataremos de

responder a estas preguntas utilizando técnicas electroquimicas, XPS y espectroscopia Raman.
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Resultados de XPS del sistema Au-CNN: La sefial del S 2p que se obtiene luego de la adsorcion de
CNN sobre la superficie del Au(111) (Figura 5.3a) se puede ajustar con dos componentes: uno de
ellos correspondiente al tiolato (162 eV) y otro a tiol libre (163.5 eV)** con una relacion entre
ambas de S(162 eV)/S (163 eV) = 3. Estos resultados confirman que la mayoria de las moléculas
de CNN se encuentran adsorbidas covalentemente en la superficie de Au(111) formando un
enlace tiolato y solo una fraccion pequeia permanece fisisorbida. Esta fraccion de moléculas
podria estar intercalada en la SAM o bien formando una segunda capa que no puede interaccionar
directamente con la superficie de Au pero que permanece retenida en la interfaz CNN-Au por
fuerzas intermoleculares.”® La presencia de las moléculas de CNNs en la superficie del sustrato
también se refleja en el espectro del N 1s (Figura 5.3b). La sefial principal que se observa a 399
eV se puede asignar a los atomos de N presentes en los heterociclos ** y a los grupos aminos que
forman parte de las CNNs.” La relacion S(162 eV)/N(399 eV) es = 3, el valor esperado para la
molécula de CNN tal como se muestra en el Figura 5.1. Por otra parte, a partir del analisis
cuantitativo de la sefiales de XPS se pueden establecer las siguientes relaciones atomicas
C:O:N:S(162 eV) =42:11:3:1, un valor muy cercano al esperado para la molécula de CNN intacta
44:4:3:1 (Figura 5.1), a excepcion del O, que siempre se encuentra presente en exceso en SAMs

hidrofilicas debido a la fisisorcion de moléculas de agua en la superficie de la SAM.*

Figura 5.3: Espectros XPS de las SAMs de CNN sobre Au(111). (a) S2py (b) N 1s.

Resultados de electroquimica del sistema Au-CNN: Tal como se describio en el Capitulo 4,
las curvas de electrodesorcion reductiva (RDC) permiten obtener una valiosa informacion sobre
las SAMs de tioles. En efecto, la posicion del pico de desorcion esta relacionada en gran medida
con la estabilidad de la SAM (el enlace S-Au y las interacciones moleculares) mientras que la
densidad de carga involucrada en dicho pico permite una estimacion del cubrimiento superficial
de las especies quimisorbidas (tiolatos).

La Figura 5.4 (curva roja) muestra el pico de desorcion que se obtiene para una SAM de
CNN en relacion al que se obtiene para una SAM de hexanotiol (HT) (curva azul), sin duda la

SAM mas estudiada en la literatura de tioles sobre Au(111), y que utilizaremos como referencia.*®
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Los picos catddicos de desorcion revelan que la SAM de CNN sobre Au se desorbe a un potencial
de E, = -0.92 V mientras que las SAMs de HT lo hacen a E, = -0.99 V, en concordancia con
resultados previos de este sistema.”* Asumiendo que el proceso de electroreduccion del enlace
tiolato involucra un electron, la diferencia entre los E, de ambas SAMs es de s6lo ~ 0.07 eV. Esto
demuestra que la estabilidad de ambos sistemas es similar y que el HT podria ser un buen agente
para diluir las CNNs en superficie y formar SAMs mixtas. La leve diferencia entre los picos de
ambas SAMs puede estar relacionada a la mayor solubilidad de la CNN desorbida en un medio
acuoso (0.1 M NaOH) respecto del HT que es insoluble en dicho medio o bien a la distinta
magnitud de las interacciones intermoleculares.

La densidad de carga del pico de desorcion para HT es de q = 75 = 7 uC.cm™, lo que arroja
un cubrimiento de 8 = 0.33. Estos valores estan de acuerdo con la estructura superficial c(4x2)
que se observa usualmente para estas SAMs mediante STM.? Por otra parte, las SAMs de CNN
presentan una densidad de carga de la electrodesorcion q = 22 + 5 uC.cm™, un valor mucho
menor al HT, lo cual es razonable dado el mayor tamafio de las moléculas de CNN. Volveremos

sobre este punto mas adelante.

Figura 5.4: Curvas de electrodesorcion reductiva de CNN (rojo) y HT (azul). Inset: curvas de
electrodesorcion reductiva de mondémeros de CNN (verde) y J-agregados + monomeros de CNN
(roja). Velocidad de barrido: 0.05 V.s™, electrolito soporte: 0.1 M NaOH.

Los datos encontrados hasta aqui no permiten atin dilucidar si las SAMs de CNN sobre
Au(111) estan formadas por mondémeros de CNN o agregados de la misma. Siendo que ambas
especies (monomeros y agregados) estan presentes en la solucion de CNN dos mecanismos
podrian operar para contribuir a la formacién de agregados (que son las especies deseadas de
inmovilizar dadas sus numerosas aplicaciones) sobre la superficie de Au: 1) la formacion de
agregados en solucion seguida de una adsorcion preferencial de los mismos en la superficie de

Au, 2) la adsorcién de mondémeros desde la solucion seguida por la formacion de agregados en la
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superficie. Obviamente ambos mecanismos podrian operar simultancamente. En la proxima
seccion trabajaremos sobre este punto y sobre las dudas que atn quedan sin responder sobre este
sistema mediante su estudio con espectroscopia Raman, una técnica eficiente para dilucidar la

presencia de J-agregados y/o monomeros en superficies metalicas.*

Espectroscopia UV-visible de CNNs en solucion y espectroscopia Raman de SAMs de
CNN en Au(l11). El espectro UV-visible de la soluciéon metandlica de 50 pM de CNN tiolada
luego de 24 horas de preparacion (el mismo tiempo utilizado para formar la SAM) se muestra en
la Figura 5.5a, trazo negro. El maximo a 650 nm corresponde a moléculas de CNN individuales
solvatadas que no interactuan entre si (monoémeros). El pequefio maximo que se observa a 800 nm
(corrimiento hacia el rojo) corresponde a J-agregados en la solucion, mientras que el hombro

presente entre 450-500 nm (corrimiento hacia el azul) corresponde a H-agregados.

Figura 5.5: (a) Espectro UV-visible de una solucion metanolica 50 uM de CNN tiolada. b)
Espectros Raman a bajas frecuencias de la SAM formada por la CNN tiolada sobre Au(111)
utilizando un laser de excitacion de (b) 647.1 nm y (¢) 775 nm. En las tres figuras las curvas rojas
corresponden a una solucion de CNN sin presencia de J-agregados (solo mondmeros), mientras
que las curvas negras corresponden a solucion de CNN con presencia de J-agregados.

Las Figuras 5.5b y 5.5¢ muestran los espectros Raman de la CNN ensambladas sobre la
superficie de Au(111) utilizando dos laseres de excitacion: 647.1 nm, donde los monomeros
tienen su maximo de absorcion en el espectro UV-visible (Figura 5.5b), y 775 nm, donde los J-
agregados tienen su maximo de absorcion en el espectro UV-visible (Figura 5.5¢). Los espectros
Raman fueron tomados en la region de frecuencias bajas  (~ 450-800 cm™), ya que a dichas
energias aparecen bandas relacionadas a J-agregados sobre superficies metalicas.”” Estos modos,

: : 38-39
que corresponden a vibraciones fuera del plano,

se han detectado experimentalmente y fueron
calculados tedricamente para agregados de cianinas.”’ El espectro Raman de la SAM formada a

partir de la solucién que contiene monomeros y J/H agregados (linea negra) muestra la aparicion
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de los picos tipicos de J-agregados. Mas aun, el pico a 558 cm™ medido con el laser de 647.1 nm
(Figura 5.5b, linea negra) se desdobla en 523 cm™ y 558 cm™ cuando se utiliza el laser a 775 nm
(Figura 5.5¢c, curva negra). El hecho de que los picos a bajas frecuencias sean exaltados cuando el
laser incidente es 775 nm puede estar relacionado a un proceso Raman resonante con los estados
electronicos de los J-agregados, ya que los mismos tienen el maximo de absorcion en el espectro
UV-visible a esa misma energia.’® Por lo tanto, la apariciéon de las bandas a bajas frecuencias y su
modificacion con la energia incidente permiten afirmar, en base a la literatura existente, la
presencia de J-agregados en la superficie de Au(111) luego del proceso de autoensamblado de la
CNN tiolada.

La espectroscopia Raman también es de utilidad para discernir qué tipo de mecanismo da
lugar a la aparicion de J-agregados en la superficie. Con el objetivo de determinar si el proceso de
agregacion tiene lugar en la superficie a partir de los monomeros o si existe una adsorcion
preferencial de J-agregados desde la solucion, preparamos una nueva soluciéon conteniendo sélo
monoméros de CNN. Esto fue posible mediante el calentamiento de la solucion, lo que favorece
el desagregado de especies poliméricas (H o J).>’ El espectro UV-visible de la solucion de CNN
tiolada en forma monomérica se muestra en la Figura 5.5a (curva roja) en el cual puede
observarse la desaparicion de los picos correspondientes a los agregados.

Los espectros Raman de las SAMs formadas sobre Au(111) desde ambas soluciones (con y
sin agregados) muestran un pico centrado a 310 cm™ (Figura 5.5b, curvas negra y roja) que se
asigna al enlace S-Au. Esto confirma los datos de XPS indicando que nuestras CNNs se
ensamblan a la superficie mediante enlaces tiolato.*" El analisis del espectro Raman de ambas
muestras a bajas frecuencias nos permite concluir que la agregacion de las CNNs no tiene lugar
cuando la solucion de ensamblado s6lo contiene mondmeros (curva roja en las Figuras 5.5b y c).
Por lo tanto, los agregados no se forman en la superficie del Au(111) a partir de los mondémeros
sino que resultan de la adsorcion preferencial de agregados ya existentes en la solucion de partida,
que como sabemos a partir del espectro UV-vis, contiene tanto mondmeros como agregados
(Figura 5.5a curva negra).

La integracion de la intensidad del pico Raman a 310 cm™, correspondiente al enlace S-Au,
indica que la cantidad de tiolatos adsorbidos es del doble cuando los J-agregados estan presentes
en la superficie. Esta relacion también se puede confirmar mediante las curvas de electrodesorcion
reductiva (inset Figura 5.4), ya que la densidad de carga para la SAM conteniendo solo
monodmeros (curva verde) es q = 11 + 2 uC.cm™ mientras que en la SAM conteniendo J-
agregados + monomeros la densidad de carga es de q =22 + 5 uC.cm™ (curva roja). Por lo tanto,
la SAM conteniendo J-agregados tiene el doble de enlaces tiolatos que la SAM formada solo por
monomeros. Considerando una hipotética SAM compacta de monoémeros de CNN de 2.1 nm de

longitud y separados por una distancia entre tiolatos de 0.5 nm (la distancia mas corta encontrada
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para SAMs de alcanotioles y algunos tioles aromaticos), el valor estimado de densidad de carga
seria q ~ 16 uC.cm™, un valor cercano al encontrado experimentalmente para la SAM de CNN
con monémeros (11+ 2 pC.cm™). Esto permite suponer que las SAMs incubadas a partir de
soluciones de CNN conteniendo solo mondomeros estan formadas por unidades individuales de
CNN adsorbidas mediante un enlace tiolato y con distancias entre vecinos mas proximos del
orden de 0.5 nm. Sin embargo, es importante resaltar que la carga de q = 16 pC.cm™ es la maxima
carga posible para una red de tioles de CNN separados por la distancia de 0.5 nm. Esto implica
que en las SAMs conteniendo J-agregados (q = 22 + 5 uC.cm™) la distancia entre primeros
vecinos de CNN deberia ser menor a 0.5 nm, tal cual ocurre con los J-agregados en solucion (0.33
nm). Si consideramos una red compacta de CNNs de longitud 2.1 nm con una distancia de 0.33
nm entre primeros vecinos la densidad de carga deberia ser q =23 pC.cm™, un valor muy cercano
a q= 22 pC.cm™ estimado experimentalmente. Cabe destacar que imagenes de STM obtenidas en
SAMs de tioles aromaticos conjugados sobre Au(111) muestran distancias entre primeros vecinos
compatibles con 0.33 nm.*®

El hecho de que las SAMs de CNN que contienen J-agregados tengan el doble de enlaces
tiolato por unidad de area (comparadas con las SAMs de monomeros) también explica la
adsorcion preferencial de los agregados cuando ambos estan presentes en solucion. Esto es
razonable ya que unos de los factores mas importantes para la estabilizacion de las SAMs es la
cantidad de enlaces tiolatos que se pueden formar por unidad de area.’’ Sin embargo, podria
argumentarse que los enlaces formados por los J-agregados no pueden optimizarse eligiendo el
sitio mas estable de adsorcion sobre la superficie (ya que la distancia entre S contiguos es menor a
0.5 nm). A pesar de ello, la distancia de 0.33 nm también es una distancia conmensurada con la
superficie de Au y ademas, las diferencias de energias asociadas a los distintos sitios de adsorcion
(top, bridge, fcc, etc) es muy pequefia.*” Los J-agregados cuentan ademas con la energia extra de
estabilizacion aportada por las interacciones m-m entre moléculas de CNN vecinas. Estas
interacciones cumplen un rol importante en la estabilizacion de los sistemas moleculares. Por
ejemplo, se sabe que para eliminar agregados moleculares de moléculas aromaticas tioladas (1-
(11-mercaptoundecil)pireno) es necesario calentar el sistema a 343 K.** Por ultimo, y respecto al
mecanismo de adsorcion, los J-agregados deberian también ser beneficiados en el primer estadio
de fisisorcion (antes de la ruptura del enlace S-H) dada las mayores interacciones de van der
Waals con el sustrato respecto de las que pueden establecer los mondémeros. Todos estos factores
permiten explicar la adsorcion preferencial de J-agregados, incluso desde soluciones donde
prevalecen los mondmeros sobre los agregados de CNN. La adsorcion selectiva (sobre superficies
de AgBr) de J-agregados formados por gran cantidad moléculas respecto de otros agregados mas

~ . , . .. ., ., 43
pequefios se ha descripto en términos de un proceso repetitivo de adsorcion-desorcion.
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Teniendo en cuenta todo lo mencionado anteriormente seria valido preguntarse ;porque los
mondmeros entonces no son capaces de organizarse en J-agregados en la superficie de Au?. En el
caso de la solucion que solo contiene mondmeros, los mismos llegan a la superficie y forman un
enlace tiolato en el sitio mas favorable de adsorcion, teniendo a su vecino mas préximo a una
distancia de 0.5 nm. Nosotros proponemos que la barrera energética para mover el monémero una
vez adsorbido en el sitio mas favorable hacia otro que permita ubicar otra molécula de CNN a
0.33 nm es demasiado alta y por lo tanto este fendmeno no se puede observar a temperatura

ambiente y en la escala de tiempos utilizados en nuestras experiencias.

5.3 Autoensamblado de CNNs tioladas en nanoparticulas de Au (AuNPs).

Muchas de las aplicaciones antes mencionadas para este tipo de moléculas podrian verse
ampliamente potenciadas si fuéramos capaces de realizar el ensamblado en la superficie de
nanoparticulas metalicas. Es por ello que una vez comprendida la naturaleza de la interfaz
Au(111)-CNN vy el mecanismo de autoensamblado de estas moléculas, intentaremos repetir este
proceso en AuNPs.

Para este estudio utilizamos AuNPs sintetizadas a partir del método inicialmente propuesto
por Turkevich** y perfeccionado luego por Frens.”’” Brevemente, se genera la reduccion de una
sal de Au (previamente calentada a 100 °C) utilizando como agente reductor al citrato de sodio
(que se agrega en segundo término, también previamente calentado). Luego de 15 minutos de
reaccion se detiene el calentamiento y se enfria la solucion. Las AuNPs que resultan de este
procedimiento se mantienen en buffer citrato (pH = 7.5) estabilizadas por el anion citrato. Estas
AuNPs fueron luego caracterizadas mediante espectroscopia UV-visible (Figura 5.6a, espectro
rojo) y microscopia electronica de barrido, TEM (Figura 5.6b superior). El analisis estadistico de
las imagenes TEM permitié determinar un tamafno promedio de ~ 12 £1 nm (Figura 5.6c,
histograma rojo).

Una vez caracterizadas las AuNPs se procedié a la modificacion de la superficie de las
mismas con la CNN tiolada. En este proceso se espera que la CNN desplace al citrato que se
encuentra adsorbido débilmente a las NPs. Para este fin se utilizd una solucion de CNN que
contiene J-agregados y monomeros (Figura 5.5a, curva negra) disuelta en buffer citrato pH = 7.5.
Esta solucion fue adicionada a las NPs y la solucion resultante se mantuvo durante 24 hs a
temperatura ambiente y en la oscuridad (para dar lugar al proceso de autoensamblado). Luego se
realizaron una serie de centrifugaciones a 4 C para purificar las NPs y remover las CNNs “libres”
en solucion. Este procedimiento se monitoreo mediante espectros UV-visible del sobrenadante
(dada la gran absorbancia que presenta la CNN en solucion el mismo finaliz6 cuando no se

observo sefial de CNN en el sobrenadante). Las AuNPs-CNN ya purificadas fueron caracterizadas
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nuevamente por espectroscopia UV-visible (Figura 5.6a, espectro azul) y TEM (Figura 5.6b
inferior y Figura 5.6c, histograma azul) cuyos resultados demuestran que no se produjo
agregacion de las mismas durante el proceso de funcionalizacion con la CNN y posterior

purificacion.

Figura 5.6: Espectro UV-visible de las AuNPs citratadas (rojo) y luego de su modificacion con la
CNN tiolada (azul). (b) Imagenes de TEM de las AuNPs citratadas (superior) y modificadas con
CNN (inferior). (c) Histogramas de distribucién de tamafios calculado a partir de las imagenes
TEM: en rojo, AuNPs-citrato, 230 particulas individuales; y en azul, AuNPs-CNN, 190 particulas
individuales.

Finalmente y de manera de corroborar la presencia de CNN enlazada covalentemente
mediante un enlace tiolato a la superficie de las AuNPs, realizamos medidas de espectroscopia
Raman amplificada por superficies (SERS) (Figura 5.7). Esto es posible debido a la presencia de
plasmones superficiales en las NPs metalicas con lo cual la sefial de la CNN se ve ampliamente
incrementada respecto de las sefiales medidas sobre Au(111) (Figuras 5.5b y c). El espectro
Raman de este sistema medido con el laser de excitacion de 647.1 nm muestra los picos
caracteristicos del enlace tiolato (S-Au) a 310 cm™ y de J-agregados de CNN en la superficie de
las AuNPs a 558 cm™, tal como fue descripto para las superficies planas (Figuras 5.5b y ¢, curvas
negras).

Hemos logrado por lo tanto modificar la superficie de las AuNPs con J-agregados de una
CNN tiolada, los cuales se encuentran covalentemente unidos por un enlace tiolato a la superficie
de Au. Es importante resaltar, que como ya se describio en el Capitulo 4, la superficie de las
AuNPs posee una gran cantidad de defectos, donde el enlace tiolato se ve reforzado (respecto de
las superficies planas, sin defectos).”** El hecho de que en estos sistemas (AuNPs-CNN) los J-
agregados sigan estando presentes (al igual que en superficies planas) es otra evidencia de la

importancia de las interacciones m-m para estas moléculas, las cuales no pueden ser vencidas
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incluso en este caso, donde el enlace tiolato es incluso mas fuerte que el caso de superficies

planas.

Figura 5.7: Espectro SERS (region de baja frecuencia) de SAMs de CNN tiolada sobre NPs de
Au en solucidn. Laser de excitacion 647.1 nm.

5.4 Formacion de SAMs mixtas sobre Au(111): HT y CNN.

Con la intencion de controlar la cantidad de moléculas de CNN inmovilizadas en la
superficie de Au(111) hemos realizado el proceso de autoensamblado en presencia de moléculas
de HT, tratando de promover una dilucién de la CNN sobre la superficie de Au(111) mediante la
adsorcion competitiva del HT. Como se describi6 anteriormente (Figura 5.4) ambas moléculas
(HT y CNN) tienen picos de desorcion a similares energias y por lo tanto ambas moléculas
competirian de igual forma para lograr su adsorcion en el sustrato. La Figura 5.8 muestra
imagenes de STM para SAMs mixtas preparadas a partir de una relacion molar 1:10 CNN:HT. En
la Figura 5.8a, las terrazas de Au(111) presentan los agujeros tipicos que se producen durante el
ensamblado de alcanotioles y algunos pocos puntos brillantes del mismo tamafio a los agregados
encontrados en las imagenes de STM para la SAM de CNN sobre Au(111) (Figura 5.2). Los
agregados se encuentran embebidos dentro de los dominios de HT. En la Figura 5.8b y ¢ se

muestra resolucién molecular de las moléculas de HT rodeando los agregados.
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Figura 5.8: Imagenes de STM de SAMs mixtas de HT y CNN, generadas a partir de soluciones
conteniendo ambas especies en relacion 1:10 (CNN:HT). (a) 200x200nm”. Imagen de resolucion
molecular de 50x50 nm* (b) y 30x15 nm” (c) de HT y J-agregados embebidos.

Un hecho curioso es que la presencia de las moléculas de HT en la mezcla de ambos tioles
(antes de realizar el autoensamblado) aumenta la presencia de agregados de CNN. Esto significa
que la presencia de un surfactante como el HT induce el proceso de agregacion de las moléculas
de CNN monoméricas. Esto se evidencia en los espectros UV-visible antes y después del
agregado de HT a soluciones de CNN (Figura 5.9a y b).

Estos resultados permiten afirmar que las moléculas de HT generan un entorno favorable

para los J-agregados de CNNs, tanto en superficie, como en solucion.

Figura 5.9: (a) Espectro UV-visible de solucion metanodlica 50 uM de CNN tiolada (curva negra)
y de solucion metanolica 1:10 CNN:HT (curva azul). Notar que en este tltimo caso la cantidad de
CNN disuelta es 10 veces menor que en la solucion original (por eso la diferencia en la
absorbancia de ambas soluciones). (b) Espectro diferencial de CNN en la solucion original y en
presencia de HT. Para el caso de CNN+HT (curva azul) se multiplicé por 10 la absorbancia de
manera de ser comparada con la curva negra. En presencia de HT hay una disminucion de
especies de CNN monomérica y aumento de J-agregados.
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5.5 El rol del grupo terminal de las SAMs: anclaje y liberacion de cationes
metalicos en SAMs de tioles aromaticos y alifaticos sobre Au.

Hasta aqui entonces hemos discutido el rol de las interacciones entre moléculas vecinas y su
influencia en el autoensamblado y las estructuras superficiales formadas. Un ultimo punto a
abordar es la importancia del grupo terminal de la SAM. Como explicamos anteriormente, la
cabeza de S de la molécula es la responsable de enlazarla covalentemente a la superficie metalica;
las fuerzas de van der Waals entre las moléculas vecinas estabilizan la estructura dandole rigidez;
y el grupo terminal es el encargado de conferirle las propiedades fisicas y quimicas deseadas. De
esta forma por ejemplo, los grupos terminales —CH; o —CF; generan SAMs hidrofobicas y con
propiedades altamente antiadherentes mientras que los grupos —COOH, -NH, o —OH generan
SAMs hidrofilicas con alta afinidad para enlazar cationes metalicos. Estas ultimas pueden ser
también utilizadas como plataformas para construir estructuras moleculares complejas ya sea a
través de interacciones débiles o a través de reacciones quimicas mediante uniones covalentes.
Los grupos terminales —SH también han sido utilizados para capturar iones metalicos sobre las
SAMs.

Un ejemplo interesante de la utilizacion de sustratos metalicos modificados con monocapas o
multicapas orgéanicas como plataformas para la construccion de estructuras moleculares es la
inmovilizacion de complejos de metales de transicion. Estas estructuras tienen variadas
aplicaciones que involucran los multiples estados de oxidacién del cation metalico y la
posibilidad de transferir carga reversiblemente entre el centro metalico y el sustrato a través de la
SAM. Algunas de estas aplicaciones comprenden: electronica molecular, espintronica, catalisis,
biocatalisis y sensado, entre muchas otras. En todos estos casos es necesario que las capas
utilizadas como matrices para ligar el complejo a la superficie metalica también sean conductoras,
lo que posibilita la transferencia de carga en el dispositivo. Como matrices se utilizan polimeros,”
hidrogeles® y monocapas autoensambladas.”® Sin embargo las SAMs presentan la ventaja de que
su espesor puede ser contralado con precision nanométrica simplemente mediante la eleccion del
tamafio de la molécula (el largo de la cadena hidrocarbonada en el caso de alcanotioles). El
control del espesor es un punto central ya que el mismo permite regular la eficiencia del proceso
de transferencia de carga. Por otra parte la eleccion del grupo terminal permite un anclaje
selectivo y orientacion espacial del complejo metalico respecto de la superficie del sustrato.”®

Existen distintas estrategias para inmovilizar los complejos metalicos sobre sustratos
conductores utilizando el grupo terminal de las SAMs como elementos de anclaje: adsorciéon no
especifica, enlace covalente y adsorcion especifica. La primera de ellas involucra interacciones
hidrofobicas y electrostaticas. Las ventajas de esta estrategia consisten en la sencillez, rapidez del
proceso y reversibilidad de la interaccion. Las desventajas son la facil desorcion de las especies

mediante cambios en la fuerza idnica o pH del medio y la falta de orientacion de las moléculas
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adsorbidas con respecto al sustrato. La estrategia que involucra la formacion de un enlace
covalente entre el grupo terminal de la SAM y el complejo resulta muy atractiva en términos de la
gran estabilidad y fortaleza de la unidon y por ende de la estructura formada. Sin embargo las
reacciones suelen ser cinéticamente lentas, el proceso es irreversible y presenta la dificultad
adicional de tener que remover de la interface reactivos y productos secundarios no deseados, un
problema no trivial para este tipo de sistemas.” Por ultimo, la interacciéon especifica hace
referencia a un tipo de asociacion Unica entre el par de especies que participa del proceso (grupo
terminal y complejo). La selectividad es un paso esencial en este tipo de construcciones. La
quimica de coordinacion puede ser incluida en esta ultima categoria. Sus ventajas son la
posibilidad de orientar espacialmente las especies enlazadas mediante una adsorcion reversible,
controlada y especifica. Todas estas estrategias se han utilizados para inmovilizar complejos
metalicos sobre SAMs de tioles en superficies de metalicas.”

La quimica de coordinacion del Cu resulta particularmente interesante debido a sus estados
de oxidacion, la posibilidad de formar complejos multinucleares (mas de un centro metalico por
complejo) y la geometria definida que presentan los mismos. Los complejos de coordinacion de
Cu han sido ampliamente utilizados como sistemas modelo para imitar el comportamiento de
centros redox de metaloenzimas™ tales como azurina,> nitrito reductasa® y lacasa.”” También se
han empleado en la metalizacion de SAMs mediante electroreduccion de las especies de Cu
inmovilizadas en los grupos terminales.”® Algunos de estos trabajos ya fueron descriptos en el
Capitulo 4 para las SAMs de PyS sobre Au(111). Recientemente se ha utilizado la punta de un
microscopio de barrido con control electroquimico (SECM) para crear un patrén de moléculas
fluorescentes sobre una SAM terminada en grupos azida.® En dicho proceso denominado “click
chemistry” se utilizan complejos de Cu inmovilizados sobre los N del grupo terminal donde el Cu
i6nico actiia como catalizador de la reaccion para formar un enlace covalente entre las dos
moléculas.”® Los complejos binucleares de Cu(I) también se emplean como catalizadores en la
reduccion de perdxido de hidrogeno y como fuente controlada de Cu(Il) en solucién para
reacciones inorganicas y como agentes oxidantes de reacciones organicas.®

Dentro de los complejos binucleares, el complejo de acetato de Cu(Il) hidratado (ver Figura
5.10) es uno de los mas estudiados. Dicho compuesto es estable y presenta interacciones
antiferromagnéticas intramoleculares, con lo cual ademas de las propiedades redox de las especies
de Cu(Il) se suman las potenciales aplicaciones de espintronica.’’ Los complejos de acetato de
Cu(Il) se pueden inmovilizar en SAMs de acido mercaptohexadecanoico sobre Au(111) para
construir compuestos cristalinos porosos tridimensionales (metal-organic frameworks-MOFs) con
aplicaciones en catalisis, sensado, separacion y purificacion de gases, etc.”” De esta forma, la
quimica de coordinacion en conjuncién con SAMs de tioles resultan una estrategia atractiva y
sencilla (un solo paso) para inmovilizar el complejo de acetato de Cu(ll) sobre superficies

metalicas.®
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Figura 5.10: (a) Estructura del complejo de acetato de Cu. Amarillo (Cu), verde (O), negro (C),
blanco (H). La distancia Cu-Cu es de 2.619 A. (b) Distintos tioles utilizados en la inmovilizaciéon
del complejo de Cu sobre la superficie de Au(111). Naranja (S), negro (C), verde (O), azul (N).
No se muestran los hidrogenos (H).

En este Capitulo estudiaremos la inmovilizacion de Cu,(CH;C0O0),.2H,0 (AcCu) sobre
SAMs de tioles aromaticos y alifaticos con grupos terminales donores (N y O) tratando de
responder distintas preguntas importantes en vistas de las posibles aplicaciones que posee este
sistema: ;qué grupos terminales donores (O o N) son mds eficientes para inmovilizar AcCu sobre
las SAMs?, ;qué fraccion del total de grupos donores de la SAM participan del proceso de
inmovilizacion?, ;como influye el caracter alifatico o aromatico de la SAM en el proceso de
transferencia de carga entre las especies de Cu y el sustrato de Au?, ;cual es la influencia del
espesor de la SAM en la transferencia de carga?, ;es posible realizar una reduccion parcial de
Cu(Il) a Cu(l) y posteriormente a Cu(0) preservando la integridad de la SAM?, ;es posible
inmovilizar AcCu en una SAM con grupo terminal metilo?, ;existe penetracién del complejo en
la SAM a través de sus defectos?. De esta forma, la interfaz Au-SAM que estudiamos
previamente, ahora se extiende hacia estructuras mas complejas, adicionando en este caso el

estudio de transferencia de carga a través de la misma.

5.6 Inmovilizacion de complejos binucleares de Cu(Il) mediante grupos
terminales donores (N y O) de SAMs de tioles aromaticos y alifaticos
sobre Au.

Autoensamblado de tioles alifdticos y aromdticos sobre Au e inmovilizacion de AcCu:
condiciones experimentales. Las distintas SAMs se prepararon mediante la inmersion de los
sustratos de Au en las soluciones 1mM de los distintos tioles a temperatura ambiente. Para cada
uno de los 7 tioles se eligieron las mejores condiciones (solvente y tiempo de incubacion) a fin de

optimizar el cubrimiento y calidad de cada SAM. A continuacién se resumen las condiciones para
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cada caso: Cisteamina (Cyst): solucion acuosa, 1 hora; 4-mercaptopiridina (PyS): solucion
acuosa, 10 minutos; 11-mercaptoundecilamina (MUAM): solucioén etandlica, 24 horas; Acido
mercaptopropanoico (MPA): soluciéon acuosa, 1 hora; Acido 4-mercaptobenzoico (MBA):
solucion etanélica, 30 minutos; Acido 11-mercaptoundecanoico (MUA): solucidn etandlica, 24
horas; Hexanotiol (HT): solucidn etanolica, 24 horas.

Los sustratos de Au recubiertos con las moléculas de tioles se lavaron cuidadosamente con el
mismo solvente utilizado para el autoensamblado y se secaron bajo corriente de N,.
Posteriormente las SAMs ya formadas sobre Au se pusieron en contacto con una solucion acuosa
1 mM de AcCu durante 1 hora, a temperatura ambiente. Se comprob6 que mayores tiempos de
inmersion en la solucion de AcCu no aumentan la cantidad de complejo anclado sobre la SAM.

Finalmente se procedio al lavado cuidadoso y secado bajo N, de las diferentes muestras.

Especies electroactivas en la construccion AcCu-SAM-Au. En esta seccion realizaremos el
analisis de los resultados derivados del empleo de técnicas electroquimicas para este sistema.
Como ya lo hemos sefalado anteriormente, es importante destacar que mediante esta técnica solo
es posible detectar aquellas especies capaces de transferir carga en el sistema.

La Figura 5.11a muestra los voltamperogramas correspondientes a la cupla redox
Cu(II)/Cu(I) del AcCu inmovilizado en las SAMs de MPA, MBA, Cyst y PyS en una solucién 0.5
M de buffer fosfato (pH = 7.4). En todos los casos se observa un pico catédico (C) relacionado a
la electroreduccion de Cu(Il) a Cu(l) ubicado en la region 0.0/0.1 V (respecto del electrodo de
calomel saturado (ECS)) y un pico anddico (A) localizado entre 0.0/0.3 V asociado a la electro-
oxidacion de Cu(Il) a Cu(Il). La presencia de la cupla redox del Cu es una clara evidencia de que
el complejo de AcCu se encuentra inmovilizado sobre las SAMs y que los iones Cu son capaces
de transferir carga al sustrato de Au. Sin embargo, en el caso de los tioles de mayor tamafio (mas
largos) como el MUA o MUAM Ia cupla redox es apenas detectable en la doble capa eléctrica
(ver Figura 5.11b).”” Por otra parte cuando se utiliza una SAM de HT (grupo terminal metilo) para
intentar anclar el AcCu, no se puede observar la presencia de la cupla redox Cu(Il)/Cu(l) (Figura
5.11b). Esto demuestra no sélo la importancia del grupo terminal (O, N) para inmovilizar el
complejo de Cu mediante adsorcion especifica sino también permite asegurar que el complejo de
AcCu no es capaz de penetrar a través de los defectos de la SAM, posiblemente debido a su gran

tamario respecto del de los defectos presentes en estas capas.
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Figura 5.11: (a) y (b) Curvas de j vs E para la cupla Cu(Il)/Cu(l) inmovilizada sobre las distintas
SAMs sobre Au(111). Velocidad de barrido v = 0.05 V.s™, electrolito: buffer fosfato 0.5 M (pH =
7.4) a temperatura ambiente. (c) Curvas de j, vs v para la cupla redox Cu(II)/Cu(I) adsorbido
sobre distintas SAMs.

Los graficos de los maximos de densidad de corriente de los picos anddicos y catodicos (j,)
de la cupla redox en funcion de la velocidad de barrido (v) (Figura 5.11c) muestran para todas las
SAMs una dependencia lineal, tipica de procesos electroquimicos con control superficial. Otro

parametro importante de este tipo de sistemas es la separacion entre el pico anddico y catodico de
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la cupla redox (AE,) para cada SAM y su dependencia con la velocidad de barrido; la cual da idea
de la reversibilidad del proceso de transferencia de carga. Si el comportamiento es idealmente
reversible AE, deberia ser nulo, independientemente de v. Sin embargo, la mayoria de los
procesos redox reversibles que se observan experimentalmente tienen un valor finito de AEp.64
Para nuestros sistemas, AE, es practicamente independiente de v en el rango de 0.005 Vsl<v<l
V.s™. Sin embargo, el valor de AE, depende fuertemente de la SAM utilizada para inmovilizar el
AcCu obteniéndose valores de AE,= 0.06 V para MPA y AE,~ 0.10/0.12 V para MBA y PyS. En
el caso de las SAMs de Cyst la cupla redox de Cu presenta un AE, que varia con la v: de 0.07 a
0.20 V para v entre 0.005 2 0.2 V.s™' indicando un comportamiento mas irreversible a altos valores
de v.” Finalmente, para las SAMs de MUA y MUAM se observa un AE,~ 0.20 Vav=0.05V.s
'. Como se mencioné anteriormente la densidad de corriente de la cupla redox en estas SAMs es
muy baja y la estimacion del AE, debio realizarse a partir de los pequefios hombros que se
observan en el voltamperograma (Figura 5.11b). Estos datos, junto a otros que describiremos a
continuacion, se resumen en la Tabla 5.1.

A partir del analisis del comportamiento electroquimico del la cupla redox del AcCu en las
diferentes SAMs podemos identificar dos situaciones extremas. El pequefio valor de AE, y su
independencia con v para AcCu inmovilizado en la SAM de MPA sobre Au(111) da cuenta de un
proceso redox superficial practicamente reversible. Por el contrario la mayor irreversibilidad se
presenta para la cupla redox inmovilizada en SAMs de tioles largos, tales como MUA y MUAM,

un comportamiento que ya ha sido observado para otros procesos redox sobre estas SAMs.*

Tiol AEIV Qlaes /C cm’™® Ep® (tiol)/V Ep® (tiol+ AcCu) /V
vs ECS vs ECS vs ECS
MBA 0.10-0.12 55+5 -0.61 -0.63
MPA 0.06 65+10 -0.57 -0.56
MUA 0.20 (*) -0.89 -0.94
PyS 0.10-0.12 58+6 -0.76 -0.77
Cyst 0.07-0.20 60+ 6 -0.61 -0.76
MUAM 0.20 (*) -0.87 -0.89

Tabla 5.1: Columna 1: Tiol correspondiente a la SAM sobre la cual se inmovilizd en AcCu.
Columna 2: Separacion entre los picos anddicos y catodicos de la cupla redox Cu(Il)/Cu(l)
correspondientes a la construccion AcCu-SAM-Au(111). Columna 3: Densidad de carga de los
picos de electrodesorcion del tiol correspondiente a cada SAM sobre Au(111). Coincide con las
cargas encontradas para la electrodesorcion de cada tiol en la construccion AcCu-SAM-Au(111).
Columna 4: Potencial del pico de electrodesorcion de la SAM de cada tiol sobre Au(111).
Columna 5: Potencial del pico de electrodesorcion de la SAM de cada tiol en la construccion
AcCu-SAM-Au(111). (*) No es posible estimar la carga del pico de electrodesorcion de estas
SAMs debido a que se encuentran parcialmente superpuestos a la reaccion de descarga de
hidrogeno.
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Otro punto interesante es el ancho que presentan los picos voltamperométricos, en especial el
pico anddico, de la cupla redox Cu(I)/Cu(I). En general, el potencial y forma de los picos de los
procesos redox con control superficial dependen de distintos factores tales como interacciones
laterales, el cubrimiento de especies redox-activas, la distribucion de potenciales formales redox
debido al entorno particular de la interface, etc.®’” Por ejemplo, en el caso de especies redox
inmovilizadas sobre SAMs existe una distribucion de constantes de velocidad de transferencia de
carga debido al entorno particular de cada especie redox originado por el orden/desorden local de
la red de tioles o bien defectos propios de la SAM o del sustrato.®® Por lo tanto, la forma de los
picos en la Figura 5.11a deberia reflejar la presencia de distintos entornos presentes en cada SAM
para las especies electroactivas.

Mas adelante realizaremos un analisis mas detallado de la influencia de las SAMs en la
transferencia de carga incorporando a la discusion la cantidad total de especies AcCu
inmovilizadas en cada SAM medidas mediante XPS y su relacion con la cantidad de AcCu
electroactivo.

Otro punto importante a evaluar en estos sistemas es la posibilidad de que la adsorcion del
AcCu pudiera desplazar una fracciéon de moléculas de tiol quimisorbidas sobre el sustrato,
alterando la integridad de la SAM. Para realizar este andlisis comparamos las curvas de
electrodesorcion reductiva de las SAMs sobre Au(111) antes y después de inmovilizar el AcCu
(Figura 5.12). Los resultados indican que el pico de desorcion del tiol se encuentra presente luego
de la inmovilizacion del AcCu aunque el potencial de desorcion (EpD) se desplaza levemente hacia
potenciales mas negativos. Este resultado sugiere que la desorcion del tiol es ligeramente mas
dificil cuando el complejo se encuentra anclado en la SAM (ver Tabla 5.1). Es importante
destacar que los perfiles voltamperométricos obtenidos para aquellas SAMs que tienen AcCu
inmovilizado muestran la presencia de la cupla Cu(Il)/Cu(l) (Figura 5.12).

Por otra parte, la estimacion de las cargas de desorcion para las distintas SAMs sobre
Au(111) sin AcCu arroja valores de q ~ 55/60 + 10 pC.cm™, que estin de acuerdo con la

presencia de redes algo diluidas observadas en tioles cortos tales como: MPA,”7° MBA,”" Cyst™

7 g 7375

>y Py Luego de inmovilizar el AcCu los valores de densidad de carga se mantienen
constantes o varian muy ligeramente (<5%) respecto de los encontrados para las SAMs sin el
AcCu (ver Tabla 5.1). Estos resultados permiten afirmar que no existe un desplazamiento
importante de los tioles por parte del complejo y por lo tanto que se mantiene la integridad de la
SAM. Sin embargo en los casos de MUA y MUAM no es posible calcular un valor de q debido a
que los picos de desorcion de estos tioles estan parcialmente solapados a la corriente de la
reaccion de descarga de hidrogeno a pH = 7. Sin embargo estos tioles presentan redes mas densas
y estables debido a las interacciones cadena-cadena que los tioles mas cortos y por lo tanto es

razonable considerar que también en estos casos la inmovilizacion del AcCu no afecta la

integridad de la SAM.
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Figura 5.12: Curvas de j vs E para la electrodesorcion de tioles de SAMs sobre Au(111) (paneles
superiores) y de la cupla Cu(II)/Cu(I) inmovilizada sobre las distintas SAMs sobre Au(111) y la
electrodesorciéon del tiol correspondiente (panel inferior). Velocidad de barrido v = 0.05 V.s™,
electrolito soporte: buffer fosfato 0.5 M (pH = 7.4) a temperatura ambiente. Se indica el potencial
al cual se inicia el barrido electroquimico (E;), el pico de electrodesorcion reductiva del tiol (EPD)
y el sentido del barrido electroquimico (flechas).

Como ya hemos mencionado, la desorcion reductiva s6lo permite detectar aquellas especies
capaces de transferir carga al sustrato de Au, es decir aquella fraccion de complejo que es
electroquimicamente activa. Sin embargo, para poder evaluar la eficiencia de los grupos
terminales (N y O donores) para inmovilizar AcCu y la influencia de la SAM en la transferencia
de carga, es necesario evaluar la totalidad de las especies de AcCu presentes. Para ello

recurriremos a medidas de XPS como técnica complementaria.

Evaluacion del cubrimiento de SAMs y AcCu por XPS. La Figura 5.13 muestra los espectros
del C 1s (a), S 2p (b) y Cu 2p (c) para el sistema AcCu-MUAM-Au(111). La sefial de S 2p se
puede ajustar con dos componentes, uno principal a ~162 eV correspondiente a especies tiolato y
uno minoritario a ~163 eV correspondiente a tiol libre. El espectro de C 1s presenta también
varias componentes. La curva verde puede ser asignada a las especies carboxilato provenientes
del ligando acetato del complejo mientras que la roja es asignada a C de las SAMs y del acetato.”®
77 Por otra parte la region del Cu 2p presenta un pico ancho a 933.4 eV y picos satélites a 942.5
eV, un espectro caracteristico de las especies de Cu(I).” Los resultados de cubrimiento de las
SAMs y AcCu obtenidos a partir del analisis de los espectros para cada sistema AcCu-SAM-

Au(111) se resumen en la Tabla 5.2.
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Figura 5.13: Espectros (a) C 1s y (b) S 2p y analisis de residuos para el sistema AcCu-MUAM-
Au(111). a) Para los espectros de C 1s de todas las muestras el pico entre 288.9-289.2 eV (curva
verde) fue asignado a especies O-C=0. Las curvas rojas y azules fueron asignadas a C y CO,
respectivamente. El espectro S 2p tiene dos componentes 162 eV (rojo) correspondiente a
especies tiolato y 163 eV (azul) tiol libre. (c) La region Cu 2p con sus correspondientes picos
satélites, indicando la presencia de Cu(Il). (d) Esquema de un arreglo compacto de AcCu (sombra
verde) sobre una red (V3xV3) R30 de tioles (rosa) sobre Au(111) (amarillo). En el esquema mas
grande se puede ver claramente la relacion Cu/S = 2/3 (teniendo en cuenta que cada complejo de
AcCu posee 2 iones Cu). En el esquema menor se muestra la situacion mas probable, donde el
complejo inmovilizado se encuentra centrado sobre el grupo terminal de uno de los tiolatos. En
este Ultimo caso también cada AcCu bloquea 3 tiolatos.

Comenzaremos evaluando los datos de cubrimiento (0) para cada una de las SAMs sobre
Au(111), en ausencia de AcCu. Para ello utilizaremos la sefial de S 2p a 162 eV (que corresponde
al tiolato) respecto a la del Au 4f, de acuerdo a la relacion S 2p(162)/Au 4f. Para las SAMs de
MUA y MUAM se obtiene Osay = 0.28. Este valor es levemente menor al obtenido para SAMs
compactas que forman redes V3xV3 R30 o ¢(4x2), 6 = 0.33. Esta diferencia ya ha sido observada
en otras SAMs de tioles con grupos terminales amino.” En el caso de las SAMs de MUA, un
estudio reciente demuestra que una pequeiia fraccidn de moléculas se encuentran en posicion
horizontal sobre el sustrato coexistiendo con moléculas las moléculas en la posicion vertical lo
cual, obviamente, resulta en una disminucion del cubrimiento.*® Para el caso de tioles cortos,
como ya hemos adelantado, las redes que se encuentran son mas diluidas y por ende su
cubrimiento es menor que en el caso de MUA, MUAM (0 = 0.28) y de las SAMs de alcanotioles

con grupo terminal CH; (6 = 0.33). Es importante destacar que los cubrimiento para estas SAMs
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de tioles pequefios determinados mediante XPS coinciden con los encontrados mediante las

curvas de electrodesorcién reductiva (Tabla 5.2).

Tiol Osam Cu/S Qcu/ pC.cm™
MBA 0.24 0.24 (0.48) 15.5(36)
MPA 0.28 0.17 (0.56) 19.5(42)
MUA 0.28 0.24 (0.56) 1.5(42)
PyS 0.21 0.11 (0.42) 6.3(31)
Cyst 0.23 0.26 (0.46) 14 (35)
MUAM 0.28 0.19 (0.56) 1.7(42)

Tabla 5.2: Columna 1: Tiol correspondiente a la SAM sobre la cual se inmovilizé en AcCu.
Columna 2: Ogay calculada a partir de la relacion S2p(162 eV)/Audf. Columna 3: Relacion Cu/S
calculada a partir de los datos de XPS. Los numeros entre paréntesis corresponden a la maxima
relacion posible considerando el cubrimiento experimental obtenido para cada SAM. Columna 4:
Densidad de carga de la cupla Cu(Il)/Cu(l) obtenida electroquimicamente para cada SAM; entre
paréntesis se indica la méxima carga esperada para un cubrimiento completo de AcCu sobre cada
SAM (calculados teniendo en cuenta el cubrimiento experimental hallado para cada SAM).

La relacion Cu/S nos da una medida directa del cubrimiento del complejo de AcCu (0accy)
sobre las SAMs. Si consideramos una SAM compacta (0 = 0.33), teniendo en cuenta las
dimensiones del complejo de AcCu® (Figura 5.10), se obtiene un 0x.c, = 1/3 (Figura 5.13d); es
decir, es posible acomodar de manera compacta 1 complejo cada 3 tiolatos presentes en la SAM.
Dado que cada AcCu tiene dos iones Cu(Il), para un cubrimiento total (100% eficiencia) de AcCu
sobre una SAM compacta, la relacion Cu/S medida por XPS deberia ser 2/3 (2 iones Cu(Il) cada 3
tiolatos). Sin embargo, la estimacion del maximo cubrimiento posible de AcCu sobre cada SAM
debe hacerse con el cubrimiento real (experimental) Osay, ya que este determina la verdadera
cantidad de sitios de coordinacion disponibles. En la Tabla 5.2 puede verse que los cubrimientos
de Cu(Il), Oc,, varian entre el 26% (para PyS) a 56% (para Cyst) respecto del maximo esperado
para cada una de las SAMs estudiadas. Esto implica que la eficiencia de inmovilizacion depende
fuertemente de la SAM que se emplea.

Finalmente estudiaremos la relacion COO/Cu la cual no da informacion sobre la integridad
del complejo de AcCu inmovilizado sobre la SAM. Para el AcCu la relacion COO/Cu = 2 (Figura
5.10). Comenzaremos analizando lo que sucede en las SAMs que también poseen grupos
terminales COQ. Si el complejo de AcCu se enlaza a la SAM mediante el desplazamiento de una
molécula de agua axial, la relacion esperada seria COO/Cu = 7/2; esto es: por cada complejo hay
4 COO y 2 Cu(Il) mas los 3 COO terminales de la SAM (recordemos que hay 1 complejo cada 3
tiolatos). Otra posibilidad seria que el complejo se adsorba sobre la SAM desplazando una

molécula de acetato, en ese caso la relacion esperada seria COO/Cu = 6/2. Este Gltimo caso se ha
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observado para complejos de acetato-Ru inmovilizados sobre SAMs con grupos terminales —
COO.* El valor experimental encontrado para las SAMs con grupos terminales COO es de 3.2,
un valor que no nos permite decidir cual mecanismo es mas probable aunque también existe la
posibilidad de que ambos ocurran simultineamente.

Para el caso de SAMs terminadas en N el valor esperado para el mecanismo de
desplazamiento de una molécula axial de agua seria de COO/Cu = 2 (no hay otras contribuciones
de COO). En esta SAMs el valor experimental es de 5.8. Esto permite suponer que el
desplazamiento de una molécula de agua axial del complejo es el mecanismo que opera en la
inmovilizacion, ya que si operara el desplazamiento de COO el valor esperado seria incluso
menor a 2. Sin embargo, el valor obtenido es muy superior al esperado. Este hecho podria deberse
a la adsorcion de COO libre (en equilibrio con el complejo) en los grupos amino terminales, tal

: -84
como ya ha sido demostrado.**

5.7 Influencia de la SAM (aromatica o alifatica) y el grupo donor (N o O) en
los procesos de transferencia de carga e inmovilizacion del complejo
AcCu.

La maxima carga esperada para la cupla Cu(Il)/Cu(l) para una arreglo compacto del
complejo AcCu sobre una SAM con 6 = 0.33 es de q¢, = 50 puC.cm™ (ver Figura 5.13d). Sin
embargo, como ya explicamos, dicho calculo debe realizarse considerando el cubrimiento de cada
SAM en particular (6sam) ya que la cantidad de grupos donores (para inmovilizar al complejo)
depende de dicho cubrimiento. Estos valores han sido calculados y figuran en la Tabla 5.2,
(columna 4, valores entre paréntesis). Los datos indican que para tioles pequefios (SAM de MPA,
espesor de h = 0.5 nm;* SAM de MBA, espesor de h = 0.78 nm* y SAM de Cyst, espesor de h =
0.48 nm®) los valores de qc, se encuentran en torno a 14/19 pC.cm™, esto implica entre un
40/50% de una monocapa completa de AcCu. Si se tiene en cuenta que los valores de 0,.c, sobre
estas SAMs es también un 40/50% (Tabla 5.2, columna 3) podemos concluir que practicamente
todas las especies de Cu(Il) inmovilizadas sobre estas SAMs son electroactivas y transfieren carga
con el sustrato de Au de manera eficiente. Esto es asi incluso en las SAMs de PyS, donde el
cubrimiento de AcCu es muy bajo (04.c, = 1/4), pero practicamente todas las especies transfieren
carga.

Por otro lado, la menor qc, encontrada corresponde a la SAM de MUA (h=1.9 nrn)87 a pesar
de que esta SAM es capaz de inmovilizar gran cantidad de iones Cu(Il), tal como muestran los
resultados de XPS (Tabla 5.2). Este hecho puede explicarse considerando que la probabilidad
tunel en este sistema disminuye marcadamente debido al mayor espesor de SAM. Como
consecuencia, solo una pequefia fraccion de los centros redox (5%) puede participar del proceso

de transferencia de carga. Ocurre lo mismo en las SAMs de MUAM (h = 1.75 nm),* donde por
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XPS se encuentra un cubrimiento de 0,.c, = 1/3, pero la carga detectada electroquimicamente es
de solo qc, = 1.7 pC.cm™ (Figura 5.11b).

Es posible concluir que la mejor actividad electroquimica del complejo inmovilizado se
alcanza para SAMs de tioles cortos tales como MPA, Cyst, MBA y PyS. En este ultimo caso sin
embargo la eficiencia para anclar al AcCu es marcadamente menor a los otros tioles. Este hecho
podria explicarse por la distinta afinidad para adsorber iones Cu(Il) que presenta el grupo
piridinico respecto del amino en tioles N terminados. La alta eficiencia para la transferencia de
carga de las SAMs de tioles pequefios también se observa cuando se estudia la transferencia de
carga desde el Cu(Il) del centro activo de la azurina inmovilizada sobre SAMs de alcanotioles de
distinto largo de cadena. En estos experimentos se demostrd que la constante de transferencia de
carga es practicamente independiente para tioles con menos de 8 o 9 atomos de C y que para
tioles mas largos existe un decaimiento exponencial de la misma con un factor
B =(1.03 £0.02)/n, siendo n el nmimero de atomos de C de la cadena hidrocarbonada del
alcanotiol.***° Otra conclusion importante es que a partir de nuestros resultados experimentales
no hay evidencias de que el comportamiento de transferencia de carga sea distinto entre SAMs de
tioles aromaticos y alifaticos, tal como se ha observado para otros centros redox inmovilizados
sobre SAMs en sustratos de Au.”' En efecto, para SAMs de tioles, es razonable esperar que el
principal mecanismo que opere en la transferencia de carga sea el de tunel, con lo cual el espesor
de la SAM es fundamental y no asi su naturaleza (alifatica o aromatica) ya que la resistencia a la
transferencia de carga aumenta exponencialmente a medida que se aleja el centro redox del
sustrato.”” Esto permite explicar lo que sucede para las SAMs de MUA y MUAM, las cuales
resultan ser las peores en la construccion de plataformas que implican transferencia de carga entre
el sustrato y el complejo.

En conclusién nuestros resultados demuestran que el proceso de transferencia de carga
depende fuertemente del espesor de la SAM pero resulta practicamente independiente de la
naturaleza del mismo (alifatico o aromatico) como asi también del donor presente en el grupo
terminal por el cual se enlaza el AcCu. Los resultados también demuestran que la eficiencia de la
inmovilizacion del AcCu por parte de los tioles que poseen O en los grupos terminales es mayor

respecto de los que poseen N.

5.8 Orientacion espacial de las especies de AcCu inmovilizadas sobre las
SAMs: construccion de estructuras supramoleculares.

Para estudiar la orientacion espacial que adquiere el AcCu inmovilizado en las SAMs hemos
recurrido a la construccion de otra capa de moléculas por sobre la capa del complejo. Para ello
utilizamos las moléculas de 4,4’-bipiridina (BiPy) las cuales tienen la capacidad de unirse a la

capa de AcCu y a su vez anclar una segunda capa de AcCu. Esto sélo seria posible si la
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orientacion espacial del complejo sobre la SAM es vertical lo que permite desplazar la segunda
molécula axial de agua del AcCu inmovilizado. En la Figura 5.14b se presenta un esquema de la

estructura supramolecular que pretendemos construir.

Figura 5.14: (a) Curva de j vs E para la cupla redox Cu(Il)/Cu(l) en el sistema AcCu-MBA-
Au(111) (rojo) y luego de construir la estructura supramolecular AcCu-BiPy-AcCu-MBA-
Au(111) (azul). Las medidas fueron realizadas a v =0.05 V.s™' en buffer fosfato 0.5 M (pH = 7.4).
Inset: Espectros de XPS de N 1s antes (rojo) y después (azul) de ensamblar la BiPy sobre la
primer capa de la estructura. (b) Esquema ideal de la estructura supramolecular generada.

Para construir esta estructura supramolecular hemos utilizado la SAM de MBA sobre
Au(111). Dicha eleccion se basa en: el buen cubrimiento de AcCu que presenta esta SAM, su
buena capacidad para la transferencia de carga y la estructura rigida que proporciona el anillo
aromatico (mayor interaccion lateral con moléculas vecinas). Por otra parte la eleccion de la BiPy
para inmovilizar la segunda capa se base en la posibilidad de formar una estructura aromatica
tridimensional (junto al MBA) que podria beneficiar la transferencia de cargas entre el AcCu mas
externo y sustrato de Au. La construccion del sistema AcCu-MBA-Au(111) fue realizada de
acuerdo al protocolo descripto previamente. Este sistema fue luego fue inmerso durante 12 horas
en una solucion etandlica 1 mM de BiPy. Posteriormente se procedié a un cuidadoso lavado con
etanol y finalmente al secado bajo corriente de N,. Las muestras asi preparadas fueron analizadas
mediante XPS. El inset de la Figura 5.14a muestra el espectro de XPS (region de N 1s) después
del ensamblado de la BiPy (curva azul). En el mismo puede observarse la presencia del N lo cual
evidencia que las moléculas de BiPy son capaces de adsorberse en este sistema. La posibilidad de
que las moléculas de BiPy se adsorbieran sobre los COO libres de la SAM de MBA fue
descartada mediante la realizacion de un blanco de MBA-Au(111) + BiPy donde no pudo
observarse la sefial de N 1s en el espectro XPS (inset Figura 5.14a, curva roja). Posteriormente la
estructura modificada con la capa de BiPy se colocd por 2 horas en la solucion acuosa 1 mM de

AcCu, con la intencion de generar la segunda capa de AcCu adsorbido (ver Figura 5.14b) y
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construir la estructura supramolecular AcCu-BiPy-AcCu-MBA-Au(111). Luego de varios lavados
la muestra fue colocada en la celda electroquimica y se determind la qc, para esta estructura.
Como puede verse en la Figura 5.14a, la densidad de carga qc, aumenta un 40% luego de
inmovilizar la segunda capa de AcCu (linea azul) con respecto a la primera (linea roja). El
aumento neto en qg, es de ~6 pC.cm™, un valor que coincide con el que hemos medido cuando se
inmoviliza el AcCu sobre SAMs de PyS lo cual es esperable dado que esta molécula como la
BiPy poseen grupos piridinicos disponibles para inmovilizar el AcCu.

Un punto interesante a discutir es que, a diferencia de lo ocurre para las SAMs de MUA y
MUAM, donde solo una fraccion muy pequefia de iones Cu(Il) adsorbidos son
electroquimicamente activos dada la longitud de la cadena hidrocarbonada, en el caso de la BiPy,
los iones Cu(Il) de la segunda capa del AcCu son capaces de transferir carga a pesar de
encontrarse a mas de 2 nm de la superficie de Au. Esto indica que la estructura supramolecular de
AcCu-BiPy-AcCu-MBA-Au(111) es capaz de conectar eléctricamente todos los centros redox
adsorbidos (de la primera y segunda capa) y transferir carga desde ambos complejos al sustrato de
Au. Esto no deberia sorprendernos ya que sabemos que la conductancia molecular de una
molécula de BiPy es 8 veces mayor a la de un ditiol alifatico de largo intermedio como el
hexanoditiol.”” En este caso es valido suponer que el mecanismo de transferencia de carga entre la
primera y segunda capa de la estructura supramolecular es distinto al que opera entre la primera
capay el sustrato de Au (tinel).

Respecto de las preguntas que nos formulamos para este sistema ya hemos sido capaces de
responder gran parte de ellas, en particular las referidas al proceso de transferencia de carga y
habilidad de los grupos terminales donores N y O para inmovilizar el AcCu. Sin embargo llama la
atencion que en las condiciones experimentales que hemos empleados no ha sido posible observar
la segunda cupla redox del complejo: Cu(I)/Cu(0). La generacion de Cu(0) sobre la SAM
permitiria fabricar contactos moleculares a partir de un proceso de metalizacion controlado. Dos
factores pueden ser los responsables de la ausencia de esta cupla en los voltamperogramas: 1) las
SAMs bloquean completamente la transferencia de un segundo electron desde el sustrato de Au a
los iones Cu(lIl), 2) la desorcion del tiol ocurre antes de poder transferir el segundo electron (el
potencial al cudl ocurre dicha transferencia es mas negativo que el potencial de electrodesorcion
de la SAM). Una estrategia para discernir cual de estos factores es el responsable de la ausencia
de la cupla mencionada es utilizar una plataforma en la cual las SAMs presentan mayor
estabilidad frente al proceso de desorcion reductiva del tiol. Esta condicion puede alcanzarse
utilizando los sustratos de Au nanoestructurado descriptos en el Capitulo 4 que presentan dicha
propiedad. En la siguiente seccion estudiaremos la inmovilizacion de AcCu sobre SAMs de tioles

ensambladas sobre Au nanoestructurado.
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5.9 SAMs de tioles sobre Au nanoestructurado: adsorcion especifica de AcCu.

La Figura 5.15 muestra el voltamperograma de AcCu adsorbido sobre Au nanoestructurado
(NSAu) en ausencia de SAM, registrado en buffer fosfato. La cupla redox Cu(II)/Cu(I) que hemos
discutido previamente aparece a potenciales entre 0.3/0.05 V mientras que otro proceso mas
irreversible tiene lugar a potenciales mas negativos. Dicho proceso corresponde a la cupla redox
Cu(l)/Cu(0), cuyos picos catdodico y anoddico se encuentran centrados en -1.0 V y -0.6 V
respectivamente, solapados con la reaccion de descarga de hidrégeno (HER). En este caso
podemos resaltar tres aspectos: 1) la carga anddica de la reaccion redox Cu(I)/Cu(0) es menor a la
carga catodica. Este resultado puede explicarse teniendo en cuenta que la reaccidon catddica se
encuentra solapada con la HER; 2) la carga involucrada en el proceso Cu(I)/Cu(0) es menor a la
del proceso Cu(Il)/Cu(I), esto se debe a que la ventana de potenciales que se puede utilizar se
encuentra limitada por la estabilidad del solvente y en la misma solo una fraccion de Cu(l) puede
ser reducido a Cu(0); 3) el proceso de reduccion de Cu(l) a Cu(0) comienza a E = -0.65 V, un
potencial al cual comienza la desorcion de la mayoria de las SAMs utilizadas sobre Au(111)
(Figura 5.12). Este ultimo punto es importante para comprender porque la cupla Cu(I)/Cu(0) no
pudo ser observada cuando el AcCu fue adsorbido sobre las distintas SAMs de tioles sobre

Au(111).

Figura 5.15: (a) Curva de j vs E para AcCu adsorbido sobre Au nanoestructurado (en ausencia de
SAM). (b) Panel izquierdo: curvas de electrodesorcion reductiva de SAMs sobre Au
nanoestructurado. Panel derecho: Voltamperometria ciclica de las cuplas Cu(Il)/Cu(l) y
Cu(I)/Cu(0) para AcCu inmovilizado sobre SAMs de PyS y MBA sobre Au nanoestructurado. Las
medidas fueron realizadas a v = 0.05 V.s™ en buffer fosfato 0.5 M (pH=17.4).
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La Figura 5.15b (panel izquierdo) muestra la curva de electrodesorcion reductiva para
SAMs de PyS y MBA sobre Au nanoestructurado. Tal como esperamos, de acuerdo a lo discutido
en el Capitulo 4, la estabilidad de las SAMs sobre estos sustratos es mayor que en Au(111) como
se comprueba comparando la Figura 5.15b (Au nanoestructurado) con la Figura 5.12 (Au(111)).
En el caso del Au(111) la desorcion de las SAMs ocurre en torno a E = -0.6/-0.8 V, mientras que
sobre Au nanoestructurado ocurre a partir de E = -1.2 V. Este aumento en la estabilidad de las
SAMs permite analizar la posibilidad de metalizarlas a partir de iones Cu(Il) inmovilizados sobre
las mismas. Sin embargo esto requiere que la transferencia de un segundo electron al Cu(Il) no
esté bloqueada por las SAMs.

Para estudiar esta posibilidad preparamos SAMs de MBA y PyS sobre Au nanoestructurado
las cuales fueron inmersas durante 12 horas en solucion acuosa 1 mM de AcCu. El incremento del
tiempo de inmersion respecto del utilizado para los sistemas SAMs-Au(111) esta relacionado con
la estructura porosa de estos sustratos nanoestructurados y tiene por objetivo garantizar que el
AcCu ha sido capaz de alcanzar toda la estructura del sustrato. Posteriormente los sustratos ya
modificados con el AcCu se polarizaron a -0.7 V (para PyS) y -0.75 V (para MBA) durante 10
minutos (Figura 5.15b, panel derecho). A estos potenciales no deberia ocurrir desorcion del tiol
sobre Au nanoestructurado (Figura 5.15b, panel izquierdo) y al menos una fraccioén de los iones
Cu(]) producidos en la primera region de potencial podrian ser reducidos a Cu(0), de acuerdo a la
Figura 5.15a. En la Figura 5.15b (panel derecho) se puede observar la sefial anddica
correspondiente al proceso de oxidacion de Cu(0) a Cu(l) precediendo el pico de la reaccion
Cu(I)/Cu(Il). Por lo tanto, este procedimiento electroquimico permitiria recubrir las SAMs de
tioles con cantidades controladas de Cu metalico utilizando superficies de Au nanoestructurado.
Una ventaja adicional de este procedimiento es que el complejo de AcCu utilizado como fuente
de Cu(Il) evita que dichos iones penetren por los defectos nanométricos de la SAM dado el gran
tamafio del complejo, como ya lo hemos demostramos utilizando SAMs de HT. La difusion de
iones Cu(Il) a través de defectos es uno de los problemas mas frecuentes en los procesos de
formacion de contactos moleculares y metalizacién de SAMs ya sea en fase liquida como en fase
gas.”

Sin embargo, la carga involucrada en el proceso de oxidacion de Cu(0)/Cu(l) es
considerablemente menor a la del proceso Cu(I)/Cu(Il). Esto se debe a que el potencial y tiempo
de reduccion (-0.7/-0.75 V, 10 minutos) sélo permiten generar una fraccion de Cu(0) a partir del
Cu(l) generado en el primer pico catddico. En otras palabras ni el potencial ni el tiempo de
reduccion permiten que todos los iones Cu(l) se reduzcan tal como se deduce del analisis de la
Figura 5.15a. Es importante destacar que el potencial de reduccion que hemos utilizado es el mas
negativo que permite metalizar el Cu (al menos parcialmente) preservando la integridad de la
SAM. En efecto si utilizaramos potenciales mas negativos aumentariamos la cantidad de iones

Cu(l) que se reducen a Cu(0) pero simultaneamente se desorberia parte de la SAM.
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Los sustratos de Au nanoestructurado parecen constituir plataformas interesantes para el
sensado de cationes metalicos, en particular para la deteccion de Cu(Il). En efecto, si se compara
la cantidad de AcCu adsorbido sobre una misma SAM pero ensamblada en sustratos de Au(111) y
en Au nanoestructurado, se observa que en estos tltimos la carga involucrada en la cupla redox
Cu(II)/Cu(I) es ~ 30 veces mayor. Este hecho se debe al aumento de area superficial del Au
nanoestructurado, tal como sefialamos en el Capitulo 4. La nanoestructuracion de la superficie de
Au también permite realizar medidas de espectroscopia Raman amplificada por superficies
(SERS) en estos sustratos debido a la presencia de plasmones superficiales. Abordaremos este

punto a continuacion.

5.10 Localizacion espacial mediante espectroscopia Raman amplificada por
superficies (SERS) de AcCu sobre SAMs mixtas en Au nanoestructurado.

Como describimos previamente, las SAMs de HT (grupo terminal metilo) resultan
ineficientes para inmovilizar el complejo AcCu (Figura 5.11b). Por el contrario hemos
demostrado que las SAMs con grupos terminales donores O y N (en especial O) son capaces de
adsorber especificamente el complejo de AcCu. Las medidas de SERS permiten localizar con
precision micrométrica las regiones ricas en Cu sobre sustratos de Au nanoestructurado
recubiertos con SAMs de tioles. En este sentido y con la idea de confirmar la importancia de los
grupos terminales de la SAM, hemos preparado SAMs mixtas de dos tioles (HT y MBA) que
presentan distinta capacidad para el anclaje de AcCu. A priori las regiones ricas en MBA también
deberian serlo en AcCu, no asi las regiones donde esta presente el HT en las que el AcCu deberia
estar ausente. Esta distribucion local de especies podria ser revelada a través de mapas de micro-
Raman.

Con el objeto de evaluar en forma simultidnea la presencia de las distintas especies sobre el
sustrato de Au nanoestructurado se seleccionaron distintas regiones espectrales, caracteristicas de
cada una de las especies. En el caso del MBA se utilizo la sefial Raman centrada a 1590 cm™
(Figura 5.16a) que es la banda mas intensa que presenta el espectro SERS de MBA y que ha sido
asignada al modo de vibracion vg, del anillo aromatico.”® Para el AcCu, se utilizaron las bandas
que se encuentran en la regién de 300 cm™ donde existen 5 modos de vibracién del complejo:
8(0-Cu-0) =223 y 234 cm™', §(Cu-Cu-0,,) = 254 cm™ (siendo O,, el correspondiente a una de las
moléculas de agua axiales), W(Cu-O,,) = 302 cm” y v(Cu-O) = 323 cm™.” En la Figura 5.16¢
puede verse el solapamiento de todos estos modos vibracionales que pueden ser asignados a la
presencia de AcCu.

En la Figura 5.16b y d se presentan los mapas (100x100 pm?) correspondientes a la
distribucion de MBA (rojo, Figura 5.16b) y AcCu (verde, Figura 5.16d), en la misma muestra y

region. Los mismos fueron realizados graficando la intensidad de las sefiales Raman antes
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mencionadas en funcion de la posicion en el sustrato. Estos mapas revelan la estrecha correlacion
que existe entre la distribucion de MBA y la del AcCu sobre la superficie de Au
nanoestructurado. Las regiones azules en el mapa de MBA corresponden a lugares donde el HT se
autoensambld sobre el sustrato y es evidente que en dichas regiones no hay AcCu adsorbido.
Estos resultados muestran la importancia del grupo terminal en los procesos de adsorcidon
especifica. Los mapas también permiten concluir que el MBA y el HT en SAMs mixtas se

segregan formando dominios claramente identificables en la superficie del Au.

Figura 5.16: (a) Modo Raman de vibracion del anillo aromatico vg, = 1590 cm’ del MBA. by
(d) Mapas SERS de 100x100 pm’ de la distribucion espacial de MBA (b) y AcCu (d) en SAMs
mixtas (HT y MBA) en Au nanoestructurado + AcCu. (c) Region de 300 cm™ donde varios modos
de vibraciéon Raman han sido reportados para AcCu.

Sin embargo para llegar a estas conclusiones es necesario realizar un cuidadoso andlisis de
los resultados. En primer lugar, los sustratos de Au nanoestructurado son intrinsecamente
inhomogéneos en cuanto a los factores de amplificacion de la sefial Raman. Esto podria implicar
que solo las regiones de mayor amplificacion SERS sean detectadas en las Figuras 5.18b y d. Para
descartar esta posibilidad, se midieron los blancos de Au nanoestructurado con MBA
autoensamblado (sin HT) y aunque los factores de amplificacion no fueron homogéneos, el MBA
pudo ser detectado en todo el sustrato. Esto implica que en la Figura 5.16b el mapa de
distribucion de MBA muestra el contenido real de esta molécula en la SAM mixta y por tanto las

regiones azules pueden ser asignadas a HT. Otro factor a tener en cuenta es la dependencia de los

Capitulo 5 103



factores de amplificacion SERS con la distancia entre la molécula y el sustrato. Podria ocurrir que
el AcCu se encuentre inmovilizado sobre HT a una distancia mayor del sustrato que en el caso del
MBA con lo cual su factor de amplificaciéon seria menor y por tanto podriamos no estar
detectandolo. Sin embargo, el espesor de ambas SAMs en muy similar: MBA 0.78 nm y HT 0.9
nm. Por lo tanto el AcCu inmovilizado en ambas SAMs deberia ser detectado con iguales o
similares factores de amplificacion.

Por lo tanto podemos concluir mediante el analisis de los mapas de SERS (utilizando
sustratos nanoestructurados de Au como plataformas) la importancia del grupo terminal en la
inmovilizacion de los complejos de Cu y la posibilidad de localizar estas especies en SAMs

mixtas con precision micrométrica.

5.11 Liberacion controlada electroquimicamente de especies de Cu.

Los ciclos voltamperométricos consecutivos de la cupla redox Cu(Il)/Cu(I), inmovilizada
sobre SAMs de PyS y Cyst en Au(111), muestran una pérdida continua de carga, indicando que
las especies de Cu son liberadas desde la interfaz SAM/electrolito hacia el seno del electrolito
(Figura 5.17a y b). Por el contrario, en SAMs con grupos terminales O como donor, tales como
MPA o MBA, la carga de la cupla Cu(Il)/Cu(I) se mantiene constante al menos durante los
primeros 10 ciclos. Este hecho demuestra que la interaccion N-Cu es mas débil que la interaccion
O-Cu.

De manera de evaluar si las especies liberadas corresponden a Cu(l), se aplico un potencial
de -0.25 V durante 10 minutos y se verifico una disminucion en la carga de la cupla redox
Cu(II)/Cu(I) respecto de la inicial. Por el contrario, experimentos control realizados a circuito
abierto muestran que la carga no se modifica en el tiempo (para tiempos similares a los que tardan
los 10 ciclos electroquimicos), es decir: no hay liberacion de Cu(Il) y la liberacion de Cu(l) es
inducida electroquimicamente, por lo que puede ser controlada.

La posibilidad de liberar especies de Cu(l) en forma controlada mediante ciclos
voltamperométricos ha sido utilizada recientemente por otros autores para catalizar reacciones en
superficies.”® La Figura 5.17c muestra la liberacion electroquimica controlada de Cu(I) desde los
sustratos de Au nanostructurados (NSAu) recubiertos con una SAM de PyS. Se puede observar
que esta SAM (con grupos terminales conteniendo N como donor) libera = 30% de la carga luego
de 10 ciclos voltamperométricos (Figura 17.d). Cabe destacar que bajo iguales condiciones
experimentales, las SAMs con grupos terminales conteniendo O muestran una pérdida de especies
de Cu de ~5% luego de 10 ciclos consecutivos.

En conclusion los sustratos nanoestructurados de Au son plataformas capaces de anclar

grandes cantidades de especies de Cu. Ademas es posible inducir electroquimicamente la
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liberacion controlada de especies Cu(I) cuando se utilizan SAMs con grupos terminales

conteniendo N.

Figura 5.17: Curvas sucesivas de j vs E para la cupla redox Cu(Il)/Cu(I) de AcCu inmovilizados
sobre SAMs de (a) Cyst y (b) PyS sobre Au (111). (c) Primeros 13 ciclos voltamperométricos
consecutivos de la cupla Cu(Il)/Cu(I) de AcCu inmovilizado sobre una SAM de PyS en Au
nanoestructurado. (d) Evolucion de la carga del pico anodico de la Figura ¢ en funcion del nimero
de ciclos. En todos los casos las condiciones utilizadas fueron: v =0.05 V.s™ en buffer fosfato 0.5
M (pH=17.4).

5.12 Conclusiones.

En el Capitulo 5 estudiamos el autoensamblado de tioles sobre Au focalizdndonos en
aspectos relacionados a la interaccion entre moléculas vecinas y la funcion del grupo terminal de
la SAM. De esta forma, y en conjunto con el Capitulo 4, describimos algunos de los aspectos mas
relevantes a tener en cuenta a la hora de proponer a este tipo de sistemas en aplicaciones
tecnologicas. Por mencionar algunas de ellas: la interaccion Au-S, el proceso de autoensamblado,
los mecanismos de degradacion de las SAMs, la interaccion entre moléculas vecinas que
determinan las estructuras superficiales formadas, la naturaleza del grupo terminal y su
selectividad y habilidad para transferir carga, la construcciéon de estructuras complejas

tridimensionales, etc.
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En particular, en la primera parte de este Capitulo, se estudio el autoensamblado de una
nueva cianina (CNN) tiolada sobre superficies de Au(111) y nanoparticulas de Au (AuNPs): la
influencia de la interaccion m-m entre moléculas de CNN y como las mismas determinan el

mecanismo y naturaleza de las especies adsorbidas.’’

Algunas de las conclusiones mas
importantes al respecto son:

- Las moléculas de CNN se encuentran quimisorbidas sobre los sustratos de Au mediante
un enlace tiolato. Sin embargo, las especies adsorbidas no son solamente moléculas aisladas
(monomeros) sino también agregados (de tipo J), aunque los mismos estan presentes en muy baja
concentracion (en comparacion a los monémeros) en la solucion de incubacion. El proceso de
agregacion no ocurre en la superficie (a partir de mondmeros adsorbidos) sino mediante un
proceso de autoensamblado selectivo de los J-agregados. Dicho mecanismo da cuenta de la
importancia de las interacciones m-n de estos sistemas que introducen una barrera energética que
no es posible sortear de manera de optimizar el enlace S-Au. Por otro lado, la adsorcion de J-
agregados implica la generacion de doble cantidad de enlaces tiolatos (respecto de la adsorcion de
mondmeros) lo cual también contribuye a estabilizar dicho sistema.

- La adsorcién de J-agregados sobre AuNPs también ocurre mediante un enlace tiolato. La
fuerte interaccion n-n entre las moléculas de CNN en los J-agregados impide que los mismos sean
desorganizados incluso cuando se refuerza el enlace Au-S en la superficie de las AuNPs, las
cuales poseen gran cantidad de defectos donde el enlace tiolato es mas fuerte.

- Los tioles alifaticos (como el hexanotiol, HT) son eficientes agentes de dilucion
superficial. Es posible controlar la cantidad de CNN ensamblada sobre la superficie de Au(111)
mediante la relacion HT/CNN utilizada en la solucion de incubacion.

Complementariamente, en la segunda parte de este Capitulo se abordaron problematicas
relacionadas a la naturaleza del grupo terminal de la SAM vy su influencia en la inmovilizacion y
posterior liberaciéon de complejos de cationes metalicos, la construccion de estructuras
moleculares tridimensionales y la habilidad de las plataformas de Au nanoestructuradas para
metalizar las SAMs electroquimicamente. A continuacion se detallan cada uno de estos puntos:

- Es posible inmovilizar mediante adsorcion especifica complejos de AcCu sobre SAMs de
tioles alifaticos y aromaticos con grupos terminales donores O y N. Los tioles mas pequefios
permiten transferir carga entre el sustrato de Au y los iones Cu(Il) independientemente de su
caracter alifatico o aromatico y de la naturaleza del grupo terminal lo cual concuerda con una
transferencia de carga tipo tunel donde el espesor de la SAM es el factor determinante.
Consecuentemente, en SAMs de tioles largos solo una pequefia fraccion de iones Cu(Il) son
electroquimicamente activos.

- La eficiencia del grupo terminal de la SAM en el proceso de inmovilizacion varia entre un
26% y un 56% de una monocapa compacta de AcCu, siendo en general los grupos terminales O

mas eficientes que los N. Por otro parte también demostramos que productos secundarios (Cu
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libre, acetato) son también inmovilizados en la SAM y que los mismos no pueden ser removidos
facilmente lo que demuestra la dificultad de controlar la quimica superficial en la nanoescala.

- La orientacién preferencial de los complejos de AcCu inmovilizados sobre la SAM
demuestra que esta estrategia simple y sencilla permite la preparacion de estructuras moleculares
tridimensionales. Hemos construido una estructura supramolecular utilizando moléculas de 4-4°
bipiridina como nexo entre una primea y una segunda capa de AcCu, siendo esta ltima capaz de
transferir carga con el sustrato.

- Es posible alcanzar un incremento notable (~30 veces) en la captura de iones Cu cuando
se utilizan sustratos de Au nanoestructurados. Estos sustratos permiten ademas mediante SERS la
localizacion espacial (con precision micrométrica) de iones Cu sobre SAMs mixtas con distintos
grupos terminales. Ademas, debido a la mayor estabilidad frente a los procesos de
electrodesorcion de las SAMs sobre estos sustratos es posible reducir una fraccion de iones Cu(Il)
a Cu(0). Este ultimo resultado sugiere que el aumento de estabilidad en la interaccion SAM-
sustrato permitiria realizar procesos de metalizacion (con control electroquimico) de Cu sobre las
SAMs.

- Por ultimo, también fue demostrada la posibilidad de liberar electroquimicamente de
forma controlada especies de Cu desde las SAMs con grupos terminales nitrogenados, ya sea

desde sustratos de Au(111) o Au nanoestructurado.
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Capitulo 6

Plataformas Plasmonicas Bimetalicas

6.1 Sustratos plasmonicos ordenados: nanocavidades metalicas.

Tal como se ha sefialado en la Introduccion del presente trabajo de Tesis, una vision
simplificada de la composicion de un sensor seria la de una plataforma sobre la que se soporta un
elemento de reconocimiento que genera una sefial medible (eléctrica, Optica, mecanica, térmica,
etc.) sensible al analito que se desea detectar. En los capitulos anteriores nos centramos en un
aspecto fundamental para la construccion de dispositivos de sensado utilizando autoensamblados
moleculares quimisorbidos como base estructural activa o pasiva de los elementos de
reconocimiento. También estudiamos ya distintos aspectos sobre la deteccion de sefiales eléctricas
y formas de optimizarla: utilizando plataformas nanoestructuradas para aumentar los limites de
deteccion, controlando molecularmente el espesor de las SAMs y aumentando la estabilidad
electroquimica de las mismas, etc. En el presente capitulo nos centraremos en la deteccion de
sefales Opticas como método ultrasensible para el reconocimiento de especies. Para esto
utilizaremos las propiedades plasmoénicas de sustratos nanoestructurados, capaces de amplificar
varios 6rdenes de magnitud las sefiales de ciertos métodos espectroscopicos.

En este sentido y para los objetivos propuestos anteriormente, la Espectroscopia Raman
Amplificada por Superficies (SERS) resulta una técnica sumamente importante ya que combina
las posibilidades de identificacion molecular y deteccion ultrasensible (alcanzando niveles de
moléculas individuales). Es por ello que en los ultimos afios se han propuesto muchas estrategias
para potenciar las aplicaciones de SERS.'’ Los principales aspectos de estos desarrollos han

estado centrados en alcanzar concentraciones moleculares muy pequeas con alta especificidad y
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precision analitica, la deteccion y estudio de pocas moléculas e incluso de moléculas tnicas y el
entendimiento de los procesos fundamentales que acontecen en SERS y en plasmdnica, entre
otros.

Existen dos efectos responsables de la amplificacion de la sefial Raman en SERS: el efecto
electromagnético (EM) y el efecto quimico. El primero de ellos (EM) surge como consecuencia
directa de las propiedades plasmonicas del sistema y es el mas importante y estudiado.® En cuanto
al segundo, si bien ha sido objeto de amplia discusion todavia no existe un acuerdo sobre su
origen a nivel molecular (al igual que su alcance) existiendo al respecto varias teorias o modelos.”
" Por este motivo, en las aplicaciones y desarrollos de SERS el abordaje mas frecuente se realiza
desde las propiedades plasmonicas (EM) del sustrato SERS utilizado. De esta forma, la
potencialidad de la deteccion optica en SERS depende casi exclusivamente de las propiedades
plasmoénicas de la plataforma metalica que se utilice. En este sentido, el material (metal) de
fabricacion de los sustratos SERS activos esta limitado por las constantes opticas del mismo (por
este motivo los mas utilizados son Au y Ag) que junto a la nanoestructuracion de la plataforma
determinan sus propiedades plasmoénicas (ver Apéndice A).> ® En general, un sustrato SERS
activo puede resultar atractivo para afrontar ciertas problematicas, pero no otras. Tipicamente, los
sustratos que presentan mayores factores de amplificacion SERS, carecen de reproducibilidad y
de la posibilidad de controlar los pardmetros que generan la respuesta SERS.'*'® Por otro lado, los
sustratos que presentan mayor reproducibilidad en el disefio superficial a nivel de su
nanoestructuracion, poseen factores de amplificacion mas pequefios aunque igualmente
significativos.*> 7 Por lo tanto, si los objetivos estan centrados en la bisqueda de aplicaciones
analiticas y en el correcto entendimiento de los procesos que tienen lugar en la deteccion SERS,
aquellos sustratos con alta reproducibilidad, homogeneidad y estables (quimica y
superficialmente) en el tiempo son los deseados.

Uno de los sustratos que cumple con las caracteristicas antes mencionadas esta constituido
por los arreglos ordenados de nanocavidades metalicas desarrollados por el grupo del Dr. P.

Bartlett y cuyas propiedades pticas han sido extensamente estudiadas.'” >

(Esquema 6.1). Los
factores de amplificacion estimados de estos sustratos se encuentran en el orden de 10°-107,
presentan gran reproducibilidad, son estables, homogéneos y otorgan la posibilidad de controlar
experimentalmente una serie de parametros (diametro y altura de la cavidad) de manera de
modular su respuesta plasmonica.***

Es posible realizar una descripcion cualitativa que permite interpretar la respuesta
plasmonica de las nanocavidades metdlicas en funcion de la contribucion de dos tipos de
polaritones plasmonicos superficiales (SPPs) los cuales determinan sus propiedades plasmonicas:
de tipo-Mie 6 localizados (LSPPs) y de tipo-Bragg 6 propagantes (PSPPs). Los primeros pueden

aproximarse como la solucion electromagnética al problema de la luz dispersada por una cavidad
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esférica rodeada por un medio metalico infinito.'"® ** Los otros (PSSPs) son generados como
resultado de la ruptura de la invariancia traslacional producto de la nanoestructuracion periodica
del sustrato, lo cual posibilita el acoplamiento de los PSSPs con la luz (conservacion simultanea

de momento y energia).® >’

Esquema 6.1. Nanocavidades de Au SERS activas mostrando los polaritones plasmoénicos
superficiales (SPPs) presentes en esta estructura, (d) diametro de la cavidad, (e) espesor de la capa
de Au, (h) altura de la cavidad expresada como una fracciéon del didmetro (h = e/d). Gréfico
extraido de Kelf et al.*

En la ultima década, se han realizado distintos estudios tedricos con el objetivo de
comprender las propiedades Opticas de estos sistemas y de esta forma predecir el comportamiento
de los SPPs. Cabe destacar que es posible contrastar las predicciones tedricas con los resultados
experimentales, ya que los SPPs pueden medirse mediante la reflectividad optica de estos
sustratos. Desde el punto de vista experimental también se ha estudiado la distribucion espacial de
los SPPs mediante microscopia de barrido de campo cercano (SNOM),” los factores de
amplificacion en SERS de estos sustratos,” etc. Respecto de las aplicaciones de estas plataformas
SERS activas pueden mencionarse: el estudio electroquimico in situ de cuplas redox,”’ la

. .y, . , . . ey, 28-2
determinacién de mutaciones genéticas en secuenciacion de ADN,**?

medidas del pH superficial
en tiempo real,” entre otras.

Un problema central en el desarrollo de sustratos SERS activos (nanocavidades u otros) esta
vinculado en la adecuada seleccion del material de fabricacion. Como mencionamos
anteriormente Au y Ag son los metales mas utilizados para la fabricacion de plataformas SERS
debido a sus excelentes propiedades opticas. Sin embargo mientras que los sustratos de Au
pueden ser nanoestructurados por métodos sencillos, con alta homogeneidad y calidad y son
quimica, mecénica y estructuralmente estables, los sustratos de Ag, que presentan factores de

amplificacion significativamente mayores, son dificiles de nanoestructurar y presentan una

calidad relativamente baja. Esto se debe a la mayor movilidad superficial de los dtomos de Ag
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comparados con los de Au a temperatura ambiente lo cual implica una mayor inestabilidad de las
nanoestructuras. Ademas este metal presenta mayor reactividad quimica lo cual lo torna
incompatible con diversos medios electroliticos, situacién que no se presenta en el caso del Au.
La fabricacidon de superficies nanoestructuradas de Au ha sido extensamente explorada en el
campo de la nanociencia y nanotecnologia (como por ejemplo los sustratos del Capitulo 4).

La literatura también presenta ejemplos de fabricacion de sustratos SERS activos de otros
metales o la combinacion de mas de un metal.”’”* Sin lugar a dudas dentro de este grupo se
destacan los sustratos bimetalicos de Au-Ag. En este sentido se ha observado que los factores de
amplificacion correspondientes a las plataformas bimetalicas varian (respecto de las de Au y Ag
por separado) dependiendo del tipo de nanoestructura utilizada: superficies nanoporosas,**™’
nanoparticulas y nanotubos tipo “core-shell”**’ mezclas de nanoparticulas de Au y Ag
inmovilizadas sobre superficies metélicas,’® heterodimeros Au-Ag,” etc.

A pesar los desarrollos experimentales realizados en la preparacion de plataformas
bimetalicas para sistemas de deteccion basados en SERS, en muy pocos de ellos es posible
controlar el espesor del segundo metal incorporado a nivel del nandémetro, en particular en los
sistemas de nanomateriales core-shell o superficies porosas SERS activas. En este contexto,
existen varios métodos fisicos/quimicos que permiten el depdsito de peliculas metdlicas
ultradelgadas.®” Los métodos electroquimicos son particularmente atractivos ya que permiten
realizar depésitos metalicos de manera sencilla y controlada.** Mediante estas técnicas es posible
electrodepositar exactamente 1 monocapa o 2 capas atomicas de un determinado metal sobre otro
mediante la aplicacion de potencial (deposito a sub-potenciales, UPD). Esta técnica implica la
electrodeposicion de un metal sobre un sustrato de otro metal a potenciales mas positivos que los
que predice la ecuacion de Nernst para el depdsito masivo (depésito a sobrepotenciales, OPD).*!
El proceso de UPD acontece debido a que la interaccion adatomo — sustrato (metal 2 — metal 1) es
mas fuerte que la interaccion adatomo — adatomo (metal 2 — metal 2). El mecanismo del deposito
a sub-potenciales ha sido extensamente explorado utilizando distintas técnicas de caracterizacion

. 4244
de superficies.

En particular, el deposito de Ag UPD sobre Au(111) se considera un sistema
modelo para el estudio de procesos de UPD. En este sistema experimental es posible depositar
exactamente 1 o 2 monocapas de Ag sobre Au de acuerdo a la ventana de potenciales
seleccionada.”*” De esta forma se puede controlar a nivel atdmico el espesor del segundo metal
depositado sobre el sustrato de Au.

La preparacion de sustratos SERS activos mediante UPD de una monocapa metalica sobre
otro sustrato metalico y la influencia que dicha monocapa ejerce en los factores de amplificacion
de la sefial Raman han sido objeto de estudio en distintos sistemas experimentales. Asi por

ejemplo el espectro SERS de haluros adsorbidos sobre una monocapa de Ag o Cu depositada a

UPD sobre superficies de Au rugoso muestra el doble de intensidad que la sefial correspondiente
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al Au rugoso sin modificar.*® Por otra parte la sefial SERS de la piridina disminuye cuando se
deposita una monocapa de Pb sobre superficies rugosas de Ag o Cu.* Recientemente también ha
sido mostrado que moléculas de rodamina adsorbida sobre sustratos de Ag(UPD)-Au(rugoso)
presentan mayor sefial SERS respecto del mismo sustrato sin Ag.® También se ha reportado la
inexistencia de plasmones superficiales capaces de amplificar la sefial Raman en el sistema
Ag(UPD)-Pt(rugoso).”’ A pesar de estos resultados experimentales, no ha sido posible explicar el
origen microscopico de este efecto de amplificacion: ;se debe a una modificacion en las
condiciones de resonancia plasmonica de los sustratos y/o a una modificacion de los SPPs, y por
lo tanto es de origen EM?, o bien ,jtiene un origen quimico relacionado a la interfaz molécula-
sustrato?.

En este Capitulo tratamos de unificar todos los conceptos vertidos en esta Introduccion para
resolver, entre otros, este ultimo interrogante. De esta forma utilizamos como método optico de
deteccion ultrasensible la espectroscopia Raman amplificada por superficies (SERS) y como
plataforma oOptica nanocavidades metalicas con arreglo hexagonal compacto. Con el objetivo de
mejorar los limites de deteccion de las mismas (mayor amplificacion), estas se fabrican utilizando
Au como sustrato (debido a las ventajas ya mencionadas que presenta este material) pero son
luego modificadas con distintos espesores de Ag mediante UPD (1 monocapa) y OPD (10 y 100
monocapas). Esto permite generar capas de Ag ultradelgadas, limpias, renovables y de espesor
controlado utilizando una técnica sencilla y accesible a cualquier laboratorio de quimica como es
la electrodeposicion. Esta metodologia surge como una posibilidad atractiva que combina las
ventajas de ambos metales (estabilidad de Au y amplificacion de Ag) en su utilizacién como
plataformas SERS activas. A diferencia de los ejemplos antes mencionados que emplean
monocapas de Ag sobre superficies rugosas de Au, los sustratos de nanocavidades Au presentan
una contribucion electromagnética (EM) a la amplificacion de la sefial Raman conocida y en
principio definida (plasmones). Por lo tanto es posible estudiar la influencia del depdsito de Ag
sobre EM y cual es la contribucion real del efecto quimico. En este Capitulo describimos el
método de preparacion de los sustratos y los caracterizamos estructuralmente mediante STM y
SEM vy opticamente a través de su reflectividad. Demostramos que es posible preparar sustratos
de alta calidad con factores de amplificacion semejantes a estructuras de Ag con este
procedimiento. Finalmente realizamos un estudio detallado de la respuesta SERS de estos
sustratos en funciéon de la longitud de onda y la altura de las cavidades utilizando 4-
mercaptopiridina (PyS) como molécula sonda no resonante (Esquema 6.2) y para la cual ya

hemos estudiado las condiciones 6ptimas de autoensamblado en el Capitulo 4.
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Esquema 6.2. Nanocavidades metdlicas ordenadas sin/con electrodepdsito de Ag y respuesta
Raman (SERS) para moléculas de PyS adsorbidas en cada una de las estructuras.

6.2 Fabricacion de nanocavidades de Au y posterior electrodeposito
ultradelgado de Ag.

Fabricacion de nanocavidades de Au. Los sustratos son fabricados mediante un
procedimiento que comprende 3 etapas. Primeramente se realiza un autoensamblado hexagonal
compacto de nanoesferas de poliestireno de 500 nm de diametro sobre una pelicula de Au. El
patréon generado por las nanoesferas se utiliza como un molde sobre la cual electrodepositamos
Au para finalmente realizar la remocion de las nanoesferas generando el patron de
nanocavidades."’

Brevemente, una solucion acuosa 1% de nanoesferas es colocada (~10 pl) en una celda
formada por: un sustrato de vidrio cubierto con una pelicula de Au que ha sido modificada con
una SAM de cisteamina (Cyst), un cubreobjetos y paredes de 300 um de alto de parafilm segun se
muestra en el Esquema 6.3. La SAM de Cyst tiene como objetivo exponer los grupos amino
terminales cargados positivamente (al pH de trabajo) de manera de tal de facilitar la interaccion
electrostatica con las esferas que se encuentran cargadas negativamente y el solvente acuoso
(polar). La evaporacion controlada (temperatura y humedad,~15° C y 25% respectivamente) del
agua de la solucion de nanoesferas y su tension superficial son las responsables del
autoensamblado en un ordenamiento hexagonal compacto sobre la SAM de Cyst en el sustrato de
Au (Esquema 6.3).

El patron (“template”) generado por el arreglo hexagonal de nanoesferas se coloca en una
celda electroquimica convencional de 3 electrodos para ser empleado como electrodo de trabajo.
El sistema se completa con una malla de Pt de alta area como contraelectrodo y un electrodo de
Ag/AgCl como referencia. Como bafio de electrodeposicion se utiliza una solucion comercial
conteniendo iones Au (ver Capitulo 2 para mas detalles). Durante el proceso, el Au se deposita en

los espacios presentes entre las nanoesferas no conductoras de poliestireno. La Figura 6.1a
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muestra la respuesta tipica de corriente vs tiempo (i vs t) a potencial (E = -0.83 V) constante para

este sistema.

Esquema 6.3. Autoensamblado de esferas de poliestireno sobre el sustrato de Au-Cyst para
generar luego, mediante electrodeposito, el molde de las nanocavidades metalicas ordenadas.

Es posible identificar diferentes regiones a lo largo del electrodepdsito (Figura 6.1a): en
primer lugar se polariza el electrodo y se forma la doble capa electroquimica, luego tiene lugar el
proceso de nucleacion de los primeros sitios del electrodeposito (sobre la pelicula de Au) y
finalmente el deposito metalico comienza a crecer rellenando los intersticios que dejan las esferas
de poliestireno. El minimo valor absoluto de corriente durante el proceso de electrodeposicion
indica que se ha alcanzado la mitad del didmetro (d/2) de las esferas (la cantidad de Au
electrodepositada a d/2 es minima dado que las esferas estan practicamente en contacto a esa
altura y el intersticio entre ellas es minimo); a partir de alli el electrodepoésito sigue por encima de
d/2 y la corriente (en valor absoluto) aumenta nuevamente. Es posible entonces controlando el
tiempo y velocidad de electrodeposicion en el bafio de Au regular con buena precision la altura de
dichas cavidades.

Finalmente, las esferas de poliestireno son removidas sonicando por 3 minutos en
dimetilformamida. La Figura 6.1a muestra las imagenes de SEM obtenidas para distintas alturas
de cavidades de Au (distintos tiempo de electrodepdsito). Como puede observarse el método
permite obtener arreglos hexagonales de nanocavidades muy bien definidas en superficies de Au
de ~1cm’® (Figura 6.1b).>* Por ultimo, en la Figura 6.1c se muestra una imagen 3D de STM donde
pueden observarse ademas de las nanocavidades el grano de tamafio nanométrico que compone la
estructura del electrodepdsito de Au. Cabe destacar que los intentos realizados con el fin de
obtener nanocavidades de Ag mediante procedimientos similares generan estructuras con gran

cantidad de defectos y menor orden.
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Figura 6.1. a) Curva de corriente vs tiempo del electrodepdsito de Au sobre el molde de
nanoesferas de poliestireno (el desposito de Au se realiza a potencial constante en una solucion de
deposito comercial). Sobre la curva se muestran imagenes de SEM de nanocavidades de altura
variable dependiendo el tiempo de electrodeposito. b) Imagen de SEM de ~lcm® del sustrato
mostrando el orden de amplio alcance de las nanocavidades. ¢) Imagen 3D de STM de 2x2 pm’
de nanocavidades de Au de 500 nm de diametro.

Electrodeposito de peliculas ultradelgadas de Ag sobre el sustrato de Au con
nanocavidades. El primer paso para la fabricacion de las plataformas bimetalicas de Ag-Au con
distintos espesores de Ag requiere la evaluacion del area real del sustrato de Au, que en nuestro
caso contiene las nanocavidades. Este dato es imprescindible para determinar qué cantidad exacta
de Ag debemos electrodepositar para alcanzar los espesores equivalentes a 1 (UPD), 10 o 100
(OPD) capas atomicas (Figura 6.3a) teniendo en cuenta que la densidad de carga involucrada en el

depbsito de una monocapa de Ag es q = 0.22 mC/cm’.

Como ya describimos en el Capitulo 4, el area real de los sustratos de Au se puede evaluar
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con precision mediante voltamperometria de acuerdo a procedimientos ya descriptos en la
literatura.” Para ello se utiliz6 una celda convencional de tres electrodos, empleando como
electrodo de trabajo el sustrato de Au con las nanocavidades, una lamina de Pt como contra
electrodo y un electrodo de calomel saturado (ECS) como referencia conteniendo 0.5 M H,SO,
como electrolito. A continuacion se aplico una rampa triangular de potencial de -0.20 a 1.60 V a
0.1 V.s™ registrandose el voltamperograma correspondiente (Figura 6.2a, curva negra). A partir de
la carga (Q) involucrada en el pico de reduccion de la monocapa de 6xido de oro (sombreado en
negro en la Figura 6.2a) es posible estimar el area real del sustrato (A) considerando que la misma
involucra una densidad de carga q = 0.44 mC/cm” (Figura 6.2a), de acuerdo a A = Q/q. Notar que
en este caso la densidad de carga es el doble respecto de la Ag, ya que en el caso del Au el

proceso redox involucra 2 electrones mientras que en la Ag es solo 1.

Figura 6.2. a) Voltamperometria ciclica de nanocavidades de Au en 0.5 M H,SO4 av=0.1 V.s™.
Area sombreada: electroreduccion de monocapa de 6xido de Au. b) Primer ciclo en sentido
anodico del sustrato modificado con 100 capas de Ag. Area sombreada: Stripping anédico de 100
capas de Agav=0.01 V.s" en 0.5 M H,SO,.

Los depositos de Ag sobre el sustrato de Au con nanocavidades fueron realizados
electroquimicamente a partir de una solucion acuosa 5x10* M Ag,SO, + 1 M H,SO, en una celda
electroquimica convencional de tres electrodos utilizando una lamina de Pt como contraelectrodo
y un alambre de Ag como electrodo de referencia. El electrodepdsito se realizd a potencial
constante. Para la eleccion de dicho potencial es necesario conocer el perfil de corriente vs
potencial (i vs E) para el deposito de Ag sobre la cavidades en nuestras condiciones
experimentales. En la Figura 6.3b, en dicho perfil i vs E, es posible distinguir las regiones de OPD
y UPD (linea punteada roja). Como explicamos anteriormente, en la region de UPD
(subpotenciales) ocurre el deposito sucesivo de 1y 2 capas atomicas de Ag sobre Au.*® Estimando
mediante el area real del sustrato de Au determinada previamente la cantidad de Ag necesaria

para depositar 1 monocapa de Ag se selecciona (en la region de UPD) el potencial al cual solo la
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primera capa es depositada (ver linea verde en la Figura 6.3b). Para los depdsitos de 10 y 100
capas de Ag, se trabaja en la region de sobrepotenciales (OPD), seleccionando un potencial
(tipicamente E = -0.05 V) y luego monitoreando la evolucién de i vs t se detiene el proceso
cuando la carga de Ag depositada alcance la calculada para 10 o 100 capas. A diferencia del
proceso de UPD, donde la cantidad de Ag depositada en el equilibrio no puede exceder la que fija
el potencial del interfaz (de fracciones de monocapa a 2 monocapas dependiendo de E), la
deposicion a OPD ocurre fuera del equilibrio y la cantidad de Ag que se deposita debe ser
controlada continuamente mediante la integracion de la curva i vs t hasta alcanzar el valor
deseado.

La morfologia del sustrato recubierto por los distintos depodsitos de Ag (1, 10 o 100 capas)
se caracterizd6 mediante SEM (Figura 6.3c), observando en todos los casos que el patron de

nanocavidades de Au permanece inalterado luego del electrodepdsito del segundo metal.

Figura 6.3. a) Esquema del depdsito de Ag sobre los moldes de nanocavidades de Au. b) Perfil de
densidad de corriente vs potencial para las nanocavidades de Au en 5x10* M Ag,SO, + 1 M
H,SO, a v = 0.01 V.s' entre E, = 0.65 V y E, = -0.005 V. Dos regiones pueden distinguirse
(separadas por la linea punteada roja): la del depdsito de Ag a subpotenciales, UPD (E>0V)ya
sobrepotenciales, OPD (E < 0 V). El depésito de 1 capa de Ag se realiza barriendo entre E,= 0.65
V y E. = 0.05 V (linea punteada verde). Se muestran los potenciales de los picos caracteristicos
del deposito de Ag sobre Au en ambas regiones. ¢) Imagenes de SEM de nanocavidades de h =
0.2 (izquierda) y h = 0.6 (derecha) con cantidades variables de Ag.

Una ventaja muy importante del sistema bimetalico Ag-Au es que las capas de Ag pueden
ser removidas de la plataforma de Au utilizando un sistema experimental electroquimico igual al
descripto para la evaluacion del area real de Au. En la Figura 6.2b se muestra un ejemplo para el

caso de la remocion de 100 capas de Ag (sombreado azul). La integracion de la corriente del pico
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centrado a 0.49 V, asociado a la oxidacion de Ag (Figura 6.2b), nos permite confirmar que la
cantidad de Ag que habia sido electrodepositada es la esperada. Luego de este procedimiento de
limpieza, la superficie recupera la respuesta i vs E de la plataforma de Au de partida. Hemos
podido comprobar que una misma plataforma sometida 10 veces a este procedimiento
(electrodepdsito/remocidon) no presenta cambios en su morfologia (SEM) ni en su respuesta
electroquimica (Figura 6.4). Esto demuestra la posibilidad de reutilizar estos sustratos renovando

las capas ultradelgadas de Ag.

Figura 6.4. Imagenes de SEM del sustrato de nanocavidades de Au antes (superiores) y después
(inferiores) de realizar 10 ciclos sucesivos de depdsito/remocion de capas de Ag.
Voltamperogramas del sustrato de nanocavidades de Au en H,SO, antes y después de los 10
ciclos sucesivos de deposito/remocion de capas de Ag.

6.3 Respuesta plasmonica de los sustratos bimetalicos.

Tal como se mencioné anteriormente y se muestra en el Esquema 6.1, existen dos
contribuciones plasmonicas importantes en este tipo de nanoestructuras periddicas. Dentro de una
cavidad (en azul) se genera el polariton plasmonico de superficie localizado 6 plasmén de Mie;
mientras que sobre la superficie plana entre las cavidades de la nanoestructura (en rojo), podemos
encontrar al polariton plasmonico de superficie propagante 6 plasmon de Bragg. Estos plasmones
tienen distintas propiedades y no necesariamente coexisten en las nanoestructuras de cavidades
metalicas, ya que dependen de la altura que tengan las mismas. Por ejemplo, para cavidades de h
< 0.2, los plasmones de Mie son muy débiles (dado que la cavidad no se encuentra conformada
como tal), para 0.4 <h < 0.6 la superficie plana entre cavidades se separa en pequefios triangulos
(menores a la longitud de onda de la luz incidente) que impiden la propagacion de los plasmones

de Bragg, etc.
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Una de las formas mas sencillas de evaluar experimentalmente las propiedades plasmonicas
de estos sustratos SERS activos es mediante medidas de reflectividad, donde una absorcion
implica la presencia de un modo SPPs. En esta seccion realizaremos un analisis de la reflectividad
de los sustratos de nanocavidades de Au modificados con Ag. En lo que sigue denominaremos:
Au (nanocavidades de Au), Aut+1Ag (sustratos modificados con una monocapa de Ag), Au+10Ag
(sustratos modificados con 10 capas de Ag) y Au+100Ag (sustratos modificados con 100 capas de
Ag). Las medidas de reflectividad sobre estos sustratos fueron realizadas en un elipsometro de
angulo variable Wollam WVASE32.

En la Figura 6.5 (superior) se muestra el mapa de intensidad de reflectividades para los
sustratos de nanocavidades de Au de 500 nm. Los mismos fueron tomados utilizando luz de
polarizacion S, con un angulo de incidencia de 25y cubriendo la region espectral de 500 a 1000
nm con pasos de 5 nm (eje horizontal) en funcion de la altura (h) de las cavidades (eje vertical).
Para graficar la intensidad de las reflectividades se utilizd una escala logaritmica de colores,
donde el color rojo representa un minimo en la reflectividad (R = 0) y el color blanco un maximo
en la reflectividad (R = 1). De aqui que la regiones en rojo se corresponden con las presencia de
SSPs. Las curvas son guias para el ojo e identifican las absorciones Opticas calculadas/medidas
para estos sistemas.”””' Los modos 'P., 'D., 'D_ corresponden a SPPs de Mie para distintos
valores de /, m en la solucion de los esféricos arménicos Y-, (ver Capitulo 3 para mayores
detalles). El modo INT estd asociado a una region donde se ha identificado una excitacion
relacionada al acoplamiento entre cavidades vecinas.”' Por otro lado, los SPPs de Bragg pueden
observarse para h < 0.4 y son mds intensos cuando la luz tiene polarizacion P, por lo tanto, en la
Figura 6.5 no se observan ya que en las medidas presentadas se utilizo luz de polarizacion S.
Estos resultados coinciden con los informados por otros grupos demostrando la reproducibilidad
de fabricacion de estos sustratos. Para mayores detalles sobre el comportamiento plasménico de

. . . . 7 52
estos sistemas se recomienda consultar la Tesis del Dr. Nicolas Tognalli.’
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Figura 6.5. Mapas de intensidad de reflectividades (R) para nanocavidades de Au de 500 nm de
diametro (superior) y nanocavidades de Au+100Ag (inferior). Los mapas de colores muestran la
variacion de R en funcion de la altura de la cavidad (variable de 0 a 1, expresada como una
fraccion del diametro) y de la energia incidente. Se utiliz6 una escala logaritmica de colores con R
= 1 (maxima reflectividad, blanco) y R = 0 (minima reflectividad, rojo). Por lo tanto, los procesos
de absorcion de luz estan presentes en las zonas rojas del mapa. En el panel superior se presentan
(como guias para el 0jo), distintos modos plasmoénicos encontrados para estos sustratos de
acuerdo a la asignacion realizada por Kelf et al."”?°

Para los sustratos AutlAg y Au+l10Ag los mapas de reflectividad son practicamente
indistinguibles del correspondiente a las cavidades de Au (Figura 6.5 superior), lo que permite
suponer a priori que los depdsitos mas delgados de Ag no tienen influencia en las propiedades
plasmoénicas del sustrato. Sin embargo, los sustratos Aut100Ag conservan en general una
respuesta similar a los sustratos de Au y modos SPPs similares, aunque existen leves
modificaciones en el mapa de reflectividades evidenciados por la aparicion de nuevas zonas de
absorcion en distintas partes del mismo (Figura 6.5, inferior), especialmente para cavidades de h >
0.6 y en la region azul-verde del espectro (SPPs de Mie). Estos cambios pueden interpretarse
como un corrimiento al azul de los modos SPPs.® Ambos metales Au y Ag tienen respuestas
dieléctricas similares en la region roja del espectro (A > 650 nm), bien descriptas por un modelo

tipo Drude. Sin embargo, en la region azul del espectro el Au sufre una atenuacion en la

excitacion plasmonica como consecuencia de una gran absorcion asociada a transiciones
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electronicas interbanda (ver Apéndice A para mas detalles). De esta forma, la Ag, tiene un
comportamiento plasmoénico superior al Au y por lo tanto, de las medidas de reflectividad,
podemos interpretar que los sustratos Au+100Ag tienen un comportamiento plasmonico similar al
de estructuras de Ag bulk, mientras que los sustratos de Au, AutlAg y Aut+l10Ag tienen un
comportamiento similar entre ellos (Au bulk). Es importante resaltar para las discusiones
posteriores que, en estos ultimos 3 casos (Au, Au+1Ag y Au+10Ag) y como puede observarse en
la Figura 6.5 superior, no existen estados plasménicos en las regiones comprendidas por: 600 nm
<A <700 nmy 0.5 <h < 0.6 como asi tampoco para la region de 600 nm <Ay h<0.2.

En lo que sigue utilizaremos estas plataformas para la deteccion ultrasensible de moléculas

mediante espectroscopia Raman amplificada de superficies (SERS).

6.4 Ensamblado de SAMs de PyS sobre sustratos bimetalicos.

La respuesta SERS de los sustratos de Au y los modificados con 1, 10 y 100 capas de Ag es
evaluada utilizando PyS como molécula sonda. La eleccion de esta molécula esta relacionada a:
1) su buena seccion eficaz Raman, 2) la posibilidad de formar monocapas densas a través del
autoensamblado molecular y que el cubrimiento méximo alcance un valor similar sobre ambos
metales (independizarse de la cantidad de moléculas), 3) el conocimiento adquirido previamente
(Capitulo 4) sobre las condiciones dptimas del ensamblado y estabilidad de las SAMs de PyS, 4)
debido a que la molécula sonda (PyS) no presenta absorciones en la region espectral de trabajo
(500 nm < A > 800 nm), esto implica que la respuesta SERS puede ser atribuida unicamente a las
modificaciones introducidas en la plataforma metalica sin contribuciones adicionales de la

molécula (tal como resonancias electronicas, etc), ver Figura 6.6.

Figura 6.6. Espectro UV-visible de una solucion acuosa 6 x 10° M de PySH.
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Las SAMs de PyS fueron preparadas siguiendo el procedimiento descripto en el Capitulo 4.
De esta forma, los sustratos fueron inmersos en soluciones acuosas 1x10° M de PySH por 10
minutos y luego sometidos a varios lavados con agua Milli-Q. El cubrimiento fue controlado

mediante técnicas de electrodesorcion reductiva y XPS tal como ha sido descripto previamente.

6.5 Respuesta SERS de los sustratos bimetalicos.

Las experiencias Raman fueron llevadas a cabo utilizando un espectrémetro triple Jobin-
Yvon T64000 operando en modo sustractivo y acoplado a una CCD enfriada con N, liquido. Las
excitaciones fueron realizadas utilizando un laser Ar-Kr (especificamente, 514.5, 530.2, 647.1 y
676.2 nm) y 3 longitudes de onda del laser continuo Ti-Zafiro sintonizadas entre 690 y 1080 nm.
Los espectros que se muestran fueron adquiridos en tiempos de 15 segundos con una potencia del
laser de 20 mW y un angulo de incidencia de 25° utilizando un spot circular de 30 pm de
diametro.

La Figura 6.7 presenta los espectros SERS de una SAM de PyS adsorbida sobre los sustratos
de nanocavidades de Au, Aut+1Ag, Aut+10Ag, Au+100Ag. En los paneles superiores se presentan
los espectros obtenidos utilizando el laser verde de 514.5 nm mientras que en el inferior se
presentan los espectros obtenidos con el laser rojo de 676.2 nm. Estos dos laseres permiten tener
un panorama completo de lo que sucede en ambas regiones del espectro y son representativos de
la respuesta general del sistema en dichas regiones (para 500 nm < A < 600 nm y 600 nm
<A <800 nm). Por otra parte, en los paneles de la izquierda (superior e inferior) se presentan los
espectros obtenidos para cavidades con h = 0.2 y en los de la derecha para h = 0.6. En cada uno de
los paneles se presentan los espectros Raman en funcion de la cantidad de Ag depositada en las
nanocavidades; de abajo hacia arriba de Au hasta Aut100Ag, respectivamente (los espectros
fueron desplazados verticalmente para una mejor visualizacion).

Para el analisis de la respuesta SERS de los distintos sustratos nos centraremos en la region
de 1100 cm™ del espectro Raman de PyS. Para las nanocavidades de Au, el espectro SERS de PyS
presenta dos bandas principales a 1004 cm™ y 1095 cm™ (Figura 6.7). Estas bandas han sido
asignadas a vibraciones correspondientes al estiramientos C-C del anillo aromatico.™ Al depositar
una monocapa de Ag (Aut+1Ag), dichos modos sufren un corrimiento al azul centrandose en 1012
cm’ y 1101 ecm™ respectivamente. Ademas, se observa la aparicion de una nueva banda a 1068
cm’, la cuél ha sido asignada al estiramiento C-H.>* El depdsito posterior de 10 y 100 capas de
Ag origina un ablandamiento de dichos modos, centrandose ahora en: 1008 cm™, 1063 cm™ y
1098 cm™' respectivamente, alcanzando energias intermedias entre los sustratos de Au y Au+1Ag.
El endurecimiento de los modos vibracionales de PyS al pasar de sustratos de Au a sustratos de

Ag ya ha sido observado por otros autores.” El endurecimiento adicional (mayor corrimiento al
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azul) de los modos de PyS en el caso de Aut1Ag podria estar relacionado a la mayor energia de
enlace (mayor interaccion) de las SAMs de tioles sobre Ag(UPD) respecto del Au o Ag.** ¢
Sin embargo la diferencia més importante que presentan los espectros SERS de PyS sobre los
sustratos de nanocavidades con cantidades variables de Ag, es la fuerte variacion de las
intensidades. Este hecho esta estrictamente relacionado con los limites de deteccion de estos

sustratos y abordaremos este punto central a continuacion.

Figura 6.7. Espectros Raman de PyS adquiridos con el laser de 514.5 nm (paneles superiores) y
de 676.2 nm (paneles inferiores) utilizando nanocavidades de h = 0.2 (paneles izquierdos) y h =
0.6 (paneles derechos) con cantidades variables de Ag: Au (negra), Au+lAg (roja), Au+10Ag
(verde) y Aut+100Ag (azul). Los espectros fueron desplazados verticalmente para una mejor
visualizacion.

Para el caso de espectros SERS de PyS adquiridos utilizando el laser de 514.5 nm (Figura
6.7, paneles superiores) practicamente no se detecta sefial (bajo las condiciones utilizadas) cuando
las nanocavidades de Au, Au+1Ag y Au+10Ag son utilizadas como sustratos plasmoénicos. Por
otro lado, el espectro SERS de PyS es claramente detectado en el sustrato de Aut100Ag. Este
puede explicarse en términos de la modificacion de la respuesta dieléctrica del sustrato cuando
100 capas de Ag (~30 nm) son depositadas. En efecto, teniendo en cuenta que la profundidad de
penetracion de la luz en Ag bulk es de ~30 nm, los sustratos Au+100Ag se comportan de manera
similar a sustratos de Ag masivos en cuanto a su respuesta plasmonica. Esto concuerda con las
conclusiones de la seccion anterior a través del analisis de los mapas de reflectividad y de la

respuesta plasmonica de estos sustratos.
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Cuando se utiliza el laser de 676.2 nm el comportamiento es mucho mas complejo (Figura
6.7, paneles inferiores). En primer lugar se observa el espectro SERS de PyS para las
nanocavidades de Au, independientemente de la altura de las mismas (h = 0.2 y h = 0.6). De
acuerdo a los mapas de reflectividad (Figura 6.5), para esta energia y altura de cavidades
mostradas, no hay resonancia con ningin modo plasmoénico de las cavidades. De esta forma, este
comportamiento podria ser explicado parcialmente mediante las propiedades plasmonicas del Au
considerando un acoplamiento no resonante con alguno de los modos plasmoénicos. Volveremos
sobre este punto mas adelante. En segundo lugar se puede observar una fuerte amplificacion de la
seflal cuando se deposita solamente una monocapa de Ag (Aut+lAg) para ambas alturas de
nanocavidades. Esta amplificacion es importante: 20 veces mas (respecto de las cavidades de Au)
para h = 0.2 y de 6 veces para h = 0.6. Este importante incremento de la intensidad del espectro
Raman es atenuado cuando se depositan 10 capas de Ag (Aut10Ag) y recuperado nuevamente
con el depodsito de 100 capas de Ag. En la Figura 6.8 se resumen estos hechos graficando la
variacion de intensidad de la banda a ~ 1100 cm” en funciéon del nimero de capas de Ag
depositadas para ambas alturas de cavidades (h = 0.2 cuadrados y h = 0.6 circulos) utilizando el

laser de 676.2 nm.

Figura 6.8. Intensidad Raman correspondiente al modo de ~1100 cm™ de PyS en funcién del
numero de capas de Ag depositadas para nanocavidades de altura h = 0.2 (cuadrados) y h = 0.6
(circulos) utilizando el laser de 676.2 nm. La linea punteada es una guia para el ojo para
demostrar el comportamiento global observado.

La Figura 6.8 resume el comportamiento descripto: la intensificacion de la sefial Raman para
el caso AutlAg, su disminucion para el depdsito de 10 capas de Ag y la recuperacion de la
intensidad para el caso Autl100Ag. Este ultimo hecho es concordante con la aparicion de
plasmones similares a los de Ag bulk, tal como fue descripto para el caso del laser a 514.5 nm y
corrobora la idea de construir estructuras plasmonicas de Ag a partir del electrodepdsito sobre

moldes de Au. Finalmente, debemos explicar el comportamiento anémalo observado de la sefial
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Raman en los casos de AutlAg y Aut+10Ag y sobre este punto trabajaremos en lo que resta de
esta Capitulo. Es importante destacar nuevamente que los cubrimientos de PyS son similares para
todos los casos estudiados, lo cual permite descartar en principio que sea el nimero de moléculas

abarcadas por el volumen focal el causante de dicho efecto.

6.6 Desacoplamiento de los efectos electromagnético y “quimico” en SERS.

En la Figura 6.9 se muestra la variacién en la intensidad SERS de la banda a ~1100 cm™ del
espectro de PyS en funcion de la longitud de onda del laser incidente para cada uno de los
sustratos empleados. En este caso se selecciond la cavidad de altura h = 0.6 con la intenciéon de
minimizar la influencia de los plasmones de las nanocavidades en la region de energias estudiadas
(514.5 nm < A > 770 nm) y de esta forma poder desacoplar la respuesta plasmonica con otro tipo
de efecto que pueda estar presente en este sistema. Cabe destacar que los resultados obtenidos
fueron similares cuando se utilizaron cavidades de h = 0.2. Tal como hemos discutido en la
Introduccion de este Capitulo, se sabe que una monocapa de Ag es incapaz de generar una
oscilacion colectiva de electrones superficiales.”’ En este sentido, el efecto que hemos observado
para el caso de PyS sobre AutlAg podria estar asociado a otro efecto, distinto al
electromagnético. Como hemos mencionado una de las ventajas de utilizar estos sustratos
ordenados con respuesta plasmoénica definida es la posibilidad de desacoplar efectos plasménicos

de otros que puedan estar presentes en el sistema.

Figura 6.9. Intensidad Raman del modo a ~ 1100 cm™ de PyS en funcién de la energia del laser
incidente utilizando nanocavidades de h = 0.6 de Au (negra), Au+1Ag (roja), Au+10Ag (verde) y
Au+100Ag (azul). Los ajustes Lorenzianos son guias para el ojo. En lineas punteadas se muestran
las energias a las cuales aparecen los modos plasménicos 'P, y 'D para cavidades de h = 0.6 y el
valor de energia para la resonancia de transferencia de carga molécula-metal (HOMO-Fermi).
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Volvamos nuevamente a la Figura 6.9 para un analisis mas detallado de estos resultados. En
primer lugar se observa claramente la presencia de una resonancia Raman centrada en 650-700
nm, una region de energias donde no hay presencia de modos plasmoénicos, independientemente
de la cantidad de Ag depositada (Figura 6.5). En efecto, el maximo de esta “nueva” resonancia se
encuentra alejado de los modos plasmoénicos 'P. y 'D (mostrados en la Figura 6.9) como asi
también de la transicion HOMO-LUMO en la molécula de PyS (reflejado en la absorcion optica
de la Figura 6.6), la cual se encuentra centrada en 330 nm. En segundo lugar, el comportamiento
de la variacion de la intensidad Raman en funcién de las capas de Ag depositadas a lo largo de
todo el rango de energias estudiadas sigue un perfil similar al mostrado en la Figura 6.8 para el
caso de A = 676.2 nm. Esta evidencia permite afirmar que el fendmeno observado es
practicamente independiente de la longitud de onda del laser incidente en el rango de energias
estudiadas. En tercer lugar es importante resaltar que en la mayoria de los casos el maximo de la
resonancia se encuentra cercano al laser de A = 676.2 nm, pero sin embargo para el caso Aut+1Ag
existe un corrimiento al azul de la resonancia Raman (marcado con una flecha en la Figura 6.9).

Los resultados precedentes indican claramente la presencia de una nueva resonancia en el
proceso Raman para todos los sustratos modificados con PyS. Dicha resonancia esta ausente en la
molécula y en el arreglo de nanocavidades por separados y es producto del conjunto de ambas:
PyS+(Aut+xAg), con x=0, 1, 10 y 100. Ademas, hay evidencia de un efecto adicional a nivel de la
interaccion electronica para el caso de Au+l1Ag, que origina el aumento relativo de la seccion
eficaz Raman en ese caso (Figura 6.8) y el corrimiento de la resonancia respecto de los otros
sustratos. Este tipo resonancias Raman y cambios a nivel electronico, que originan variaciones en
la intensidad y posicion de las bandas en los espectros Raman, son identificados en la literatura
como efecto “quimico” en SERS."

Antes de abordar con mayor detalle y desde un punto de vista cuantitativo el efecto
“quimico” presente para todos los sustratos (tal como muestra la Figura 6.9), aunque
particularmente intenso el caso Au+1Ag, es necesario entender porque existe una disminucion de
la intensidad Raman en el espectro de PyS en el caso Autl0Ag. Como se menciond
anteriormente en el caso de las plataformas de Au y Au+100Ag, la respuesta plasmonica podria
asimilarse a la de los sustratos de Au 'y Ag bulk respectivamente, siendo mucho mas intensa en el
caso de la Ag debido a que no presenta transiciones interbanda que atenfien su respuesta
plasmonica. En el caso de 10 capas de Ag, las moléculas de PyS se encuentran adsorbidas sobre
atomos superficiales de Ag cuya estructura electronica es practicamente idéntica a los de Ag bulk
(la influencia de la estructura electronica del Au estad completamente apantallada por las 10 capas
de Ag). Este hecho se puede evidenciar en los corrimientos Raman del espectro de PyS (Figura
6.7), los cuales son idénticos para los casos Au+10Ag y Aut+100Ag. Por otro lado la respuesta

plasmoénica de los sustratos Au+10Ag deberia ser similar a los sustratos de Au, ya que la
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profundidad de penetraciéon de la luz para estructuras de Agesde ~ 30 nm,* siendo que los
depositos de 10 capas de Ag tienen un espesor de solo ~ 3 nm. Es decir, en estos sustratos no esta
presente el efecto “quimico” evidenciado para el caso AutlAg y tampoco estan presentes los
plasmones de Ag bulk dado que el espesor de penetracion de la luz en Ag es mucho mayor que

los ~ 3 nm de Ag de estos sistemas. Estos dos efectos conjuntos permiten explicar porque la
intensidad del espectro Raman de PyS disminuye para el caso de Autl0Ag comparado con

AutlAgy Aut+100Ag.

6.7 Efecto “quimico” en SERS: ;Qué sucede a nivel microscopico?.

Hasta el momento entonces hemos evidenciado la presencia de dos efectos diferentes
causantes de la amplificacion de la sefial Raman dependiendo de la cantidad de Ag depositada: un
primer efecto de tipo “quimico”, maximo para el caso de una monocapa de Ag y que actua
acoplado con la respuesta plasmoénica del Au de las nanocavidades y un segundo efecto centrado
en las mejores propiedades plasmonicas de las estructuras tipo Ag bulk (Au+100Ag) que también
estan acompaifiadas por una pequefia contribucion quimica de las moléculas de PyS sobre Ag
(Figura 6.9).” Coexistiendo con ambos efectos hemos detectado la presencia de una nueva
resonancia presumiblemente relacionada a la estructura electronica de la PyS wunida
covalentemente a las estructuras metalicas de Au y Ag. En lo que sigue de este Capitulo nos
centraremos en tratar de entender y explicar el origen y alcance del efecto “quimico” y de esta
resonancia.

Desde un punto de vista microscopico el entendimiento del efecto “quimico” en SERS es
incierto atn. En la literatura existe un gran debate sobre su posible origen y alcance y varios
modelos tedricos han sido propuestos para tratar de explicar este efecto sin que exista actualmente
evidencia experimental que permita contrastarlos.” ''""> Por otra parte, desde un punto de vista
experimental, distintos comportamientos observados en diversos sistemas se han atribuido
“cualitativamente” al efecto quimico.”® De esta forma, la conexion entre teoria y experimentos es
necesaria para poder explicar que sucede microscopicamente.

Los modelos teodricos planteados para el efecto “quimico” estan basados en diversos
fenémenos: la transferencia de carga resonante entre el metal y la molécula,” la presencia de
adatomos superficiales,'' la modulacién de la polarizabilidad'? y la separacion electron-hueco y
generacion de especies anionicas en la interfaz,”” entre otros. El primero de los modelos,
propuesto por Persson (transferencia de carga),’ retne varios de los aspectos béasicos presentes en
los otros modelos y permite una evaluacion cuantitativa de la respuesta SERS mediante el calculo
de la seccién eficaz Raman diferencial. Otro modelo més reciente de Persson (polarizabilidad)'

tiene sus bases en el primer modelo de transferencia de carga y se aplica a un grupo reducido de

134 Capitulo 6



moléculas. El modelo de Otto (addtomos)'' fue planteado en los comienzos del descubrimiento
del efecto SERS, cuando solo las superficies de Auy Ag rugosas se utilizaban como plataformas
plasmonicas. Sin embargo, este modelo es incapaz de explicar el efecto “quimico” observado en
muchos otros sustratos SERS activos empleados hoy en dia tales como plataformas con patrones
ordenados, nanoparticulas, etc. El modelo reciente de Otto (electron-hueco)"” también se basa en
superficies rugosas defectuosas y lo tanto tiene una aplicacion limitada. Por estos motivos
utilizaremos el modelo mas amplio y general de transferencia de carga resonante propuesto por
Persson para tratar de explicar el efecto observado experimentalmente en nuestra plataforma
bimetalica (Au +xAg).

El modelo teodrico de Persson plantea la posibilidad de una transferencia de carga resonante
entre la molécula y la superficie metalica. Brevemente, un haz de fotones (de energia de algunos
eV) incide en el sistema metal-molécula. Uno de esos fotones puede dispersar un electron desde
un nivel por debajo del nivel de Fermi a un nivel por encima del nivel de Fermi. Esta excitacion
de transferencia de carga resulta en un cambio en el potencial eléctrico de la molécula el cual
induce una relajacion estructural de la misma. El electron excitado puede entonces retornar al
nivel desde el cual fue excitado (ocupando ese hueco) y emitiendo un foton. Dicho fotén puede
tener la misma energia que el foton incidente si la molécula culmina en un estado vibracional
fundamental (dispersion Rayleigh). Sin embargo, debido a la relajacion nuclear antes mencionada,
hay una probabilidad finita de que la molécula termine en un estado vibracional excitado. En este
caso, el foton emitido tendra una energia menor respecto de la del foton incidente y tendremos
entonces un proceso de dispersion Raman. Existe también la posibilidad de que el electron
excitado se desexcite mediante algin canal no radiativo, como por ejemplo interacciones
Couldémbicas con otros pares de electrones-huecos. Estos procesos de interaccion del sistema
metal-molécula con el foton incidente y posteriores procesos de relajacion estan descriptos por el

. . . . 9
siguiente Hamiltoniano:

H=[£,(0)—edE.1n, + Y gicic, + ) (Vya'c, +he) +hQb b+ Hy, (1)
k k

donde Qes el desplazamiento asociado a un modo vibracional de la molécula y ¢,(Q)es la
energia del orbital molecular ‘a> calculado para un Q fijo. Por otro lado, c,f (c; ) es el operador
de creacion (aniquilacion) que crean (aniquilan) un electron con energia &, en la superficie
metélica mientras que a” (a) es el operador correspondiente al orbital molecular. V.. describe el

“salto” del electron entre la molécula y el metal. #Q es la energia vibracional y 5" (b) es el

operador de creacion (aniquilacion) para los estados vibracionales. Los ultimos dos términos son
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las energias asociadas a los grados de libertad vibracional y electromagnético respectivamente. El

acoplamiento entre la molécula y el campo eléctrico externo estd dado por el término edE, donde
7, es el operador numérico a*a y d es la distancia efectiva. Este término representa el trabajo
hecho en contra del campo eléctrico externo e inducido ( £, ) al mover un electron desde el orbital
‘a> hacia la superficie metalica. De esta forma, la distancia d implica el camino recorrido por el

electron desde el orbital molecular hasta los estados involucrados en la transferencia de carga por
parte del metal, o sea, aquellos estados que también son responsables de la energia de Fermi y de
la respuesta electrostatica. A partir de la expresion del Hamiltoniano se puede realizar una

expansion de primer orden de ¢,(Q) entorno a Q 0

£(Q~e, 0+, 00 ()

a partir de aqui, planteando teoria de perturbaciones (H =~ H, +V) y utilizando la regla de oro de
Fermi, se puede llegar a la expresion de la seccién eficaz Raman diferencial:’

14 2
Zg:z (ed)* |z, (0G(@,0)[ [n=1/0[n=0)" (3

donde e es la carga del electron y d es la distancia efectiva incluida en el modelo para dar cuenta

del cambio en el potencial electrostatico entre la posicion del centro de carga del orbital ‘a> yel
plano imagen dado por la superficie metalica. Como sefialamos anteriormente (ecuacion 2), ¢! (0)

es la primera derivada de la energia del orbital ‘a> respecto de la coordenada de desplazamiento
0. <n=1‘Q‘n=O> es el elemento de matriz del operador desplazamiento Q entre el estado

vibracional fundamental |1 =0) y el primer estado excitado |n =1). Por tltimo, G(@,w') es una
expresion integrada que depende de las frecuencias de los fotones incidentes (w), dispersados

(') y la relacion entre ellos (w— @' = Q) segun:’
Gw,0)=A(-0',—0)+ A(w,0")+ A(—Q, &) + A(-Q—-w) + A(0,Q) + A(—w', Q) (EY)

siendo A4:

T T (") i (")
Alw,0") = Idgpa(g) J.dg'p”—.x J.dg" Pa
o EF -

&' —e+hw 3 € —etho' —iy
0 EF ’ EF ”
[dep, (&) [der——LE) [ e PulE) (5)
kA S Ee—¢g+ho-iy - e-&"+ho' —iy
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donde p,(&)es la densidad de estados proyectada sobre el orbital molecular ‘a> , caracterizada

por un ancho a media altura de ¥ .

A partir del modelo descripto y de las ecuaciones (1-5) puede observarse que la seccion
eficaz Raman (ecuacion 3) depende principalmente de los siguientes tres factores: i) la magnitud

con la cuél un determinado modo vibracional modula los estados electronicos, dado por &/ (0); ii)

los términos resonantes que involucran el laser y los fotones dispersados y las transiciones entre

los niveles electronicos moleculares y metalicos, dados por la funcion G(w,®")y iii) la distancia

efectiva d entre la molécula y el plano imagen del metal. Este ultimo término es consecuencia de
la energia adicional requerida para transferir un electrén de la molécula al metal (o viceversa)
dada la variacion de cargas generadas en la superficie del metal.

Llegado este punto entonces trataremos de evaluar cuantitativamente el efecto “quimico” de
nuestro sistema experimental [PyS(Au+xAg)] a partir del modelo tedrico de Persson. Para esto, se
realizaron calculos mediante teoria funcional de las densidades (DFT) de: los estados electronicos
del sistema, la estructura de la molécula sobre cada una de las superficies y las energias
vibracionales para cada uno de los casos estudiados (Au, Aut+lAg, Au+10Ag y Aut100Ag). A
partir de estos parametros sera posible evaluar la seccion eficaz Raman (ecuacion 3) para cada

sistema y de esta forma compararlos con los obtenidos experimentalmente.

6.8 Calculos tedricos de la respuesta SERS: evaluacion de los parametros del
modelo de Persson para el efecto “quimico”.

Los calculos sobre los parametros involucrados en el modelo de Persson fueron realizados
por la Dra. Pilar Carro (Universidad de La Laguna, Espafia) y los Dres. Alexander Hernandez-
Nieves, Gonzalo Usaj y Carlos Balseiro (Instituto Balseiro-CAB, Bariloche). En todos los casos
se utilizaron superficies metalicas sin reconstruir de orientacion preferencial (111) con las
moléculas de PyS en configuracion \3xV3 R30° y con condiciones de contorno periodicas. Como
seflalamos en el Capitulo 4, la adsorcion de PyS en sustratos de Au(111) no induce reconstruccion
de la superficie tal como si ocurre para otros tioles sobre las superficies de Au(111) y Ag(111).”*
% Esta red ha sido utilizada recientemente en el modelado del comportamiento de PyS en otros
sistemas bimetalicos (Pd-Au).** La configuracién de la molécula, en cada uno de los casos, se
determin6 mediante calculos de optimizacidon de la energia. En el caso de los sustratos de Au , la
configuracion mas estable es la adsorcion en un sitio “bridge” (levemente corrida hacia un sitio
fce) y con un angulo de inclinacion de 27° (respecto de la normal al sustrato). En el caso de los
sustratos de Ag UPD y OPD la molécula adquiere una posicion vertical y adsorbida en sitios fcc.

Estos resultados se resumen en la Tabla 6.1.
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Sustrato Vertical-fcc Inclinada-bridge
Au -1.35 -1.41
Aut+lAg -1.87 -1.78
Ag -1.70 -1.62

Tabla 6.1. Energias de adsorcion (eV) para SAMs de PyS en \3xV3 R30° (0 = 0.33) sobre
sustratos (111) de Au, Au-Ag y Ag. En rojo se indican los valores de energia y de inclinacion de
las moléculas mas favorables.

En la Figura 6.10 se presenta la densidad de estados electrénicos (DOS) en funcién de la
energia, calculada para tres sistemas: Au-PyS (superior), Au+lAg-PyS (medio) y Ag-PyS
(inferior). Es importante resaltar que el caso Ag-PyS representa la estructura electronica de los
sustratos Au+10Ag y Au+100Ag, ya que como explicamos anteriormente con 10 capas de Ag la
estructura electronica del Au se encuentra totalmente apantallada (los corrimientos Raman en el
espectro de PyS son completamente idénticos en ambos casos, Figura 6.7). El nivel de Fermi esta
definido como el estado a E = 0 eV. En cada uno de los paneles se muestran: la densidad de
estados totales (DOS total, azul) y la densidad de estados proyectada para la molécula (DOS de la
molécula, verde). Como puede verse hay una variacion en la densidad de estados en cada caso
producto de los cambios introducidos por la composicion de la superficie. De esta forma por
ejemplo, las estructuras intensas a baja energia (~2 eV paraAuy ~ 3 eV para Ag) provienen
principalmente de contribuciones de estados electronicos d de cada uno de los metales y son los
responsables del color rojo/amarillo para el caso del Au y blanco para la Ag. Para el caso del Au,
tanto en la DOS total como en la parcial de la molécula, hay un pico bien definido centrado en -
1.25 eV (indicado con una linea roja) y que corresponde al ltimo orbital molecular ocupado
(HOMO). Notablemente, la posicion del HOMO se corre a -1.4 eV cuando la molécula se adsorbe
sobre el sustrato Au+1Ag y vuelve a correrse a menores energias (-1.3 eV) cuando la molécula se
encuentra adsorbida en Ag bulk. El corrimiento del HOMO es una fuerte indicacion de la
perturbacion de la estructura electronica molecular de acuerdo a la estructura electronica del
sustrato. Este resultado permite explicar el corrimiento experimental observado para el maximo
de la intensidad Raman en el caso de Ag UPD (Figura 6.9), donde se observa un corrimiento al
azul de la resonancia (de 1.8 a 1.9 eV) y nos indica que la transferencia de carga del HOMO al
Fermi seria la responsable de la nueva resonancia encontrada en estos sistemas (Figura 6.9). La
modificacion del HOMO respecto al nivel de Fermi permite explicar la posicion de los maximos
de la resonancia observados experimentalmente para cada uno de los sistemas estudiados . Sin
embargo, debemos mencionar que existe una diferencia de ~0.5 eV entre los datos experimentales
de la resonancia (Figura 6.9) y los calculados a partir de la DOS (Figura 6.10). Dicha diferencia

podria atribuirse a las aproximaciones realizadas en el calculo (utilizar superficies (111), la red de
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PyS utilizada, etc). Similares diferencias de energia (entre teoria y experimentos) han sido

encontradas para otras SAMs sobre superficies metalicas.”

Figura 6.10. Célculos ab initio de la densidad de estados (DOS) de moléculas de PyS adsorbidas
sobre distintas superficies metalicas (111): Au (superior), Aut+1Ag (central) y Ag (inferior). En el
caso del Au la molécula se encuentra adsorbida en un sitio bridge e inclinada 27 mientras que en
los otros dos casos se encuentra en posicion vertical. La linea azul representa la densidad de
estados total y la verde la densidad de estados proyectada sobre los estados moleculares. La linea
roja muestra la posicion del estado molecular HOMO en cada uno de los casos. Las flechas
representan la transicion electronica de la molécula al metal. En el inset se muestra el corrimiento
del HOMO (linea negra) a partir de un calculo de fonones del sistema.

Por ultimo, también observamos en la DOS total y parcial un grupo de estados centrados
entre 2.5 y 3 eV que pueden ser asignados al primer orbital molecular desocupado (LUMO). Las
transiciones de carga HOMO-LUMO y metal-LUMO también podrian ser responsables de la
resonancia Raman observada experimentalmente. Sin embargo, los valores de energias para
dichas transiciones (Enomo — ELumo = 3.5 €V v Eremi — ELumo = 2.5 €V) se encuentran muy por
encima de los valores experimentales (mas auin si se tiene en cuenta que los calculos ab-initio

subestiman los valores de energia de los estados excitados).
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En la Tabla 2 se comparan las frecuencias vibracionales (experimentales y teoricas) de PyS
adsorbida. En el panel superior se presentan las frecuencias medidas para cada uno de los casos
estudiados: Au, Aut+1Ag, Aut+10Agy Au+100Ag. Como ya vimos en la Figura 6.7 se observa un
endurecimiento de los modos vibracionales cuando pasamos de Au a AutlAg y luego un
ablandamiento de los mismos al pasar a Au+10Ag y Au+100Ag. En el panel inferior de la Tabla 2
se presentan los modos vibracionales encontrados en el calculo ab-initio para la molécula libre y
adsorbida sobre Au. La discrepancia entre los resultados tedricos y experimentales es de ~2%. Es
importante notar que pese a la muy buena correlacion entre las frecuencias calculadas y medidas
(para el caso del Au), los corrimientos observados al pasar de un sustrato a otro se encuentran
también en torno al ~2% y es por eso que no se realizo un calculo ab initio de las frecuencias para
los otros sustratos (ya que los corrimientos son del orden del error). En el panel inferior de la tabla
se muestran las figuras que dan cuenta del desplazamiento atdomico para cada uno de los modos

vibracionales presentes en la PyS libre.

Banda Banda
Banda
Muestra Hombro muy Banda muy Banda Banda
Intensa
Intensa intensa
Au 987 1005 - 1065 1098.5 - 1212
AutlAg 988 1010 1042 1067 1101 1205 1217
Ex
P Au+10Ag 984 1009 1042 1066 1099.5 1203 1215
Au+100Ag 983 1008 1042 1064.5 1098 1201.5 1216
Au(bfcc) 978 992 1059 1071 1076 - 1215
PyS libre 967 971 1049 1068 1079 1202 -
Calc

PyS libre

Tabla 6.2. Panel superior (Exp): frecuencias medidas (en cm™) para cada uno de los sistemas
estudiados con cantidades variables de Ag. Panel inferior (Calc): modos vibracionales calculados
para PyS adsorbida en un sitio bridge inclinada sobre Au y para PyS libre. Se presentan también
las representaciones de los desplazamientos atomicos correspondientes a cada uno de los modos.

Ademas de permitir la correcta asignacion de los modos vibracionales observados, los

calculos e identificacion de frecuencias presentados en la Tabla 2 resultan importantes para

encontrar el orbital molecular mas afectado por la vibraciéon molecular (orbital ‘a> en el modelo

de Persson). Estos célculos involucran la evaluacion de la energia total del sistema para una

configuracion fuera del equilibrio, caracterizada por un desplazamiento de los atomos de acuerdo
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a un autovector vibracional. En el inset de la Figura 6.10 se ilustra precisamente el calculo del
efecto de las vibraciones sobre la densidad de estados total para el modo vibracional méas intenso

(~992 cm™) presente en el sistema Au-PyS. El cambio més importante en la DOS se encuentra en
el orbital HOMO, que se corre 0.05 eV hacia mayores energias (Figura 6.10, inset). Este resultado
muestra cuales son los niveles electronicos que se ven mas fuertemente modificados por los
estados vibracionales y por lo tanto son los que mas contribuyen al término &/ (0) presente en la
ecuacion 3. En base a los calculos ab initio realizados y a los datos experimentales es posible

identificar al estado molecular HOMO como el orbital molecular ‘a> involucrado en la

transferencia de carga molécula a metal en el proceso quimico resonante presente en SERS. Esta
transicion ocurre desde el estado HOMO a un estado por arriba del nivel de Fermi, tal como se
indica con flechas en la Figura 6.10 para cada uno de los casos: Au, Au+lAgy Ag.

Habiendo identificado el orbital molecular descripto en el modelo de Persson pasaremos
ahora a evaluar la distancia d (ver ecuacion 3) para cada uno de los sustratos estudiados. Para
esto integramos en cada caso la DOS de la Figura 6.10 entre las siguientes regiones: -1.6 a -1.0
eV en la region del HOMO y 0.0 a 0.4 eV en la region de los estados metalicos (receptores de la
carga). Estos ultimos ademas de participar en el proceso de transferencia de carga son
representativos de la densidad de estados local entorno a la energia de Fermi. Esta es una buena
aproximacion a la respuesta electrostatica de la superficie metalica en cada uno de los casos.
Como resultado, en la Figura 6.11 se muestra la densidad de carga proyectada sobre los 4tomos
correspondientes para la integracion en la region del HOMO (columna izquierda) y de los estados
entorno a la energia de Fermi (columna derecha) para el caso de Au-PyS (superior), Aut+1Ag-PyS
(central) y Ag-PyS (inferior).

A partir de la Figura 6.11 puede observarse que densidad de carga del HOMO esté centrada
principalmente sobre la PyS, con una pequefia contribucion de la superficie metélica. Esta ultima
contribucién aparece dado que la DOS total es la suma de las contribuciones moleculares y
superficiales. De esta forma por ejemplo, la contribucion del Au al HOMO es mayor que la de la
Ag, dada la mayor superposicion entre los estados metalicos-d del Au y el HOMO (Figura 6.10).
Se observa también una mayor densidad de carga en la ultima capa metalica del Au “bulk”
comparada con la superficie metalica del resto de los sustratos, consistente con una mayor
hibridizacion de la molécula con los atomos superficiales de Au. Por otro lado, los estados en
torno a la energia de Fermi estan mayormente localizados sobre los atomos del sustrato, incluso
cuando una hibridizacion con el atomo de S de PyS esta presente. Sin embargo, el resultado mas
notable es la ausencia de densidad de carga en los atomos de Ag UPD (capa superficial) para el
sistema Aut1Ag, tal como se observa en la Figura 6.11 (panel central derecho). Este resultado es
también soportado por las electronegatividades de Pauling, siendo 2.3 eV para Auy 1.8 eV para

Ag®% y por los valores obtenidos a partir de nuestros calculos ab initio para las funciones trabajo
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de cada sustrato (en ausencia de PyS): Au(111) 5.23 eV, Au(111)/Ag(UPD) 5.24 ¢V y Ag(111)
4.54 eV. La ausencia de carga en la capa superficial de Ag UPD resulta en un incremento de la
distanciad (corrimiento del plano imagen) respecto de los otros sustratos. En la Figura 6.11 se
presenta la distancia efectiva d calculada para cada uno de los casos estudiados. Para hallar dicha
distancia se realiza un promedio ponderado por la carga entre los atomos de S y N de la PyS y la
ultima capa metalica de los sustratos de Auy Agy las dos tultimas capas en el caso de Ag(UPD),
dado que como sefialamos anteriormente la primer capa no tiene practicamente contribucion a la
densidad de carga entorno a la energia de Fermi. Como resultado y comparando los valores de
distancia efectiva obtenidos para cada uno de los casos, se observa un gran incremento para el

caso de AutlAg comparado con los sustratos de Au y Ag bulk. A partir de la ecuacion 3 del

modelo de Persson se observa que la seccion eficaz Raman depende de d* y por lo tanto es

esperable un gran incremento en la intensidad del espectro SERS para el caso de Au+1Ag.

Figura 6.11. Densidad de carga proyectada sobre tres de los sistemas estudiados: Au-PyS
(superior), Ag+1Ag-PyS (central) y Ag-PyS (inferior). En la columna izquierda se presenta dicha
proyeccion correspondiente al estado HOMO y producto de la integracion de la DOS (Figura
6.10) entre los valores de energia de -1.6 a -1.0 e¢V. En la columna derecha se presenta la
proyeccion de densidad de carga sobre los estados cercanos a la energia de Fermi como
consecuencia de la integracion de la DOS entre 0.0 y 0.4 eV. En la columna central se presenta la
distancia efectiva d calculada para cada uno de los sistemas en base a los resultados del calculo
ab initio.

Como conclusion, a partir de los datos obtenidos mediante el calculo ab initio para los
modelos superficiales planteados, es posible determinar la relevancia de cada uno los parametros

presentes en la ecuacion 3 para la seccion eficaz Raman en el modelo de transferencia de carga
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molécula-metal y de esta forma tratar de explicar el fendmeno observado al depositar cantidades
variables de Ag sobre las nanocavidades de Au. Del andlisis realizado podemos inferir que: i) la

funcion G(w,®")tiene una contribucion importante en cada uno de los casos dada la transicion

HOMO-Fermi encontrada, ii) la distancia efectiva d también es una variable relevante dada la
ausencia de densidad de carga en el caso de Ag(UPD) y iii) no hemos encontrado evidencia de

que el parametro & (0)sufra una variacion importante entre los distintos sustratos encontrados.

Este ultimo factor ademas resulta ser el mas sensible al modelo superficial planteado. Por lo antes

mencionado es que podemos modelar la seccion eficaz Raman como:

Q) |w?d*Glw,0) (6

A partir de los parametros encontrados ( p,(¢)y d ) en la Figuras 6.10 y 6.11 es posible

representar la ecuacion 6 en funcion de @ (Figura 6.12) para cada uno de los casos estudiados:
Au-PyS (verde), Aut+1Ag-PyS (ro0jo) y Ag-PyS (azul). Como resaltamos anteriormente, este
ultimo caso (Ag-PyS) pretende modelar la contribucion quimica en dos de los sistemas
experimentales (Au+10Ag y Au+100Ag). En el caso de 100 capas de Ag existe una contribucion
adicional (de tipo electromagnética, no incluida en este calculo) dada la presencia de plasmones
de Ag bulk. Podemos comparar entonces la contribucion quimica calculada a partir del modelo de
Persson con los datos experimentales obtenidos para estos sistemas (Figura 6.9). Como
mencionamos anteriormente esto es posible dado que en el rango de energias estudiadas (y para la
altura de cavidad h = 0.6) no hay practicamente efectos plasmonicos resonantes, con lo cual es
posible separar el efecto electromagnético del quimico. Por este mismo motivo compararemos los
calculos del sistema Ag-PyS con los datos experimentales del sistema Au+10Ag-PyS (ya que en
el caso de 100 capas hay un efecto plasménico adicional).

Como puede verse en la Figura 6.12 el modelo tedrico de Persson de transferencia de carga
resonante entre la molécula y la superficie metalica reproduce notablemente bien la relacion de
intensidades y el corrimiento de la resonancia encontrados experimentalmente. Como
mencionamos anteriormente la discrepancia en la posicion exacta de la resonancia puede estar
relacionada al modelado superficial en cada uno de los casos (redes utilizadas, orientacion (111)
de las superficies, etc.) lo que influye en la posicion exacta del HOMO en la DOS. Sin embargo,
estos resultados son una clara evidencia de la aplicacion del modelo de Persson para la
amplificacion quimica en SERS en el sistema estudiado a partir de un modelo microscopico de
transferencia de carga HOMO-Fermi evidenciado por la aparicion de una nueva resonancia optica
en el sistema. Estos resultados sugieren que el deposito de Ag(UPD) podria ser una forma sencilla
y efectiva de amplificar (quimicamente) sefales Raman en sustratos SERS activos de Au, que tal

como mencionamos en la introduccion de este capitulo son mas sencillos de fabricar. Ademas,
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como también hemos demostrado la capa metalica de Ag es facil de remover y renovar. A pesar
de que los resultados aqui mostrados fueron obtenidos utilizando PyS como molécula sonda, este

fendmeno podria generalizarse a un grupo mas grande de moléculas.

Figura 6.12. Efecto quimico “tedrico” calculado a partir del modelo de Persson.
2
0'*d*G(w,®") en funcién de @ para cada uno de los sistemas: Au-PyS (verde), Au+1Ag-PyS

(roja) y Ag-PyS (azul). Inset: valores experimentales de intensidad del espectro Raman de PyS
utilizando como sustratos: Au (negra), Aut+1Ag (roja) y Aut+10Ag (verde).

6.9 Conclusiones.

En este Capitulo se presenta una alternativa sencilla para la fabricacion de plataformas SERS
activas mediante el electrodepdsito controlado de Ag sobre sustratos de Au que presentan
patrones periddicos de nanocavidades con excelente estabilidad estructural y quimica. Estas
plataformas pueden reutilizarse mediante sucesivos ciclos de eletrodeposicion/remocion de las
capas de Ag.

Los sustratos modificados presentan un aumento considerable (de hasta 50 veces) de las
sefales SERS de PyS, utilizada como molécula sonda. El deposito controlado de 1 a 100 capas de
Ag mediante UPD y OPD origina en todos los casos un aumento de la intensidad Raman en la
region roja del espectro con un aumento adicional (de hasta 20 veces) para el caso de una
monocapa de Ag. Este tltimo fenémeno fue analizado teéricamente a partir de calculos ab initio
utilizando un modelo microscopico para el mecanismo de amplificacion quimica que involucra
una transferencia de carga de la molécula al nivel de Fermi del metal. Este analisis permitid
demostrar que un reordenamiento de la densidad de carga electrénica en el sistema Au+1Ag-PyS

genera un incremento de la distancia efectiva entre el centro de carga del HOMO y el plano
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imagen del metal y que dicho efecto es el responsable de la amplificacion adicional de este
sustrato. Este efecto desaparece al depositar 10 capas de Ag producto del cambio en la estructura
electronica del sistema y como consecuencia la intensidad del espectro Raman disminuye
(comparada con el caso Aut+1Ag). El deposito de 100 capas de Ag origina un nuevo aumento de
la sefial Raman, pero en este caso es producto de la contribucion electromagnética de los
plasmones tipo Ag bulk presentes en estas estructuras.

Finalmente, estos resultados muestran la posibilidad de preparar sustratos SERS activos que
combinan la durabilidad y reproducibilidad de los moldes de Au, con los factores de

amplificacion quimico y electromagnético de Ag UPD y OPD, respectivamente.
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Capitulo 7

Modulacion electroquimica en SERS

7.1 Electroquimica y SERS: antecedentes.

Hasta aqui hemos trabajado sobre la construccidon y propiedades de capas moleculares
ensambladas sobre superficies planas, nanoestructuradas (ordenadas y/o desordenadas) y
nanoparticulas. Dichos sistemas pueden acoplarse a métodos de deteccion eléctricos u Opticos con
la finalidad de generar instrumentos de sensado con gran capacidad analitica (deteccion a nivel de
sub-monocapas moleculares). En el presente Capitulo ahondaremos sobre este Gltimo concepto a
través del acoplamiento de métodos electroquimicos y espectroscopicos (especificamente,
voltamperometria ciclica y espectroscopia Raman amplificada por superficies) con el objetivo de
aumentar ain mas los limites de deteccion para aplicaciones en sensores.

Electroquimica y SERS son dos técnicas que se encuentran intimamente relacionadas. De
hecho, las primeras evidencias del efecto SERS fueron consecuencia de la fabricacion de
electrodos de Ag rugosa modificados con piridina.'"” Desde entonces, diversas técnicas
electroquimicas han contribuido a un mayor entendimiento de la interaccion electronica entre las
moléculas y los sustratos metalicos SERS activos,” como asi también a la fabricacion de nuevas
plataformas nanoestructuradas (tal como vimos en los Capitulos 4 y 6). En la actualidad la
combinacion de ambas técnicas ha permitido llevar adelante estudios de sistemas complejos tales
como: coadsorcion de especies,”’ sistemas biologicos redox,” corrosion,'’ celdas solares y

11-14

g . . ., , . 15-
electrocatalisis, procesos de transferencia de carga y dindmica de moléculas en superficies,”

16 17-18

conduccion molecular, entre otros. Las aplicaciones modernas de la electroquimica en
conjunto con SERS implican la presencia simultanea del campo electromagnético del laser con

potenciales eléctricos y/o corrientes provenientes de electrodos unicos, multiples o puntas (de
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STM y AFM) en distintas condiciones de pH, electrolito, etc. Dada la cantidad de factores y
variables que confluyen, el estudio de procesos electroquimicos en la interfaz de sustratos
metalicos SERS activos resulta particularmente complejo aunque sumamente relevante en areas
tales como la analitica o la bioanalitica.

A pesar de la gran cantidad de estudios y avances en este campo, es quizas la complejidad de
estos sistemas lo que lleva a que hoy en dia la combinacioén de ambas técnicas se encuentre aun en
proceso de desarrollo a nivel metodoldgico y analitico. Es necesario encontrar nuevos métodos y
técnicas de analisis que permitan afrontar la complejidad creciente de estos sistemas. Algunos
ejemplos de estos avances son: el monitoreo por SERS de especies inestables generadas en el
electrodo de trabajo mediante barridos rapidos de potencial,” la deteccion de especies
intermediarias en reacciones redox mediante medidas SERS resueltas en el tiempo,* el mapeo
local de corrientes eléctricas mediante resonancia de plasmones superficiales,”' ™ la generacion de
campos electrostaticos que ayuden a la adsorcion/desorcion selectiva de cationes/aniones en
solucion a sustratos SERS activos,’ etc. Algunas de estas técnicas no utilizan estrictamente SERS
aunque comparten los elementos basicos de la problematica descripta: electroquimica acoplada a
una técnica de deteccion basada en resonancia de plasmones superficiales.

La espectroscopia Raman amplificada por superficies es una herramienta fundamental para el
estudio de procesos electroquimicos a niveles de concentracion extremadamente bajos
(picomolares o menores), los cuales no pueden ser alcanzados por otras técnicas (incluyendo las
electroquimicas convencionales). La sensibilidad SERS puede incluso alcanzar niveles de
deteccion de moléculas individuales.” Sin embargo, debido a la gran sensibilidad de la técnica, la
congestion espectral es un problema frecuente en la utilizacion de SERS como método de
deteccion, tal como ha sido recientemente sefialado por diversos autores.**** Esta problematica es
mas importante ain cuando se trabaja con matrices complejas, tal como pueden ser los sistemas
bioldgicos u otros, donde la pureza o caracteristicas espectrales de todos los componentes de la
muestra no pueden ser regulados o escogidos a priori.”® En estos casos es frecuente la
superposicion de picos de distintas especies o la diferencia en algunos casos de drdenes de
magnitud en la seccion eficaz Raman entre moléculas de la muestra.

En este Capitulo presentamos un desarrollo metodologico, mediante la combinacidon de
electroquimica y SERS, tendiente a resolver algunos de los problemas de congestion espectral
antes mencionados. Para ello tomaremos como base de partida las ideas de “modulacion optica”’
utilizando en este caso la posibilidad de “encender/apagar” sefiales Raman mediante la aplicacion
de potenciales. Los cambios dramaticos en la intensidad del espectro Raman en los procesos de
oxido/reduccion han sido ampliamente estudiados en la literatura. El cambio en las condiciones de
resonancia de una misma especie entre su estado oxidado/reducido es la principal consecuencia en
el espectro SERS cuando ocurren procesos de transferencia de carga en la interfaz metal-

’ . . , ., . 28
molécula. Este efecto ha sido utilizado como pardmetro de deteccién en nanobiosensado,™ para
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39 para evaluar la integridad y

testear la permeabilidad de membranas lipidicas o0 SAMs de tioles,
propiedades redox de proteinas’ entre otros. En nuestro caso utilizaremos la modulacion
electroquimica para inducir fluctuaciones controladas en la intensidad del espectro SERS que
permitan discriminar y separar las sefiales de diversas especies presentes en la muestra. La
modulacion estard dada entonces por el rango, amplitud y frecuencia seleccionados en el barrido
de potencial, mientras que los cambios inducidos en el espectro Raman seran analizados con
técnicas de analisis de fluctuaciones: analisis de componentes principales (PCA) y/o transformada
de Fourier (FFT). De esta forma, la modulacion electroquimica del espectro SERS y la
discriminacion de sefiales podria significar un avance metodoldgico en el estudio de sistemas
complejos de multicomponentes redox activos.

A diferencia de los Capitulos anteriores, donde trabajamos con capas moleculares
autoensambladas (quimisorbidas), en este caso estamos interesados en matrices mas complejas
(que permitan casos de coadsorcion de especies). Ademas prescindiremos de elementos de
reconocimiento o quimica de coordinacion (para reconocer o preconcentrar analitos) ya que
justamente el objetivo es discriminar sefiales de un conjunto de moléculas. Como sustrato SERS
activo (y electrodo de trabajo) utilizaremos un sustrato de Ag modificado con nanoparticulas
(NPs) de Ag y una serie de colorantes (fisisorbidos). Presentamos en este Capitulo algunos

ejemplos sencillos con el fin de mostrar las posibles aplicaciones de esta técnica.

7.2 Electroquimica y respuesta SERS en funcion del estado de oxidacion de
las especies utilizadas. Preparacion de las muestras.

Comenzaremos describiendo el electrodo de trabajo (y superficie SERS activa) utilizado en
este Capitulo. Como mencionamos anteriormente el mismo consiste en una ldémina de Ag sobre la
que se depositan NPs de Ag (de~50+10 nm de didmetro). Las mismas fueron sintetizadas de
acuerdo al procedimiento de Creighton, et al. (utilizando borohidruro de sodio como agente
reductor).”? La finalidad de depositar NPs de Ag sobre el sustrato es la de generar agregados
coloidales de las mismas (“clusters”) donde la presencia de intensos plasmones superficiales
permiten amplificar las sefiales Raman varios 6rdenes de magnitud.” Por este motivo, antes de ser
depositadas, las NPs son mezcladas con la muestra que se desea analizar y una pequefia cantidad
de KCI 20 mM, con la intencion de desestabilizarlas y agregarlas (aumentando la fuerza ionica del
medio), favoreciendo la formacion de clusters. La mezcla es centrifugada durante 10 minutos y
evaporada sobre el sustrato de Ag (ver Figura 7.1). Las NPs interaccionan mediante fuerzas de
van der Waals con el sustrato evitando su desorcion una vez que el electrodo se encuentra inmerso
en la solucion electrolitica. Varias regiones con agregados de NPs de Ag pueden distinguirse
utilizando la camara del microscopio Raman una vez inmerso el electrodo. De esta forma, la

muestra a analizar no se encuentra disuelta en la solucion sino que la misma es previamente
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mezclada con las NPs con la intencién de maximizar la probabilidad de que las moléculas de
interés se encuentren en regiones de gran amplificacion SERS. Nuestro electrodo de trabajo
consiste entonces en el sustrato de Ag con las NPs de Ag depositadas formando clusters y las
moléculas de interés fisisorbidas en el mismo. De esta forma, coexisten en el electrodo las
condiciones bajo las cuales es posible: observar concentraciones moleculares muy bajas (gran
amplificacion) y realizar electroquimica de las moléculas fisisorbidas. Como electrolito soporte se
utilizo buffer fosfato de pH = 6. En la Figura 7.1 se muestra una imagen SEM de las NPs de Ag
sobre el sustrato (formando agregados) y la respuesta voltamperométrica tipica del mismo (sin la

muestra problema).

Figura 7.1. a) Arreglo experimental de la celda electroquimica utilizada acoplada al microscopio
Raman. Se muestra ademas un esquema del electrodo de trabajo. En la Figura interna se muestra
una imagen SEM de las NPs de Ag utilizadas. La barra de escala celeste (dentro de la imagen)
corresponde a 100 nm. b) Voltamperograma del electrodo de trabajo (sin la muestra a analizar) en
buffer fosfato pH = 6 a 0.1 V.s™ donde se observa el comportamiento i vs E tipico de superficies
de Ag. Inset b) Notar la doble capa eléctrica del electrodo de trabajo en la region de potenciales
que utilizaremos a continuacion.

El arreglo experimental utilizado consiste en una celda electroquimica de tres electrodos
especialmente disefiada para ser colocada bajo el objetivo del microscopio Raman (ver esquema
del arreglo experimental en la Figura 7.1a). Como electrodo de referencia se utilizé6 Ag/AgCI (1M
Cl') y como electrodo auxiliar una malla de Pt de alta area. Se utiliz6 un potenciostato con
adquisicion digital de datos (marca Teq). El electrodo de trabajo se encuentra en el centro de la
celda y en la parte superior se encuentra el objetivo del microscopio Raman (microscopio
Olympus BX41 acoplado a un espectrometro LabRam Jobin-Yvon), el cual se focaliza sobre el
mismo. En este caso, como estamos interesados en sefiales “promedio” de la muestra el objetivo
utilizado es x10 (diametro de spot de 10 um, apertura numérica 0.2) que permite focalizarnos
sobre el sustrato a través de la interface agua/aire. A su vez la celda se encuentra soportada sobre
una plataforma motorizada (x-y) lo que permite realizar mapas y exploracion del sustrato. Los
resultados SERS mostrados en este Capitulo fueron adquiridos utilizando un laser HeNe (633 nm)

con una potencia de 3 mW sobre la muestra.
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Para una mejor comprension de los ejemplos de modulacidon electroquimica del espectro
SERS comenzaremos mostrando los voltamperogramas y espectros Raman de las moléculas por
separado. A lo largo de los ejemplos que describiremos en este Capitulo se utilizan tres
colorantes: azul del nilo (NB), rodamina 6G (RH6G) y cristal violeta (CV). En la Figura 7.2 se
muestran los voltamperogramas (adquiridos en la celda electroquimica y utilizando el electrodo

de trabajo previamente descriptos) y las formulas moleculares de los colorantes.

Figura 7.2. Voltamperogramas y formulas moleculares de a) Azul del Nilo (NB), b) Cristal
violeta (CV) y c¢) Rodamina 6G (RH6G). Las medidas electroquimicas fueron realizadas en la
celda electroquimica y electrodo de trabajo descriptos en la Figura 7.1 utilizando buffer fosfato
pH = 6 como electrolito soporte y a una velocidad de barrido de 0.1 V.s™,

En cuanto a su respuesta SERS, en la Figura 7.3 se presentan los espectros tipicos adquiridos

(a circuito abierto) sobre el electrodo de trabajo para cada una de las moléculas utilizadas.
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Figura 7.3. Espectros SERS de CV, RH6G y NB a circuito abierto.

En el rango de potenciales que trabajaremos (-0.05 a -0.55 V vs Ag/AgCl) solo NB presenta
una cupla redox definida, centrada en -0.35 V (vs Ag/AgCl), Figura 7.2. La respuesta SERS de
NB con la aplicacion de potenciales (en la region de la cupla redox) ya ha sido estudiada por
algunos autores.’*”® Brevemente, hay dos mecanismos redox para NB adsorbido en un sustrato
de Ag y dependen del pH del electrolito soporte.”* Para valores de pH < 6.1 el espectro SERS de
NB en Ag es muy similar al espectro Raman de NB en solucion, con lo cual la adsorcion de NB
ocurriria en forma perpendicular a la superficie del electrodo y en este caso el mecanismo redox
que opera es de 2e2H". Por otro lado, a valores mas altos de pH (pH > 6.1) el espectro Raman de
las moléculas de NB adsorbidas difiere considerablemente del de las moléculas libres de NB. Este
comportamiento podria deberse a la mayor influencia del sustrato en la estructura electronica de la
molécula, la cual se adsorberia paralelamente al mismo. En este caso, se demostré que el
mecanismo redox que opera es de 2e’1H".** Bajo nuestras condiciones experimentales (pH = 6)
ambos mecanismos redox podrian estar operando simultdneamente. Sin embargo, nosotros
verificamos que en nuestra celda electroquimica y en nuestras condiciones de trabajo el espectro
de NB adsorbido es practicamente idéntico al de NB en solucion, con lo cual el mecanismo de 2¢
2H" es el principal, con las moléculas de NB representando especies catidnicas tanto en el estado
oxidado como en el reducido (Figura 7.2a).

Como mencionamos en la introduccion del presente Capitulo, el cambio en la intensidad del
espectro Raman entre el estado reducido y oxidado de NB (producto de un cambio en la
condiciones de resonancia de la molécula) es la principal diferencia entre ambos estados. Tal
como seflalamos anteriormente, este comportamiento es observado generalmente para moléculas
redox. En la Figura 7.4 se muestran los espectros SERS de NB oxidado y reducido. Se presenta

ademas una rampa de potencial aplicado y la consecuente variacion de la intensidad SERS a lo
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largo de ese periodo. Esta variacion “modulada” de la intensidad SERS con el potencial aplicado
sera la herramienta de partida en el método propuesto. Volveremos sobre este punto en la proxima
seccion. Es importante resaltar que el rango de potenciales utilizados no cruza en ningln
momento el potencial de carga cero (pzc) de este electrodo (-0.9 V). De esta forma, los
fendmenos observados no pueden estar relacionados a procesos de adsorcion/desorcion producto
del cambio de polaridad de la superficie del electrodo, sino que son debidos a procesos de
oxido/reduccion de las especies presentes. Por otro lado, los procesos de migracion de moléculas
(impulsados por cambios electrostaticos) ocurren a una velocidad muy baja (lentos) comparada a

la utilizada en nuestras experiencias.’

Figura 7.4. a) Espectro SERS de NB en estado oxidado (azul) y reducido (rojo). b) Rampa de
potencial aplicado (v =0.01 V.s") y ¢) respuesta simultanea de la intensidad SERS de NB.

Respecto de la electroquimica y respuesta SERS de RH6G y CV la informacion previa es
mucho menor que para el caso de NB. En el caso de RH6G, los estudios electroquimicos
acoplados con espectroscopia estan centrados mayormente en los cambios de la fluorescencia que

40-41
sufre este colorante.*

Recientemente ha sido reportado que a potenciales cercanos a -0.45 V (vs
Ag/AgCl) la RH6G comenzaria a reducirse.’ Para la ventana de potenciales que utilizaremos a lo
largo de este trabajo, los cambios en la intensidad del espectro SERS de RH6G son practicamente
imperceptibles (menores a 5%).

En el caso de CV ocurre algo diferente. En primer lugar no hay procesos redox acoplados en
la ventana de potenciales que utilizaremos (tal como se ve en la Figura 7.2). Sin embargo, en los
estudios SERS de CV en esta region de potenciales, se observa la presencia de una transferencia
de carga parcial que modifica levemente las intensidades relativas de algunas bandas del

42-44
espectro .

Nuevamente al igual que en RH6G, el cambio en el espectro SERS en funcion del
potencial de CV es sutil comparado con el dramatico cambio de intensidades de NB.
En las secciones siguientes utilizaremos toda esta informacion para ejemplificar el método de

modulacion electroquimica del espectro SERS para discriminar sefiales.

Capitulo 7 157



7.3 Analisis de componentes principales (PCA) y transformada de Fourier
(FFT).

El método de analisis de componentes principales (PCA) es una técnica estadistica utilizada
generalmente para reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos que ademas permite
encontrar (a través de un analisis de fluctuaciones) las principales causas de variabilidad entre los
mismos y ordenarlas segiin su importancia. La principal ventaja del método reside en que al
disminuir la dimensién de la matriz inicial de datos cobran particular relevancia aquellas
caracteristicas que mas contribuyen a la varianza del conjunto. Dichas caracteristicas conforman
los componentes principales. Para hallar dichos componentes se realiza una transformacion lineal
del conjunto de datos en un nuevo sistema de coordenadas en el cual se ubican en el primer eje la
mayor varianza del sistema, la siguiente en el segundo y asi sucesivamente.”*® De esta forma, al
tratarse de un problema de descomposicion lineal, el conjunto de datos puede ser expresado
finalmente (sin pérdida de informacion relevante) como una combinacion lineal de los
autovectores de la matriz de covarianza (que preserva las caracteristicas o componentes
principales del conjunto inicial).

Hoy en dia PCA es una herramienta ampliamente utilizada en el analisis quimiométrico de
datos. Varias técnicas analiticas utilizan este método para procesar y analizar informacion. En este
Capitulo utilizaremos PCA para analizar las fluctuaciones del espectro SERS en funcion del
potencial y de esa forma separar, mediante los distintos autovectores de la matriz de covarianza,
los componentes principales (espectros) de la muestra. Otros detalles necesarios para la
compresion del método propuesto (rotacion de autovectores, etc) seran oportunamente explicados
en las proximas secciones con los ejemplos experimentales. Una descripcion matematica de las
transformaciones lineales de PCA puede encontrarse en el Apéndice B.

Por otro lado, la transformada de Fourier (FT) es basicamente el espectro de frecuencias de

una funcioén; es decir que se trata de una aplicacion que genera una funcion g(&) a partir de otra

funcion original f (x) de la siguiente forma:

1 +e —-i&x
8=~ [Treme’sax @

donde las variables{ y x dependen de la aplicacion en particular (espacio, frecuencia, etc). En

procesamiento de sefales la transformada de Fourier suele considerarse como la descomposicion

de una sefial en componentes de frecuencias diferentes: g(&)corresponde al espectro de
frecuencias de la sefial f'(x). Hoy en dia, diversas areas tales como fisica, electronica, estadistica,

entre otras, utilizan la FT. En nuestro caso utilizaremos la transformada de Fourier “rapida” (FFT)

que es un algoritmo que permite computar sencillamente y de forma veloz la transformada de
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Fourier discreta y su inversa, pero el principio matematico y significado es el mismo que para la
FT.Y

En las proximas secciones discutiremos la implementacion de estos métodos de analisis a la
modulacion electroquimica del espectro SERS. Como veremos, el procesamiento de datos se hara
con PCA y en los casos en que el ruido sea del orden de las fluctuaciones se agregard un

prefiltrado de FFT.

7.4 Modulacion electroquimica en SERS. Caso a) NB y RH6G.

Consideremos en primer término una mezcla de NB (20 nM) y RH6G (40 nM).
Realizaremos 20 barridos consecutivos de voltamperometria ciclica en un rango de potenciales de
0.05 a -055 V a 0.05 V.s' (siendo 20 segundos la duracion total de cada ciclo
voltamperométrico). Utilizaremos tiempos de integracion de la sefial SERS de 1 segundo, de
manera de poder seguir la dinamica del proceso. De esta forma, el rango de potenciales aplicados
y periodo (velocidad de barrido) son variables que pueden ser modificadas dependiendo la
muestra. Tal como se observa en la Figura 7.2, en esta ventana de potenciales las moléculas de
NB son reducidas y oxidadas mientras que las de RH6G comenzarian a reducirse a potenciales
cercanos a -0.45 V. La Figura 7.5a muestra el promedio de los 400 espectros SERS de la mezcla,
adquiridos durante los 20 ciclos de modulacion electroquimica. En el recuadro se resalta la
presencia de los picos caracteristicos de NB y RH6G a~590 cm™ y~610 cm™, respectivamente
(ver Figura 7.3). En este primer ejemplo, las sefiales de ambas especies coadsorbidas son
claramente visibles y presentan, en alguna region del espectro, algin grado de solapamiento
(como los picos centrados a 1645 cm™ de NB y 1650 cm™ de RH6G).

Comenzaremos el analisis basdndonos en la region espectral en torno a ~ 600 cm (ver
recuadro en la Figura 7.5a). La aplicacion de PCA a esta region permite identificar rapidamente la
presencia de dos componentes principales que estan siendo moduladas (autovectores de la Figura
7.5b). Como se explico anteriormente, dado que PCA es una técnica de descomposicion lineal, los
resultados del analisis (autovectores) son por lo general una combinacién lineal de la respuesta
real del sistema. Este hecho puede apreciarse mejor en el autovector rojo de la Figura 7.5b, donde
hay una pequefa contribucion del mismo en la region donde el autovector azul tiene su maximo.
Para pasar de los autovectores “originales” a los “reales” (que representan la contribucioén
individual de NB y RH6G al espectro) es necesario realizar una transformacion lineal de los
mismos (lo llamaremos rotacion, ver Apéndice B para mayores detalles). Esta transformacion ya
ha sido utilizada en la aplicacién de PCA a medidas de SERS.* Los autovectores rotados (Figura
7.5¢) representan las contribuciones individuales de NB y RH6G al espectro. Una vez conocidos
los autovectores rotados (V; y V,) se puede realizar una descomposicion lineal sobre cada uno de

los 400 espectros (1) de la serie temporal (t = 1, 2, 3,...400) de manera de poder encontrar para
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cada I; cudl es la contribucion de V; y V,. De esta forma cada espectro de la serie temporal puede
ahora representarse como I, = C,V,; + C,V, donde C, y C, son los coeficientes que representan la
contribucién de NB y RH6G a cada espectro individual. En la Figura 7.5d se muestra la variacion
de los coeficientes C; (NB) y C, (RH6G) a lo largo de t (para la ventana espectral analizada) y la
Figura 7.5e se amplia una de las regiones para una mejor visualizacion. De estas dos ultimas
Figuras se desprende como las dos especies estan siendo moduladas de forma independiente de
acuerdo a sus propias propiedades redox. Las moléculas de NB presentan un perfil de variacion de
la sefial SERS como la mostrada en la Figura 7.4 para el caso de NB “puro”, mientras que las
pequefias variaciones de la intensidad SERS de RH6G pueden atribuirse al comienzo de la
reduccion de las mismas a E = -0.45 V, las cuales son practicamente imperceptibles cuando se
analiza el espectro modulado de RH6G “puro”. La escala temporal utilizada puede ser facilmente
transformada a potenciales aplicados (a t = 0 tenemos E = -0.55 V y la velocidad de barrido es de
0.05 V.s™). Los coeficientes de las Figuras 7.5d y e se encuentran en unidades arbitrarias (u.a.) ya
que la intensidad Raman (que les dio origen) estd también medida en u.a. Sin embargo la
importancia reside en sus valores relativos, ya que representan las contribuciones individuales de
cada especie para cada t al espectro total. Otro hecho que también se observa a partir de la
evolucion de los coeficientes en el tiempo es las disminucion progresiva de los mismos; esto
podria estar relacionado a la destruccion de las moléculas debido a la energia del laser incidente
(photobleaching). Este en un problema general en SERS y es la causa principal por la cual no es
posible obtener un namero ilimitado de espectros. Como veremos mas adelante este puede ser un
inconveniente importante al momento de analizar otro tipo de muestras.

A partir de la Figura 7.5 podemos concluir que: la combinacion de modulacion
electroquimica y PCA permite independizar y separar las sefiales de las dos especies y de esta
forma resolver este caso sencillo de congestion espectral. Por otro lado es posible también a partir
de la variacion de los coeficientes identificar los rangos de potencial donde las distintas especies
estan siendo moduladas. Esto puede ser evidenciado en el “desfasaje” de los coeficientes producto

de la electroquimica particular de cada una de las especies.
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Figura 7.5. a) Espectro SERS promedio de la mezcla NB (20 nM) y RH6G (40 nM) modulada
electroquimicamente entre -0.05 y -0.55 V (vs Ag/AgCl) a v=0.05 V.5 en buffer fosfato pH = 6.
Se remarca la region espectral en torno a 600 cm™ que contiene los picos a 590 cm™ de NB y 610
cm’ de RH6G. b) Autovectores (azul de NB y rojo de RH6G) obtenidos en el analisis de PCA de
la regién espectral de 600 cm™. ¢) Autovectores rotados V, (NB) y V, (RH6G) que representan la
contribucién individual de cada una de las especies al espectro total. d y e) Coeficientes que
describen mediante una combinacion lineal de V| y V, la contribucion de cada especie a cada uno
de los espectros de la serie temporal.

Pasamos ahora a un caso mas complejo que implica el analisis de todo el espectro SERS de
la mezcla (no solo una regién como en el caso anterior). Al ampliar la region espectral surge un
nuevo problema que podria interferir en el analisis de PCA y es la variacion en la linea de base de
los espectros (background). Dichas modificaciones pueden tener variados origenes y son un
problema habitual en SERS.* En nuestro caso nos concentraremos solo en las sefiales Raman y
por lo tanto sustraeremos las lineas de base mediante el programa de libre acceso COBRA.* En la
Figura 7.6 se presenta un analisis de iguales caracteristicas al realizado anteriormente pero para
todo el espectro SERS de la mezcla NB y RH6G (Figura 7.6a). Una vez rotados, los autovectores
V, y V, logran recuperar el espectro completo de cada una de las moléculas presentes en la

muestra (Figura 7.6c).

Capitulo 7 161



Figura 7.6. a) Espectro SERS promedio de la mezcla NB (20 nM) y RH6G (40 nM) modulada
electroquimicamente entre -0.05 y -0.55 V (vs Ag/AgCl) a v =0.05 V.5 en buffer fosfato pH = 6.
Se remarca la region espectral que sera analizada con PCA. b) Autovectores (azul de NB y rojo de
RH6G) obtenidos en el analisis de PCA. c) Autovectores rotados V; (NB) y V, (RH6G) que
muestran el espectro SERS completo de cada una de las sustancias presentes en la muestra. d)
Coeficientes que describen mediante una combinacion lineal de V; y V, la contribucion de cada
especie a cada uno de los espectros (de la mezcla) en la serie temporal.

Para verificar la efectividad del método de modulacion electroquimica en la separacion de los
espectros SERS completos de NB y RH6G, en la Figura 7.7 presentamos una ampliacion (de la
Figura 7.6¢) de la region espectral en torno a 1650 cm”. Como ya anticipamos, en dicha region
ambas moléculas presentan un pico relacionado a la vibracion de los anillos aromaticos a
frecuencias muy similares: 1645 cm™ para NB y 1650 cm para RH6G. En el espectro de la

mezcla la superposicion de estos picos es total. Sin embargo, luego de la modulacion

electroquimica y el andlisis de PCA es posible deconvolucionar ambas contribuciones.

Figura 7.7. Deconvolucién de la region espectral en torno a 1650 cm™. Es posible separar la
contribucién de cada una de las especies incluso en regiones de superposicion total de picos.

Hasta aqui presentamos los resultados para un caso sencillo de congestion espectral donde

ambos componentes tienen una contribuciéon comparable a la intensidad del espectro SERS de la
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mezcla y pueden ser ademas facilmente separados a partir de sus fluctuaciones en los ciclos de
modulacion electroquimica. En la proxima seccion abordamos un caso mas complejo que implica
recobrar las sefiales de una especie en presencia de otra que domina completamente el espectro

SERS.

7.5 Modulacion electroquimica en SERS. Caso b) NBy CV.

Consideremos en este caso una mezcla de NB (20 nM) y CV (80 nM). En la Figura 7.8a se
presenta el espectro SERS para esta muestra. Tal como se observa, las sefiales de NB (marcadas
con flechas a 590 cm™” y 1645 cm™) son practicamente imperceptibles frente a las de CV. La
muestra fue prepara intencionalmente en estas condiciones con el fin de aplicar el mismo analisis
que para el caso anterior y resolver asi este problema de congestion espectral, evidentemente mas
dificil que el anterior. Esta muestra intenta reflejar aquellos casos en donde una de las moléculas
se encuentra en una concentracion muy baja respecto al resto o bien que su seccion eficaz Raman
es muy baja a pesar de ser comparables en concentracion. Como vimos anteriormente en la Figura
7.2, NB y CV tienen distintas propiedades redox en la ventana de potencial -0.05 a -0.55 V y la
aplicacion de estos potenciales tiene también diferentes consecuencias en el espectro SERS de
cada una. A priori entonces podriamos pensar que este problema deberia poder resolverse
utilizando modulacion electroquimica.

Con un numero ilimitado de espectros el andlisis de PCA tiene en principio todo lo
necesario para distinguir todas las componentes del espectro SERS. Esto se debe a que los
autovectores y autovalores de la matriz de covarianza pueden distinguir facilmente entre
fluctuaciones correlacionadas y fluctuaciones al azar. Basicamente es el mismo principio por el
cual una integracion infinita (en tiempo) de la sefial SERS llevaria a una relacion sefal-ruido
perfecta. Obviamente, tanto el nimero ilimitado de espectros como la integracion infinita de la
sefial, son imposibles en SERS debido a los procesos de degradacion de la muestra
(photobleaching), estabilidad del sistema NPs Ag-moléculas, etc. Por otro lado, cuando sefiales de
gran intensidad estan presentes junto a otras (independientes) de mucho menor intensidad, son
estas ultimas las que fijan el numero necesario de espectros para que el analisis de PCA las
identifique. Esto ultimo se debe a que las pequefias variaciones aleatorias de la sefial mas intensa
pueden competir en importancia (respecto a los autovectores de la matriz de covarianza) con la
seflal pequefia que estamos tratando de modular. Nuevamente, con un numero ilimitado de
espectros este problema estaria resuelto ya que las variaciones aleatorias podrian ser eliminadas.
Nos encontramos entonces frente a un problema (limitado por el muestreo) que podria impedir
resolver la congestion espectral planteada para esta muestra.

En la Figura 7.8b se muestran los primeros 4 autovectores del andlisis de PCA efectuado en

la regién de 1650 cm™ del espectro SERS de la mezcla luego de 20 ciclos de modulacion
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electroquimica como en el ejemplo anterior. Como ya describimos esta region tiene una
importante contribucion de CV a 1620 cm™ y un pequeio pico de NB (superimpuesto al de CV) a
1645 cm™. Tal como puede verse en la Figura no hay, en principio, ninguna contribucion de NB
en los 4 primeros componentes principales arrojados por PCA. El primero de ellos esta
claramente dominado por fluctuaciones en la intensidad del pico de CV, mientras que el segundo
autovector muestra un corrimiento en la frecuencia del pico de CV.* Del tercer autovector en
adelante, la matriz de covarianza de PCA, intenta encontrar correlaciones en el ruido del muestro.
Con un numero ilimitado de espectros estos dos ultimos autovectores serian cero y el tercer
autovector seria entonces el pico de NB. Como conclusion, en este caso, el muestro limitado
establece una competencia en el analisis de PCA entre fluctuaciones al azar de sefiales muy
intensas y la sefial de NB que estamos buscando. Recurriremos entonces a otra herramienta para

solucionar este problema: el pre-filtrado de la sefiales.

Figura 7.8. a) Espectro SERS promedio de la mezcla NB (20 nM) y CV (80 nM) modulada
electroquimicamente entre -0.05 y -0.55 V (vs Ag/AgCl) a v=0.05 V.5 en buffer fosfato pH = 6.
Se remarca la region espectral que serd analizada con PCA. b) Autovectores obtenidos en el
analisis de PCA: I’ variacion de intensidad del pico de CV, 2 corrimiento de frecuencia del pico de
CV, 3y 4'ruido.

La idea para resolver este problema es la de tratar de disminuir la importancia de la
fluctuaciones al azar o de realzar las fluctuaciones inducidas electroquimicamente. Para esto
aplicaremos (antes del analisis de PCA) un filtro que permita desacoplar las fluctuaciones y elegir
solo aquellas que siguen la frecuencia de modulacion inducida electroquimicamente (la velocidad
de barrido). Una forma sencilla de hacerlo es a través de la transformada de Fourier de la
intensidad total integrada en funcion del tiempo y asi revelar la principal frecuencia de
modulacion (a partir del espectro de frecuencias). Basicamente es encontrar con qué frecuencia
esta cambiando la intensidad del espectro en el tiempo. Esto se muestra en la Figura 7.9a en
unidades de frecuencia de la transformada de Fourier.*” Una vez encontrada la frecuencia de
modulacion electroquimica la misma se utiliza para filtrar a cada longitud de onda (o pixel de la

CCD) toda la seric de datos. Esto puede realizarse facilmente aplicando la transformada de
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Fourier a la serie temporal de cada pixel y multiplicando en cada caso con un filtro que contenga
la frecuencia revelada en la Figura 7.9a y luego a través de una transformada de Fourier inversa
retornar al dominio temporal. Esta tltima serie de datos (que contiene espectros en funcién del
tiempo, tal como la serie original de datos) se encuentra ahora filtrada por la frecuencia de
modulacion electroquimica y por lo tanto hemos realzado las fluctuaciones que son producto de la
misma. En la Figura 7.9b se muestra el espectro SERS promedio (de los 400 adquiridos) de la
mezcla luego de ser filtrados con la frecuencia arrojada por la transformada de Fourier. En la
misma puede observarse el aumento de la intensidad relativa de la sefial de NB frente a CV
(comparadas con la Figura 7.8a); esto se debe a que solo una pequea fraccion de la sefial de CV
esta siendo modulada a dicha frecuencia. Esto podria ser de utilizad a la hora de buscar la sefial de

NB entre los primeros autovectores del analisis de PCA (utilizando los datos filtrados).

Figura 7.9. a) FFT de la intensidad total integrada de los espectros SERS modulados. Se observan
las frecuencias caracteristicas (recuadros punteados) de la modulacion electroquimica (velocidad
de barrido). b) Promedio de datos filtrados a la frecuencia de modulacion resaltando la intensidad
relativa de NB frente a CV. ¢) Primer autovector del analisis de PCA de los datos previamente
filtrados. Se observa un cambio en la intensidad SERS en el pico de CV. En segundo autovector
tiene una contribucion del cambio de frecuencia del pico de CV y de la intensidad modulada del
pequefio pico de NB.

Efectivamente, en la Figura 7.9c podemos ver que el primer autovector sigue dominado por
los cambios de intensidad del pico de CV pero en el segundo aparecen dos factores acoplados: un
cambio de frecuencia en el pico de CV (recuadro punteado) y el pico de NB que estd siendo
modulado. Recordemos que la sefial de NB era practicamente imperceptible en el espectro SERS
promedio de la mezcla (Figura 7.8a). Lo que logramos con el pre-filtrado de la sefial es colocar a
los cambios de intensidad de NB al mismo nivel de importancia (para la matriz de covarianza)
que el corrimiento de frecuencia del pico de CV, ademas de eliminar las fluctuaciones al azar del
pico mas intenso (CV). Bésicamente utilizamos el mismo principio de un amplificador “lock-in”.
Como resaltamos anteriormente, con un numero ilimitado de espectros el pre-filtrado (o

amplificacion tipo ,Jock-in”) no seria necesario ya que la sefial siempre crece linealmente con el

tiempo de integracion mientras que el ruido lo hace con la raiz cuadrada del mismo. Por lo tanto
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la relacion sefial-ruido siempre tiende a mejorar a mayores tiempos de integracion y
eventualmente una pequefia sefial podria ser resuelta de esta forma. Sin embargo como ya vimos,
no es posible tener en SERS un nimero ilimitado de espectros (photobleaching), entonces una
forma de alcanzar el mismo resultado pero en un tiempo menor seria utilizando un concepto
similar al de un amplificador “lock-in” (o un pre-filtrado con la transformada de Fourier). La
matriz de covarianza de PCA es basicamente independiente (o ciega) a la secuencia temporal de
los espectros, esto es, a la modulacion electroquimica. Si mezclaramos todos los espectros
“modulados” y apliciramos el analisis de PCA obtendriamos el mismo resultado.”’ Sin embargo,
nosotros sabemos la frecuencia a la cual estamos modulando (velocidad de barrido). La idea del
pre-filtrado es seleccionar aquellas fluctuaciones que ocurren a la frecuencia a la cual nosotros
sabemos que el fendmeno fisico real esta ocurriendo. De esta manera “orientamos” el analisis de
PCA hacia fluctuaciones que son relevantes fisicamente y de esta forma poder distinguir que esta
correlacionado de que no. En términos de amplificacion “lock-in” mejoramos la relacion sefial-

ruido descartando aquellas fluctuaciones que no ocurren a una dada frecuencia.

7.6 Conclusiones.

En este Capitulo mostramos la combinaciéon de modulacién electroquimica con andlisis de
fluctuaciones para discriminar y separar sefiales de distintas especies en casos de congestion
espectral cuando hay coadsorcion de moléculas. Los ejemplos experimentales mostrados fueron
preparados intencionalmente para demostrar la utilidad de la técnica en distintos escenarios. Sin
embargo, la misma podria ser aplicada a casos de mas de dos componentes. Como vimos también,
no es estrictamente necesario que todas las especies sean redox activas, ya que pequefios cambios
(corrimiento de frecuencias o intensidades) inducidos por el potencial también son encontrados
con el analisis de PCA. Obviamente, cuanto mayor sea el cambio, mas sencillo sera desacoplar la
sefal de esa especie. Para casos mas complejos también mostramos la aplicacion de un filtrado de
la sefial mediante FT.

La utilidad de la técnica apunta a resolver problemas de congestién espectral en muestras
complejas (biologicas, contaminantes, etc.) donde no siempre es posible elegir la pureza y

caracteristicas espectrales de todos sus componentes.
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Capitulo 8

Electroquimica de moléculas unicas
monitoreada con SERS

8.1 Moléculas unicas.

El limite maximo en la deteccidon analitica de especies moleculares es el de moléculas
individuales. Esto implica en principio detectar todas y cada una de las especies presentes en una
muestra. Sin embargo, el estudio de fendmenos a nivel de moléculas unicas ha contribuido en los
ultimos afios de manera significativa a la comprension de distintos fendmenos cuya importancia
no esta restringida solo al campo de la deteccion. Su amplio interés radica en la posibilidad de
desacoplar la molécula en estudio de su ensamble accediendo a informacion sobre su entorno,
conformacion, interacciones, respuesta a estimulos, etc. Sin duda uno de los temas maés
estudiados al nivel de moléculas unicas es el del transporte de carga a través de una molécula que
une dos contactos metélicos (electronica molecular)." En estos casos ha sido posible evidenciar
la influencia de distintos parametros en la conduccion molecular: sitios de adsorcion, entorno,
naturaleza del grupo terminal (contacto), etc. Muchos de estos efectos son dificiles (algunos de
ellos imposibles) de evaluar cuando se trabaja con muchas o incluso algunas moléculas, ya que en
esos casos la respuesta se promedia sobre el ensamble. Es por ellos que el estudio de moléculas
individuales, mas alla de su mera deteccion, ha contribuido a entender diversos fenomenos y

8-10
etc.

. , . -6 L, 74 - ,
mecanismos en areas tales como: fisica,’ quimica,’ biologia,

Para ello ha sido necesario avanzar en el desarrollo de muchas de las técnicas analiticas y/o
fisicoquimicas utilizadas convencionalmente con el fin de poder acceder o al menos acercarse a

los niveles de deteccion que requiere trabajar con moléculas unicas. Algunos ejemplos de ello son
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la fluorescencia,'' la microscopia de efecto tunel,'* la espectroscopia Raman amplificada por
superficies (SERS)." etc. Otras, como las técnicas electroquimicas, han progresado enormemente
persiguiendo ese objetivo, alcanzando hoy en dia limites cercanos al de moléculas individuales.'*
15 Sin embargo, hasta el momento, la tnica evidencia del monitoreo de procesos redox a nivel de
moléculas unicas estd dada por métodos espectroscopicos, precisamente por el cambio en la
fluorescencia (producto de la transferencia de carga) en moléculas y macromoléculas aisladas,'"
117 limitando su aplicacién solo a fluoréforos redox.

En este sentido, la deteccion de moléculas individuales por métodos espectroscopicos ha
estado dominada principalmente por la fluorescencia, debido a la simplicidad para calcular la
presencia de una unica molécula fluorescente en el volumen focal mediante diluciones sucesivas
de la muestra y debido a sus aplicaciones biologicas como marcadores en proteinas, anticuerpos,
etc.'"™ Sin embargo, la espectroscopia Raman tiene no solo la potencialidad de explorar la
deteccion a nivel de moléculas tinicas de cualquier tipo de moléculas independientemente de su
naturaleza quimica, sino que ademas, gracias a la riqueza espectral de la dispersion Raman es
posible estudiar simultaneamente las propiedades estructurales, dinamicas (vibraciones) y
electronicas (resonancias) de la molécula detectada.”'* Por estos motivos, SERS constituye una
técnica espectroscopica de enorme potencial que combina la posibilidad de identificar moléculas
(mediante su espectro Raman) con niveles de sensibilidad que alcanzan la deteccion de moléculas
Ginicas.” No obstante la forma en la cual es posible asegurar que un dado espectro SERS
corresponde a una molécula tnica es mas compleja que en el caso de la fluorescencia.”** Por este
motivo, en los ultimos aflos muchos de los avances en el campo de moléculas tnicas en SERS han
estado abocados a demostrar este hecho (como veremos en detalle en la préxima seccion).
Actualmente la deteccion de moléculas individuales en SERS estd ampliamente aceptada y
probada y por lo tanto los avances en este campo estan preparados para apuntar mas alla de la
mera demostracion de la sensibilidad de la técnica.”’

En este ultimo Capitulo de la presente Tesis Doctoral estudiamos por primera vez la
posibilidad de acoplar la deteccion de moléculas inicas por SERS con técnicas electroquimicas.
De esta forma, no solo alcanzamos el limite maximo de deteccion analitica sino que también ha
sido posible estudiar fendmenos electroquimicos al nivel de moléculas individuales, uno de los

grandes desafios de la electroquimica actual.'*"

8.2 Deteccion de moléculas uinicas por SERS.

Las primeras observaciones de moléculas individuales utilizando SERS tomaron el desarrollo
que previamente se habia empleado en fluorescencia; es decir, generaron diluciones de una dada
sustancia hasta alcanzar concentraciones picomolares que aseguraran que estadisticamente solo

7 ’ : s 13,26 ~ 4
una molécula ocuparia el volumen de dispersion. ™ = Esta forma de lograr sefiales de moléculas
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unicas sigue siendo muy utilizada en fluorescencia aunque fue rapidamente descartada para
medidas SERS. Como vimos en los capitulos anteriores y a diferencia de la fluorescencia, para
poder amplificar la sefial Raman de una molécula aislada es necesaria la contribucion plasmoénica
de una superficie nanoestructurada a la cual debe quimi/fisisorberse la misma. Es decir, la
estructura plasmonica con la molécula adsorbida es lo que debe estar al mismo tiempo en el
volumen de dispersion. Por este motivo, la estadistica de estos primeros intentos de ver moléculas
unicas con SERS fue muy pobre ya que no se tuvo en cuenta este hecho y el método de deteccion
se fue modificando para mejorar su efectividad. Mas aun si tenemos en cuenta que para poder ver
el espectro Raman de una unica molécula debemos alcanzar factores de amplificacion
relativamente altos (~10° /~ 10'°) que son los que usualmente se obtienen en la unién entre dos
nanoestructuras (hot spot), tipicamente nanoparticulas de Ag (Ag NPs) (ver Figura 8.1).7%
Obviamente colocar las NPs con la molécula adsorbida correctamente entre ambas dentro del
volumen de dispersion es practicamente imposible y fue la principal limitante del método de
diluciones aplicado a SERS.

De la Figura 8.1 surge que solo aquellas moléculas que estén situadas en una region de muy
alta localizacion del campo electromagnético, el hot-spot, podran ser observadas al nivel de
moléculas unicas. Idealmente entonces uno desearia tener una molécula por hot-spot en lugar de
una molécula por volumen de dispersion. Esto implica que la concentracion inicial de moléculas
puede incrementarse considerablemente respecto del primer método, ya que muchas de las
moléculas se adsorberan en torno a las NPs, fuera del hot-spot. De esta forma pasamos de
concentraciones picomolares a nanomolares. Sin embargo es imposible conocer la cantidad exacta
de moléculas que son necesarias para obtener sefiales de moléculas unicas en SERS ya que
deberiamos conocer la probabilidad de que una dada molécula se adsorba al azar en una region
con un determinado factor de amplificacién.”’ Por otro lado, la dispersion en intensidades
complica de manera irresoluble la posibilidad de utilizar este parametro (la intensidad) como
medida del nimero de moléculas.” Es necesario entonces otro método que permita asegurarnos
que los espectros SERS (medidos en estas condiciones) corresponden a moléculas tnicas.

En el afio 2006 fue introducida la técnica de dos analitos (bi-analyte), cuyo principio
estadistico reside en colocar en la muestra dos especies (A y B) con espectro SERS distinguible
(como por ejemplo RH6G y NB) de manera que si las condiciones de medida son las de
moléculas tnicas (concentracion, tiempo de integracion, presencia de hot-spots, etc.) se pueden
observar cuatro situaciones (Figura 8.2a): el espectro SERS de la molécula A, el espectro SERS
de la molécula B, el espectro SERS de ambas A+B (evento mixto) o ninguna sefal (evento
nulo).*" Asi por ejemplo, si una molécula de A se encuentra en el hot-spot (amplificacion de~10%),
es necesario colocar ~ 100 moléculas de B a escasos nandémetros  (amplificacion de~ 10%) para
obtener una sefial SERS comparable (suponiendo iguales secciones eficaces Raman).

Estadisticamente este es un hecho muy poco probable (ya que hay igual cantidad de moléculas de
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A y de B en la muestra), por lo que en general el espectro SERS observado corresponde al de la
molécula que ocupa el hot-spot (el resto de las moléculas ocupan regiones de mucho menor
amplificacion y dado los tiempos cortos de integracion su sefial no logra verse). Si en la zona de
la muestra que estamos observando no hay hot-spots intensos ocupados o estan igualmente
poblados por moléculas de A y de B, veremos una sefial nula o un promedio de las moléculas
(A+B), respectivamente. De esta forma, el espectro promedio de varios (miles) de puntos de la
muestra es la sefial A+B, aunque individualmente es posible encontrar espectros de A o de B
solos. Este método constituye una herramienta experimental para evidenciar la aparicion de
sefiales de moléculas individuales en SERS y su base estadistica ha sido ampliamente estudiada.”
32 De esta forma, los experimentos con el método bianalito (bi-analyte) consisten en colocar al
menos dos especies con espectro SERS distinguible (en concentraciones nanomolares) en
contacto con coloides de Ag “agregados” (formando hot-spots) para adquirir luego con tiempos
cortos de integracion espectros SERS. Las experiencias pueden realizarse tanto en solucién como
depositando los hot-spots en superficies. Bajo estas condiciones es posible observar las
situaciones descriptas anteriormente y estadisticamente es posible afirmar que cuando se obtiene
el espectro SERS individual de una de esas especies, el mismo corresponde al de una molécula

unica.

Figura 8.1. Dimero de NPs de Ag mostrando la rapida variacion de los factores de amplificacion
en funcion de la posicion exacta de la molécula en el hot-spot. Grafico extraido de la Tesis
Doctoral de Evan Blackie.”

A partir de aqui otros factores involucrados en la deteccion de moléculas tinicas también han
podido ser explorados. En la Figura 8.2b se presenta un ejemplo sobre la influencia del tiempo de
integracion de la sefial SERS en la deteccion de moléculas tnicas, usando el método bianalito, en
este caso para coloides con moléculas adsorbidas en liquidos. En la misma se descompone cada
espectro SERS obtenido en funcion de la contribucion de A y de B al mismo. De esta forma

puede verse que al incrementar el tiempo de integracion, producto de promediar la sefial y del
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movimiento browniano propio en liquidos, se observa una transicion gradual desde el régimen de
moléculas tinicas al de muchas moléculas. Es asi como, a tiempos largos, se obtiene una

distribucion Gaussiana, propia de dos componentes A y B distribuidos al azar.

Figura 8.2. a) Posibles eventos SERS utilizando el método bianalito. b) Histogramas mostrando
la contribucion de A y B al espectro SERS en funcion del tiempo de integracion. Grafico extraido
de la Tesis Doctoral de Evan Blackie.™

El método bianalito constituye hoy en dia la herramienta mas importante y certera en la
deteccion de moléculas individuales por SERS. Cabe mencionar que también se han realizado
algunas modificaciones sobre el método como por ejemplo la posibilidad de usar una molécula
dada y una modificacion isotopica de la misma con la intenciéon de que ambas sondas tengan
similares secciones eficaces Raman y similares interacciones con la superficie de las NPs de Ag,
entre otras.**’

En lo que sigue, utilizaremos la dupla NB y RH6G para detectar sefiales de moléculas tinicas

con SERS y ademas acoplaremos la posibilidad de realizar medidas electroquimicas.

8.3 Combinacion de electroquimica y SERS a nivel de moléculas individuales.

A diferencia de los estudios de transporte de carga a través de moléculas, donde se

construyen junturas de moléculas individuales que conectan dos metales y se evaliia cada una de
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ellas,'™ en nuestras condiciones experimentales muchas moléculas seran oxidadas y reducidas al
mismo tiempo y seleccionaremos una de ellas para ser analizada mediante su respuesta SERS.

En el Esquema 8.1 se muestra el disefio experimental utilizado. Como puede verse, es similar
al descripto en el Capitulo 7 (de hecho, el electrodo de trabajo es el que ya detallamos). A
diferencia de las condiciones previas en este caso utilizamos concentraciones de 2-5 nM, un
objetivo x100 (de inmersion, apertura numérica 1.0) y tiempos cortos de integracion (0.1/0.35
segundos). Las medidas seran realizadas con el laser de 633 nm. Como vimos en la seccion
anterior, la forma mas confiable de asignar un espectro SERS al de una molécula individual es
mediante el método bianalito. En nuestro caso utilizaremos la dupla de moléculas NB y RH6G
por dos razones. Tal como hemos descripto en el Capitulo 7 el cambio en el espectro SERS de NB
entre su forma oxidada/reducida (resonante/no resonante) es mucho mas dramatico que para
RH6G, cuyo espectro SERS es practicamente constante en la region de potenciales donde esta
presente la cupla redox de NB. En este sentido, monitoreamos con SERS la electroquimica de
moléculas individuales de NB y utilizaremos las moléculas de RH6G como contraparte del
método bianalito. Por lo tanto es deseable que las moléculas de este segundo analito permanezcan
“inalteradas” durante el ciclado de potencial, como veremos a continuacion. Otro motivo para esta
seleccion es el hecho de que ambas moléculas poseen secciones eficaces Raman comparables y
picos de similares intensidades en una misma region espectral (como vimos para el caso de NB a
590 cm™ y de RH6G a 610 cm™). Este wltimo punto si bien no es necesario es deseable para casos
de deteccion de moléculas individuales por SERS ya que distintas regiones del espectro Raman
pueden verse influenciadas por la dispersion plasmonica.” Este altimo punto hace referencia a
que la amplificacion de un dado espectro SERS puede no ser la misma entre las regiones de bajas
y altas frecuencias del mismo (producto de la dispersion plasmonica), y por lo tanto para asegurar
la presencia de solo una molécula en el hot-spot es deseable que ambas especies tengan picos en
la misma region del espectro.

El hecho de observar un dado evento SERS de molécula unica a lo largo del ciclo
electroquimico implica un nuevo desafio: no solo detectar sefiales de moléculas individuales sino
poder seguirlas en el tiempo. En nuestro caso utilizaremos la evolucion temporal del espectro

SERS para probar indirectamente la electroquimica (reaccion redox) de una molécula individual.
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Esquema 8.1. a) Arreglo experimental utilizado para monitorear la electroquimica de moléculas
individuales mediante SERS. Los dos analitos NB y RH6G son incorporados al electrodo de
trabajo en concentraciones de 2-5 nM. Electrodo de referencia Ag/AgCl. Ocasionalmente, una
molécula dada se encuentra ubicada en un hot-spot dominando la sefial SERS observada.

En la Figura 8.3 se muestran algunas de las situaciones observadas bajo nuestras condiciones
experimentales. Por ejemplo, en la Figura 8.3a se puede ver una sefial de molécula tnica de
RH6G (ausencia de NB) la cual permanece constante a lo largo de 3 ciclos electroquimicos
completos. Por otro lado, en la Figura 8.3b se observa un caso de sefial mixta donde las moléculas
de NB estan siendo reducidas/oxidadas mientras que las de RH6G permanecen inalteradas. Este
caso obviamente no corresponde a uno de moléculas unicas y por lo tanto es descartado para el
analisis estadistico. Sin embargo es interesante ver en la Figura 8.3¢ como la sefal de NB sigue el
ciclado electroquimico (aunque no logra resolverse completamente) y la importancia de que las
moléculas de RH6G permanezcan inalteradas durante el barrido de potencial, ya que permiten
descartar estos eventos donde hay presencia de ambas moléculas (si la sefial SERS de RH6G
también fuese sensible al potencial aplicado perderia su valor como analito sonda). En todos los
casos que mostraremos a lo largo de este Capitulo seguiremos las sefiales de NB a 590 cm™ y
RH6G a 610 cm™, las cuales corresponden a vibraciones colectivas de los anillos aromaticos de la
estructura de cada una de ellas.

En este primer ejemplo las condiciones experimentales fueron ajustadas para observar
sefales de moléculas Unicas a lo largo de varios ciclos voltamperométricos (al menos 3). Existe
aqui un problema: cuantos mas ciclos electroquimicos queramos seguir, mas baja debe ser la
potencia del laser utilizada (para minimizar el photobleaching, la principal limitaciéon para
observar sefiales de moléculas tnicas durante algunos segundos) y por lo tanto mas baja sera la

seflal SERS medida. Esto puede compensarse aumentando los tiempos de integracion de la sefial,
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pero esto implica una menor resolucion del ciclo voltamperométrico a través de la sefial SERS
(Figura 8.3c). Los resultados mas interesantes se obtienen cuando limitamos el numero de ciclos
pero ganamos en resolucion durante el mismo mediante la sefial SERS como veremos a

continuacion.

Figura 8.3. Modulacion electroquimica utilizando el método bianalito para deteccion de
moléculas individuales en SERS. a) Evento de molécula tinica de RH6G (siguiendo la sefial a 610
cm’l), a lo largo de 3 ciclos voltamperométicos. E;=-0.55 V, E;= -0.05 V. Velocidad de barrido
(v): 1 V.s™'. Tiempo de integracion de la sefial SERS (7): 0.5 seg. b) Evento mixto de NB (590 cm’
") y RH6G utilizando v = 0.5 V.s™ y £ = 0.5 seg. c) Sefial SERS integrada de NB en funcién del
tiempo.

En la Figura 8.4 se presentan los resultados utilizando un tiempo de integracion de z = 0.35
seg. y una velocidad de barrido de v = 0.3 V.s™, siendo E; = -0.54 V y E; = -0.07 V. Bajo estas
condiciones la duracion total de cada ciclo voltamperométrico es de 3.13 seg. lo cual corresponde
a 9 espectros SERS (3.15 seg.). En este caso, al reducir los tiempos de integracion de la sefial
SERS debemos aumentar la potencia del laser, pero como consecuencia del photobleaching la
gran mayoria de los eventos de moléculas unicas duran un solo ciclo electroquimico. Bajo estas
condiciones experimentales surgen nuevos e interesantes resultados. Como puede verse en las
Figuras 8.4b y c los perfiles SERS de moléculas tinicas adquieren una forma “rectangular”. Este
comportamiento es marcadamente diferente a las curvas que se obtienen para muchas moléculas
(Figura 8.4a). Estos resultados confirman la posibilidad de monitorear simultaneamente el
espectro Raman y la respuesta electroquimica de moléculas unicas.

En los ejemplos de la Figura 8.4 comenzamos el ciclo electroquimico desde -0.54 V (NB
reducido, no resonante) y cada espectro representa un “avance” en el potencial de ~ 0.052 V

(hasta alcanzar -0.07 V vs Ag/AgCl, donde el ciclo retorna hacia potenciales catodicos
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nuevamente). En los casos de moléculas tnicas (Figuras 8.4b y c), el primer espectro donde
aparece el pico de NB (de abajo hacia arriba) refleja el potencial al cual la molécula de NB ha
sido oxidada (resonante), mientras que cuando desaparece la sefial implica que la molécula ha
sido nuevamente reducida. Como ya describimos en detalle en el Capitulo 7, estos procesos tienen

asociados en cada caso la transferencia de 2 2H".

Figura 8.4. Perfiles SERS monitoreando la electroquimica de una/varias molécula/s. a) Evolucion
temporal de la sefial SERS a lo largo de un ciclo voltamperométrico para muchas moléculas de
NB (25 nM de NB, sin RH6G en la celda electroquimica). b y ¢) Dos ejemplos de la variacion de
la sefial SERS de moléculas unicas de NB (ausencia de RH6G) a lo largo de un ciclo
electroquimico. E; = -0.54 V, E; = -0.07 V. Velocidad de barrido (v): 0.3 V.s". Tiempo de
integracion de la sefial SERS (7): 0.35 seg.

Es importante destacar que solo aquellos eventos SERS donde la sefial de NB (sin RH6G)
esta presente antes y después de un ciclo electroquimico completo han sido tenidos en cuenta para
la estadistica de electroquimica de moléculas tnicas. De esta forma nos aseguramos que la sefial
Raman de NB desaparece a causa de su reduccion y no por problemas de migracion fuera del hot-
spot o photobleaching.

La Figura 8.5a muestra como distintas moléculas individuales de NB permanecen en el
estado “visible” o resonante (oxidado) durante distintos tiempos, lo cual implica obviamente que
los potenciales a los cuales cada molécula esta siendo reducida/oxidada son levemente diferentes.
Este comportamiento refleja la caracteristica estocastica de las propiedades redox locales en
distintos hot-spots de la superficie. De hecho es esperable una gran heterogeneidad en la
superficie de las NPs de Ag.” En la Figura 8.5c también puede observarse que algunas moléculas
de NB presentan un comportamiento redox reversible (eventos 1 y 3) mientras que otras tienen un
AE, (Eo-E.q) mayor, asociados a procesos mds irreversibles (eventos 2 y 4). Este tipo de

variaciones en moléculas redox confinadas en la superficie puede atribuirse a varios factores tales
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como: orientacion de la molécula, variaciones en el acoplamiento electronico de la interfaz
molécula-electrodo, entorno (solvatacion, pH local, etc), carga superficial, etc. Volveremos sobre
este punto mas adelante pero en principio, como resultado de estos efectos, tanto el potencial
redox como la constante de velocidad de transferencia de carga presentan un comportamiento

estocastico al nivel de moléculas individuales.

Figura 8.5. Variaciones entre las propiedades redox de distintas moléculas unicas. a) Intensidades
SERS de NB a lo largo del tiempo para distintos casos de moléculas tnicas (azul) y de muchas
moléculas (verde). b) Histograma mostrando la distribucién de potenciales de oxidacién (rojo) y
reduccion (azul) de varios eventos de moléculas unicas. En verde se muestra el voltamperograma
de NB (cubrimiento de monocapa) sobre el electrodo de trabajo. ¢) Eventos redox de moléculas
individuales mostrando para cada caso el potencial de oxidacion (rojo) y reduccion (azul). Todos
los potenciales estan referidos a Ag/AgCL.

Otro punto interesante es el de saber qué sucede con una misma molécula a lo largo de dos
ciclos voltamperométricos. Como puede verse en la Figura 8.6a, una misma molécula de NB
experimenta distintos potenciales de oxido/reduccion en dos ciclos consecutivos. La molécula de
NB que se muestra en esta figura es oxidada a -0.21+£0.05 V y reducida a -0.42+0.05 V en el
primer ciclo mientras que el segundo lo hace a -0.324+0.05 V y -0.24+0.05 V, respectivamente. En
la Figura 8.6c se muestran otros ejemplos, para distintas moléculas individuales de NB y
nuevamente se demuestra la naturaleza estocastica de los eventos de moléculas tinicas, revelando
en este caso ademas las fluctuaciones temporales del sistema, algo que ya habia sido adelantado
teoréticamente.*” Este comportamiento no se observa cuando monitoreamos lo que sucede con
muchas moléculas de NB, donde obviamente realizamos un promedio estadistico sobre todos

estos eventos (Figura 8.6b).
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Figura 8.6. Variacion en las propiedades redox en dos ciclos electroquimicos consecutivos.
Evolucion de la sefial de NB a 590 cm™ de a) una molécula individual b) muchas moléculas. Las
lineas punteadas son guias para el ojo para poder determinar los potenciales redox en cada caso.
c¢) Para distintas moléculas individuales (una en cada fila) se muestra el potencial de oxidacion del
primer ciclo (rojo) y del segundo (rosa). Todos los potenciales estan referidos a Ag/AgCL.

Habiendo mostrado el caracter estocastico a nivel espacial y temporal de los eventos de
moléculas tinicas es posible preguntarse si a partir de los mismos es posible recuperar el
comportamiento “promedio” del sistema. En la Figura 8.5b se muestra el voltamperograma de NB
(monocapa) sobre nuestro electrodo de trabajo en conjunto con el histograma construido a partir
de varios eventos de moléculas unicas. Como puede verse existen algunas diferencias tales como
el potencial formal, que para el histograma se encuentra en torno a E° ~ -0.22 V, mientras que en
el voltamperograma de “muchas moléculas” aparece 0.1 V mas anddico (E° = -0.32 V). Estas
diferencias pueden deberse a las distintas interacciones laterales de las moléculas a medida que
nos movemos de un régimen de “alto” cubrimiento al de moléculas “individuales”.*' Sin embargo,
la diferencia también puede estar asociada a una falta de estadistica en el caso de moléculas
unicas (histograma) para recuperar la respuesta promedio. De hecho, otros autores demostraron
que, por ejemplo, cientos de proteinas inmovilizadas (bajo cubrimiento) tienen un
comportamiento redox distinto al observado en medidas electroquimicas convencionales.” Otro
hecho posible es que solo aquellas moléculas mas cercanas a la superficie sean detectadas (mayor
amplificacion) y que su potencial redox difiera de las moléculas mas alejadas. Volveremos sobre
este punto mas adelante.

De las Figuras 8.5 y 8.6 puede concluirse que el potencial redox estandar surge de la
contribucién espacial y temporal de un gran niimero de moléculas con condiciones locales
similares, pero no idénticas y que esta informacion solo puede obtenerse a partir de medidas de

moléculas tunicas, donde estas propiedades no son promediadas sobre el ensamble.
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Hasta aqui hemos demostrado entonces que la combinacion de SERS con electroquimica
permite monitorear procesos de transferencia de carga (en este caso de 2 electrones) en moléculas
tinicas, un fendmeno que esta fuera del alcance en el estado del arte de la electroquimica.'*'* *

La espectroscopia SERS provee un método indirecto de “amplificacion” para monitorear los
procesos electroquimicos de moléculas tinicas en conjunto con la gran especificidad del espectro
Raman de las mismas. En la proxima seccion trataremos de profundizar acerca de este ultimo

punto buscando informacién adicional del proceso de transferencia de carga a partir del espectro

Raman de las moléculas individuales.

8.4 Conformacion molécula-sustrato y su relacion con el potencial redox.

Utilizaremos ahora la posibilidad de estudiar procesos electroquimicos al nivel de moléculas
unicas mediante SERS para tratar de profundizar nuestro conocimiento sobre la interfaz metal-
molécula (en este caso Ag NPs-NB). Para ello optimizaremos las condiciones experimentales
empleando una red de difraccion de alta resolucion (2400 lineas/mm) y tiempos de integracion de
las sefiales de moléculas Unicas de 100 milisegundos. Este ultimo avance (tiempos de
milisegundos) fue posible debido a una mejora electronica en la adquisicion de datos de la CCD.
Estas modificaciones, como veremos, permiten tener una mayor informacion sobre el sistema y su
dinamica.

Comenzaremos estudiando la influencia del potencial aplicado en el espectro SERS de NB
para el caso de muchas moléculas. En la Figura 8.7 se resume gran parte del fenomeno que
trataremos de abordar en esta seccion. Tal como ya hemos descripto, las Figuras 8.7a y b
muestran el voltamperograma y espectro SERS de NB sobre nuestro electrodo de trabajo. Sin
embargo, al estudiar como evoluciona el espectro SERS de NB oxidado (resonante) al de la forma
reducida (no resonante) aparece un nuevo aspecto que hasta el momento no habiamos descripto.
En la Figura 8.7c se muestra la variacion en el pico de ~ 590 cm™ de NB con el potencial. Para
poder observar dicho efecto con mayor claridad hemos utilizado la red de difraccion de mayor
resolucion (comparados con los datos de la seccion anterior). Como puede verse para este caso de
muchas moléculas de NB hay un corrimiento del pico Raman a mayores frecuencias a medida que
nos movemos en sentido catoédico con el potencial (antes de llegar a la reduccion del total de las
moléculas). Este resultado es reforzado en la Figura 8.7d donde se grafica la posicion promedio

del pico Raman en funcion del potencial aplicado (E) durante el barrido en sentido catodico.
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Figura 8.7. a) Voltamperograma de NB en buffer fosfato (pH = 6) a v = 0.1 V.s™. b) Espectro
SERS promedio de 50 nM de NB oxidado (resonante, rojo) y reducido (no resonante, azul), laser
633 nm, x10, 3mW. ¢) Variacion con el potencial del pico de 50 nM de NB a ~590 cm™. Hay una
disminucioén parcial de la intensidad del pico (producto de la reduccion de algunas moléculas) y
un corrimiento del mismo. d) Dependencia lineal de la variacién de la posicion del pico de NB en
~590 cm™ con el potencial aplicado.

La variaciéon en la posicion del pico Raman de NB puede tener distintos origenes o
explicaciones. Una de ellas podria ser que la presencia del campo eléctrico (de distinta magnitud
de acuerdo al potencial aplicado) afecte a las moléculas de NB (cambios de orientacion de las
moléculas, transferencia parcial de carga, etc) y por consiguiente modifique la posicion de los
picos del espectro Raman. Es asi como observaciones similares en otros sistemas han sido
atribuidas al “efecto Stark”.** Sin embargo, un anélisis mas detallado de la forma y ancho del pico
permite una explicacion alternativa: dentro de la distribucion de moléculas de NB, aquellas de
menores frecuencias (dentro del ensanchamiento inhomogéneo del pico Raman a 590 cm™ de NB)
podrian estar siendo selectivamente “apagadas” (reducidas) por el potencial. Para tratar de
resolver este problema y obtener mayor informacion sobre el proceso que realmente esta
ocurriendo, recurriremos a medidas de moléculas unicas. Como explicamos anteriormente, la
principal ventaja de este tipo de medidas es que permiten desacoplar la respuesta colectiva de las
moléculas para saber qué es lo que sucede con cada una de ellas en particular, es decir, podemos
indagar sobre lo que sucede dentro de la distribucion de moléculas.

Al igual que en la seccion anterior utilizaremos el método del bianalito con RH6G como
contraparte. Como puede verse en la Figura 8.8a, el espectro promedio muestra dos picos

centrados a 590 cm™ y 610 cm” propios de NB y RH6G respectivamente. Sin embargo, a
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diferencia de los resultados anteriores, en este caso al utilizar una mayor resolucion espectral
surge un nuevo aspecto al nivel de moléculas individuales. Es posible resolver moléculas de una
misma especie (supongamos NB) dentro del ensanchamiento inhomogéneo del pico de 590 cm™
(lo mismo sucede para RH6G con el pico de 610 cm™).* De esta forma, en la Figura 8.8b
podemos ver espectros donde hay dos o mas picos de NB (en torno a 590 cm™) y lo mismo con
RH6G, indicando la presencia de dos o mas moléculas de NB en entornos levemente distintos.
Este hecho ya ha sido estudiado en profundidad e incluso ha sido propuesto como un método
alternativo para resolver moléculas unicas en SERS.* En nuestro caso entonces utilizaremos
ambos efectos (bianalito y resolucion del ensanchamiento inhomogéneo) como pruebas de

deteccion de moléculas Unicas.

Figura 8.8. a) Espectro SERS promedio (a circuito abierto) del método del bianalito para
deteccion de moléculas unicas. Se promediaron mas de 5000 espectros tomados a lo largo de la
muestra. b) Espectros SERS (a circuito abierto) de distintos puntos de la muestra, laser 633 nm, 3
mW, x100, red de 2400 lineas/mm. Dada la alta resolucion se puede resolver mas de una
molécula dentro del ensanchamiento inhomogéneo del pico (tanto para NB como para RH6G). De
esta forma es posible resolver, por ejemplo, moléculas de NB cuyo pico a aparece a 580 cm™ o
585 cm™ 0 590 cm™', dando cuenta de los distintos entornos de las mismas. Lo mismo sucede con
RH6G. Los espectros verdes no son tenidos en cuenta para la estadistica de moléculas unicas (hay
mas de una moléculas), mientras que si lo es un espectro como el azul.

Una vez establecidas las condiciones para la deteccion de moléculas Unicas pasaremos ahora
a estudiar lo que sucede al aplicar la rampa de potencial. En la Figura 8.9 se muestran los perfiles
“rectangulares” caracteristicos de los eventos redox de moléculas tnicas, tal como mostramos en
la seccion anterior. En este caso se muestra tanto la intensidad del espectro SERS (a, ¢) como el
corrimiento Raman (b, d) para cada uno de estos dos eventos (notar la mayor resolucion temporal
y espectral respecto de los experimentos anteriores). Como se puede ver, la intensidad de un dado
evento es independiente del corrimiento Raman de dicho evento; si bien en ambos casos la sefial

logicamente aparece y desaparece para el mismo tiempo o potencial (potencial redox de esa

molécula). Es importante sefialar que la intensidad de un evento de molécula tnica esta
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relacionada con la posicién exacta de la molécula dentro del hot-spot (Figura 8.1).**" Por el
contrario, la frecuencia da cuenta un de pardmetro fisico mucho mas fundamental tal como lo es
la interaccion entre la molécula y la superficie.** Nos centraremos entonces en lo que sucede
con el corrimiento Raman para estos eventos cuyos principales resultados son por un lado, tal
como senalamos en la seccion anterior, la duracion de la sefial Raman de cada evento en
particular (relacionada al potencial redox de cada molécula) y por otro lado el hecho de que
mientras la molécula de NB esta oxidada (forma resonante) la frecuencia de esa molécula se
mantiene constante dentro de + 0.2 cm™. Este Gltimo punto se repite para cada uno de los
espectros SERS de alta resolucion de moléculas unicas que hemos analizado y sugiere que la
molécula de NB permanece “inmoévil” en la superficie cuando se le transfieren dos electrones y
dos protones (oxidacion). La naturaleza exacta de la interaccion entre la superficie de la NPs de
Ag y cada una de las moléculas oxidadas de NB esta dada por el valor exacto de frecuencia de
cada caso en particular.*® Esto no es otra cosa que resolver el ensanchamiento inhomogéneo del
pico de 590 cm™” de NB en cada una de sus componentes (moléculas) las cuales tienen, como

dijimos, entornos diferentes.

Figura 8.9. a) Intensidad SERS de un dado evento de molécula tinica de NB. Se muestra la
variacion en la intensidad del modo de 590 cm” obtenido a lo largo de un ciclo
voltamperométrico de -0.5a -0.1 V av=10.2 V.s" con un tiempo de integraciéon de la sefial SERS
por espectro de ¢ = 0.1 segundo. Para esta molécula E, = -0.28 V y E,,4 = -0.16 V. b) Se muestra
el corrimiento Raman de 592 cm™ correspondiente al mismo evento tinico de NB descripto en
previamente. ¢) Variacion de la intensidad SERS del modo de 590 cm™ para otro evento tnico de
NB con E,, =-0.32 V y E,.g = -0.38 V. d) Corrimiento Raman asociado al evento anterior de NB:
593.5 cm™. En las Figuras b y d los puntos antes/después de la oxidacién no se muestran ya que la
molécula reducida no es resonante y por lo tanto el pico a 590 cm™ estd ausente en dichas
regiones.
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Por otro lado, este primer resultado también permite descartar algunas de las hipotesis que
planteamos para el efecto observado con muchas moléculas (Figura 8.7c y d). Si el corrimiento
del pico Raman con el potencial es debido al cambio en el campo eléctrico de la interfaz
(producto del barrido de potencial), este hecho también deberia modificar en el tiempo la
frecuencia de un dado evento de molécula tnica (ya que aqui también estamos haciendo el mismo
barrido de potencial). Por lo tanto, si el efecto que observamos con muchas moléculas fuese
debido a un cambio de orientacion de las mismas o una transferencia parcial de carga, el pico
Raman de cada una de las moléculas individuales también deberia correrse con el potencial (o con
el tiempo) y esto no es lo que observamos experimentalmente. Contrariamente, el escenario mas
simple y probable hasta el momento es que las moléculas de NB oxidadas (cationes) permanecen
en una configuracion fija producto de la interaccion con la capa de aniones que rodean a la NPs
Ag.

Para comprender mejor los fendmenos que ocurren en la interfaz molécula-superficie
observemos qué sucede cuando podemos seguir un evento de molécula Unica a lo largo de dos
ciclos voltamperométricos consecutivos. En la Figura 8.10 se muestran los resultados de la
variacion de la intensidad SERS de una molécula de NB (a) y la frecuencia exacta del modo a ~
590 cm™ a lo largo del barrido de potencial (b). Como puede verse, no solo el potencial redox sino
también el corrimiento Raman es distinto para el primer y el segundo ciclo lo que sugiere que la
molécula es capaz de relajar a una posicion levemente distinta o bien durante su estado reducido
(no resonante, “silencioso”) o bien en los “saltos” donde los procesos de transferencia de carga
(2¢2H") tienen lugar. En este caso, para poder monitorear el proceso de una misma molécula por
mas de un ciclo voltamprerométrico es necesario aumentar la velocidad de barrido de manera de
evitar la destruccion de la molécula por un largo tiempo de exposicion al laser.

A partir de los datos anteriores hemos demostrado la posibilidad de monitorear procesos
electroquimicos de moléculas tnicas accediendo simultaneamente a informacion sobre la interfaz
metal-molécula a partir de su espectro SERS. Como vimos, tanto el potencial redox como el
corrimiento Raman varian de molécula en molécula e incluso de ciclo en ciclo para una misma
molécula. Sin embargo, veamos lo que sucede cuando juntamos varios de estos eventos
individuales. En la Figura 8.11 graficamos (para varios eventos de moléculas tUnicas) el
corrimiento Raman de un dado evento en funcidon del potencial de reduccion (a) y de oxidacion
(b) para esa molécula de NB. Es importante notar que en todos los casos las frecuencias que
graficamos/vemos corresponden a las moléculas de NB en su estado oxidado (resonante) y los
potenciales corresponden a las moléculas que pasan del estado reducido al oxidado (potencial de
oxidacion, primer “salto”, aparicion de la sefial SERS) y a las moléculas que pasan del estado
oxidado al reducido (potencial de reduccion, segundo “salto”, desaparicion de la sefial SERS).
Como puede verse en la Figura 8.11a, existe una clara correlacion entre el potencial de reduccion

y el corrimiento Raman del estado oxidado (resonante). En este sentido, las moléculas con
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mayores corrimientos Raman son reducidas a potenciales mas negativos mientras que aquellas
que presentan una menor frecuencia lo hacen a menores sobrepotenciales. Notablemente, dicha
correlacion no existe para los potenciales de oxidacion y los corrimientos Raman observados del

estado oxidado de NB, Figura 8.11b.

Figura 8.10. a) Intensidad SERS de un dado evento de molécula tnica de NB a lo largo de dos
ciclos voltamperométricos consecutivos . Se muestra la variacion en la intensidad del modo de ~
590 cm™ obtenido a lo largo de dos ciclos voltamperométricos de -0.5a -0.1 Vav=10.4 V.s" con
un tiempo de integracion de la sefial SERS por espectro de ¢ = 0.1 segundo. b) Se muestra el
corrimiento Raman de 592 cm™ y 593 cm™ correspondientes al primer y segundo ciclo
respectivamente del mismo evento unico de NB descripto en a).

De esta forma la variacion observada para muchas moléculas (Figura 8.7d) se puede explicar
ahora a partir de la reduccion progresiva de distintas poblaciones moleculares de acuerdo a su
distancia a la superficie, lo cual genera un desplazamiento del corrimiento Raman producto de
que aquellas moléculas mas alejadas (mayor corrimiento Raman) contintlan atin siendo visibles
(permanecen oxidadas). El comportamiento evidenciado en la Figura 8.11a se asemeja al
encontrado para muchas moléculas (Figura 8.7d), aunque la pendiente es levemente diferente. En
este sentido, la tendencia encontrada para el caso de moléculas individuales representa la
verdadera variacion del corrimiento Raman con el potencial aplicado, ya que cada caso logra
resolver una a una las componentes del ensanchamiento inhomogéneo del pico Raman (sin

promediar sobre el ensamble de moléculas).
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Figura 8.11. Dependencia del corrimiento Raman del modoa ~ 590 cm™ del estado oxidado
(resonante) de NB en funcion del potencial de reduccién (a) y oxidacion (b) de cada evento. Cada
punto corresponde a un evento de molécula tinica de NB. La linea en (a) marca una tendencia
(guia para el 0jo).

Por otro lado, de la Figura 8.11 también se desprende que los procesos de oxidacion y
reduccion tienen un comportamiento totalmente distinto frente a la frecuencia Raman del estado
oxidado de NB. La explicacion para esta asimetria es sencilla: si el cambio de configuracion de la
molécula ocurre durante el proceso de transferencia de carga es 16gico que el corrimiento Raman
del estado oxidado se corresponda con el potencial al cual dicha molécula es reducida (desde esa
configuracion inicial oxidada), mientras que el potencial al cual la molécula es oxidada deberia
corresponderse con la configuracion de la molécula en estado reducido (a partir de la cual es
oxidada), pero que no vemos por ser la forma no resonante (silenciosa) de NB. La misma
explicacion es valida si el cambio de configuracion ocurre durante el estado reducido de la
molécula, el cual no podemos monitorear mediante su sefial SERS. A partir de los resultados
experimentales trataremos ahora de buscar una explicacion sobre la correlacion entre E.4 y
corrimiento Raman.

En la literatura existen varios modelos simples de interaccion de las vibraciones moleculares
con la superficie, pero la mayoria de ellos son muy sensibles a los parametros elegidos en el

4 51
modelado.*® °*°

Sin embargo, a pesar de estas limitaciones, es posible afirmar que un
debilitamiento de las frecuencias en todos los casos (y para todos los modelos) estd asociado a una
mayor interaccion con la superficie. Este es el caso cuando, por ejemplo, la principal contribucion
del metal es la de proveer un canal de relajacion para las vibraciones moleculares.’” Justamente
esto es lo que sucede con el modo de 590 cm™ de NB sobre la superficie de estas mismas NPs de
Ag, tal como ha sido demostrado recientemente mediante experiencias SERS de alta resolucion
con control de temperatura.’> Este es un aspecto basico de un oscilador amortiguado: el
debilitamiento de la frecuencia de resonancia cuando aumenta la amortiguacion.

Nuestros resultados experimentales muestran que aquellas moléculas que interaccionan mas

débilmente con la superficie (frecuencias mas fuertes, mayor corrimiento Raman) son oxidadas a
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potenciales mas negativos que aquellas que interaccionan fuertemente con superficie (menores
corrimientos Raman). A partir de aqui, sobre todos los efectos que podrian estar involucrados en
el hecho de que exista una distribucion de potenciales redox como asi también en el
ensanchamiento inhomogéneo de los picos Raman (pequefios cambios estructurales o
contribuciones isotopicas de las moléculas, efectos del solvente, distancia molécula-superficie,
etc), pareceria que alguno de ellos es dominante en ambos casos (electroquimica y SERS) lo que
avalaria las correlaciones encontradas en las Figura 8.11a y 8.7d. Por otra parte de acuerdo al
mecanismo tinel si una molécula se encuentra “cerca” de la superficie, la transferencia de carga
ocurrirda a menores sobrepotenciales respecto de aquellas que estan mas alejadas. De esta forma, la
distancia molécula-superficie permite explicar la correlacion encontrada para moléculas tinicas a
partir del mecanismo tunel y de la relajacion de las vibraciones a través del metal (ver Esquema
8.2).

De esta forma vemos que para el caso estudiado el potencial redox esta definido
principalmente por la distancia entre la molécula y la superficie la cual puede ser revelada a través
del espectro SERS de alta resolucion. Los resultados experimentales son compatibles con la
molécula “fija” en su estado oxidado (caracterizada por el corrimiento Raman constante del
estado oxidado resonante) y también presumiblemente en su estado reducido (no resonante), ya
que ambas especies redox son cationes en solucion, producto de la transferencia de 2 electrones
acoplada con 2 protones.” Dicha interaccion electrostatica podria ocurrir mediante la capa de
aniones que rodea a las NPs de Ag. De esta forma, los cambios conformacionales podrian ocurrir
durante la transferencia de carga desde/hacia la molécula. Estas hipotesis permiten explicar los
fendmenos electroquimicos observados por SERS tanto a nivel de moléculas tnicas como para

muchas moléculas.

8.5 Conclusiones.

En este Capitulo demostramos que es posible monitorear procesos redox a nivel de
moléculas unicas mediante SERS, obteniendo en forma conjunta informacion de la interfaz
molécula-superficie.

A partir de los resultados experimentales es posible afirmar que el potencial redox de un
ensamble de moléculas es la convolucion espacio-temporal de eventos individuales que difieren
entre ellos principalmente en la distancia de la molécula a la superficie. De esta forma, es posible
evidenciar mediante la combinacion de SERS a nivel de moléculas tnicas y electroquimica, el
caracter estocastico de los procesos redox a nivel de moléculas individuales.

Mediante medidas SERS de alta resolucion es posible resolver el ensanchamiento
inhomogéneo de los picos Raman revelando las distintas contribuciones moleculares al espectro.

En este caso también resulta determinante la configuracion de la molécula respecto a la superficie,
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ya que en este caso el metal actiia como un canal de relajacion de las vibraciones moleculares,
generando una distribucion de frecuencias de acuerdo a la proximidad de la molécula (oscilador)
al metal. Dicha distancia molécula-superficie es también la principal responsable de Ia
distribucidon de potenciales redox en la interfaz. Estas conclusiones solo pueden ser establecidas a
partir de la combinacién de ambas técnicas (electroquimica y SERS) a nivel de moléculas tinicas,

donde los resultados no son promediados sobre todo el conjunto.

Esquema 8.2. Representacion de la interfaz NB-NPs Ag en el hot spot. El potencial de carga cero
(PZC) de Ag en buffer fosfato a pH = 6 es de -0.9 V, por lo tanto, a lo largo de toda la region de
potenciales aplicados la superficie permanece cargada positivamente rodeada por una capa de
aniones (region gris alrededor de la NPs) a través de la cual interacciona la molécula de NB
(catidn en solucidn). La transferencia de carga ocurre por un mecanismo tinel a través de la capa
de aniones. En el esquema se muestran dos situaciones posibles donde la molécula de NB se
encuentra mas cerca (a) o mas lejos (b) de la superficie. En el primer caso la transferencia de
carga ocurre a menores sobrepotenciales y la cercania de la molécula a la superficie le provee un
canal de relajacion directo con lo cual se espera una disminucion de la frecuencia de vibracion
(considerando un modelo sencillo de oscilador con amortiguacion). Lo contrario ocurre para el
caso (b).
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Finalmente, logramos unificar a través de un caso modelo ambos métodos de deteccion
(eléctrico y Optico) al nivel de moléculas tinicas, Gltimo limite posible en la deteccion analitica de
especies moleculares. A partir de aqui se abren nuevas posibilidades de estudios basicos y

aplicados extendidos a otros sistemas.

8.6 Referencias.

[1] Moth-Poulsen, K.; Bjornholm, T., Molecular electronics with single molecules in solid-state
devices. Nat Nano 2009, 4 (9), 551-556.

[2] Venkataraman, L.; Klare, J. E.; Nuckolls, C.; Hybertsen, M. S.; Steigerwald, M. L.,
Dependence of single-molecule junction conductance on molecular conformation. Nature 2006,
442 (7105), 904-907.

[3] Venkataraman, L.; Park, Y. S.; Whalley, A. C.; Nuckolls, C.; Hybertsen, M. S.; Steigerwald,
M. L., Electronics and Chemistry: Varying Single-Molecule Junction Conductance Using
Chemical Substituents. Nano Lett. 2007, 7 (2), 502-506.

[4] Ward, D. R.; Halas, N. J.; Ciszek, J. W.; Tour, J. M.; Wu, Y.; Nordlander, P.; Natelson, D.,
Simultaneous Measurements of Electronic Conduction and Raman Response in Molecular
Junctions. Nano Lett. 2008, 8 (3), 919-924.

[5] Brinks, D.; Stefani, F. D.; Kulzer, F.; Hildner, R.; Taminiau, T. H.; Avlasevich, Y.; Mullen,
K.; van Hulst, N. F., Visualizing and controlling vibrational wave packets of single molecules.
Nature 2010, 465 (7300), 905-908.

[6] Bogani, L.; Wernsdorfer, W., Molecular spintronics using single-molecule magnets. Nat.
Mater. 2008, 7 (3), 179-186.

[7] Diez-Pérez, I.; Hihath, J.; Lee, Y.; Yu, L.; Adamska, L.; Kozhushner, M. A.; Oleynik, L. L;
Tao, N., Rectification and stability of a single molecular diode with controlled orientation. Nat
Chem 2009, 1 (8), 635-641.

[8] Spiller, D. G.; Wood, C. D.; Rand, D. A.; White, M. R. H., Measurement of single-cell
dynamics. Nature 2010, 465 (7299), 736-745.

[9] English, B. P.; Min, W.; van Oijen, A. M.; Lee, K. T.; Luo, G.; Sun, H.; Cherayil, B. J.; Kou,
S. C.; Xie, X. S., Ever-fluctuating single enzyme molecules: Michaelis-Menten equation revisited.
Nat. Chem. Biol. 2006, 2 (2), 87-94.

[10] EIf,J.; Li, G.-W.; Xie, X. S., Probing Transcription Factor Dynamics at the Single-Molecule
Level in a Living Cell. Science 2007, 316 (5828), 1191-1194.

[11]  Palacios, R. E.; Fan, F.-R. F.; Bard, A. J., Barbara, P. F., Single-Molecule
Spectroelectrochemistry (SMS-EC). J. Am. Chem. Soc. 2006, 128 (28), 9028-9029.

[12] Huang, Z.; Chen, F.; D'Agosta, R.; Bennett, P. A.; Di Ventra, M.; Tao, N., Local ionic and
electron heating in single-molecule junctions. Nat Nano 2007, 2 (11), 698-703.

[13] Nie, S.; Emory, S. R., Probing Single Molecules and Single Nanoparticles by Surface-
Enhanced Raman Scattering. Science 1997, 275 (5303), 1102-1106.

Capitulo 8 191



[14] Bard, A. J., Toward Single Enzyme Molecule Electrochemistry. ACS Nano 2008, 2 (12),
2437-2440.

[15] Lemay, S. G.; Kang, S.; Mathwig, K.; Singh, P. S.; Single-Molecule Electrochemistry:
Present Status and Outlook. Acc. Chem. Res. 2012.

[16] Palacios, R. E.; Fan, F.-R. F.; Grey, J. K.; Suk, J.; Bard, A. J.; Barbara, P. F., Charging and
discharging of single conjugated-polymer nanoparticles. Nat. Mater. 2007, 6 (9), 680-685.

[17] Lei, C.; Hu, D.; Ackerman, E. J., Single-molecule fluorescence spectroelectrochemistry of
cresyl violet. Chem. Commun. (Cambridge, U. K.) 2008, 0 (43), 5490-5492.

[18] Moerner, W. E.; Kador, L., Optical detection and spectroscopy of single molecules in a
solid. Phys. Rev. Lett. 1989, 62 (21), 2535-2538.

[19] Ambrose, W. P.; Moerner, W. E., Fluorescence spectroscopy and spectral diffusion of single
impurity molecules in a crystal. Nature 1991, 349 (6306), 225-227.

[20] Ambrose, W. P.; Goodwin, P. M.; Jett, J. H.; Van Orden, A.; Werner, J. H.; Keller, R. A.,
Single Molecule Fluorescence Spectroscopy at Ambient Temperature. Chem. Rev. 1999, 99 (10),
2929-2956.

[21] Le Ru, E. C.; Etchegoin, P. G., Single-Molecule Surface-Enhanced Raman Spectroscopy.
Annu. Rev. Phys. Chem. 2012, 63 (1), 65-87.

[22] Blackie, E. J.; Ru, E. C. L.; Etchegoin, P. G., Single-Molecule Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy of Nonresonant Molecules. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131 (40), 14466-14472.

[23] Le Ru, E. C.; Etchegoin, P. G., Principles of Surface-Enhanced Raman Spectroscopy and
Related Plasmonic Effects. Elsevier.

[24] Emory, S. R.; Nie, S.; Kneipp, K.; Harrison, G. R., Single-Molecule Raman Spectroscopy
Fact or Fiction? CHIMIA International Journal for Chemistry 1999, 53 (1-2), 35-37.

[25] Otto, A., What is observed in single molecule SERS, and why? J. Raman Spectrosc. 2002,
33 (8), 593-598.

[26] Kneipp, K.; Wang, Y.; Kneipp, H.; Perelman, L. T.; Itzkan, I.; Dasari, R. R.; Feld, M. S.,
Single Molecule Detection Using Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS). Phys. Rev. Lett.
1997, 78 (9), 1667-1670.

[27] Le Ru, E. C.; Etchegoin, P. G.; Meyer, M., Enhancement factor distribution around a single
surface-enhanced Raman scattering hot spot and its relation to single molecule detection. J. Chem.
Phys. 2006, 125 (20), 204701-13.

[28] Futamata, M.; Maruyama, Y.; Ishikawa, M., Critical importance of the junction in touching
Ag particles for single molecule sensitivity in SERS. J. Mol. Struct. 2005, 735-736 (0), 75-84.

[29] Futamata, M., Single molecule sensitivity in SERS: importance of junction of adjacent Ag
nanoparticles. Faraday Discuss. 2006, 132 (0), 45-61.

[30] Etchegoin, P. G.; Le Ru, E. C.; Meyer, M.; Kneipp, K., SERS assertions addressed. Physics
Today 2008, 61 (8), 13-15.

192 Capitulo 8



[31] Le Ru, E. C.; Meyer, M.; Etchegoin, P. G., Proof of Single-Molecule Sensitivity in Surface
Enhanced Raman Scattering (SERS) by Means of a Two-Analyte Technique. J. Phys. Chem. B
2006, 110 (4), 1944-1948.

[32] Etchegoin, P. G.; Meyer, M.; Blackie, E.; Le Ru, E. C., Statistics of Single-Molecule
Surface Enhanced Raman Scattering Signals: Fluctuation Analysis with Multiple Analyte
Techniques. Anal. Chem. 2007, 79 (21), 8411-8415.

[33] Blackie, E. Quantification of the enhancement factor in Surface-Enhanced Raman
Scattering. PhD Thesis, Victoria University of Wellington
Wellington, 2010.

[34] Dieringer, J. A.; Lettan, R. B.; Scheidt, K. A.; Van Duyne, R. P., A Frequency Domain
Existence Proof of Single-Molecule Surface-Enhanced Raman Spectroscopy. J. Am. Chem. Soc.
2007, 129 (51), 16249-16256.

[35] Blackie, E.; Le Ru, E. C.; Meyer, M.; Timmer, M.; Burkett, B.; Northcote, P.; Etchegoin, P.
G., Bi-analyte SERS with isotopically edited dyes. Phys. Chem. Chem. Phys. 2008, 10 (28), 4147-
4153.

[36] Kleinman, S. L.; Ringe, E.; Valley, N.; Wustholz, K. L.; Phillips, E.; Scheidt, K. A.; Schatz,
G. C.; Van Duyne, R. P., Single-Molecule Surface-Enhanced Raman Spectroscopy of Crystal
Violet Isotopologues: Theory and Experiment. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133 (11), 4115-4122.

[37] Etchegoin, P. G.; Le Ru, E. C.; Meyer, M., Evidence of Natural Isotopic Distribution from
Single-Molecule SERS. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131 (7), 2713-2716.

[38] Buchanan, S.; Le Ru, E. C.; Etchegoin, P. G., Plasmon-dispersion corrections and
constraints for surface selection rules of single molecule SERS spectra. Phys. Chem. Chem. Phys.
2009, /1 (34), 7406-7411.

[39] Jadzinsky, P. D.; Calero, G.; Ackerson, C. J.; Bushnell, D. A.; Kornberg, R. D., Structure of
a Thiol Monolayer-Protected Gold Nanoparticle at 1.1 A Resolution. Science 2007, 318 (5849),
430-433.

[40] Garcia-Morales, V.; Krischer, K., Fluctuation enhanced electrochemical reaction rates at the
nanoscale. Proceedings of the National Academy of Sciences 2010, 107 (10), 4528-4532.

[41] Bard, A. J., Inner-Sphere Heterogeneous Electrode Reactions. Electrocatalysis and
Photocatalysis: The Challenge. J. Am. Chem. Soc. 2010, 132 (22), 7559-7567.

[42] Salverda, J. M.; Patil, A. V.; Mizzon, G.; Kuznetsova, S.; Zauner, G.; Akkilic, N.; Canters,
G. W.; Davis, J. J.; Heering, H. A.; Aartsma, T. J., Fluorescent Cyclic Voltammetry of
Immobilized Azurin: Direct Observation of Thermodynamic and Kinetic Heterogeneity.
Angewandte Chemie International Edition 2010, 49 (33), 5776-5779.

[43] Hoeben, F. J. M.; Meijer, F. S.; Dekker, C.; Albracht, S. P. J.; Heering, H. A.; Lemay, S. G.,
Toward Single-Enzyme Molecule Electrochemistry: [NiFe]-Hydrogenase Protein Film
Voltammetry at Nanoelectrodes. ACS Nano 2008, 2 (12), 2497-2504.

[44] Zhang, P.; Cai, J.; Chen, Y.-X.; Tang, Z.-Q.; Chen, D.; Yang, J.; Wu, D.-Y.; Ren, B.; Tian,
Z.-Q., Potential-Dependent Chemisorption of Carbon Monoxide at a Gold Core—Platinum Shell
Nanoparticle Electrode: A Combined Study by Electrochemical in Situ Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy and Density Functional Theory. J. Phys. Chem. C 2009, 114 (1), 403-411.

Capitulo 8 193



[45] Etchegoin, P. G.; Le Ru, E. C., Resolving Single Molecules in Surface-Enhanced Raman
Scattering within the Inhomogeneous Broadening of Raman Peaks. Anal. Chem. 2010, 82 (7),
2888-2892.

[46] Titus, E. J.; Weber, M. L.; Stranahan, S. M.; Willets, K. A., Super-Resolution SERS
Imaging beyond the Single-Molecule Limit: An Isotope-Edited Approach. Nano Lett. 2012, 12
(10), 5103-5110.

[47] Willets, K. A.; Stranahan, S. M.; Weber, M. L., Shedding Light on Surface-Enhanced
Raman Scattering Hot Spots through Single-Molecule Super-Resolution Imaging. The Journal of
Physical Chemistry Letters 2012, 3 (10), 1286-1294.

[48] Ford, G. W.; Weber, W. H., Shift and broadening of the vibrational mode for a diatomic
molecule adsorbed on a metal surface. Surf. Sci. 1983, 129 (1), 123-136.

[49] Wang, Y.; Sevinc, P. C.; He, Y.; Lu, H. P., Probing Ground-State Single-Electron Self-
Exchange across a Molecule—Metal Interface. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133 (18), 6989-6996.

[50] Ford, G. W.; Weber, W. H., Electromagnetic interactions of molecules with metal surfaces.
Phys. Rep. 1984, 113 (4), 195-287.

[51] Ueba, H., Vibrational state of the chemisorbed molecule on metal surfaces: Role of electron-
hole pair excitation. J. Chem. Phys. 1982, 77 (7), 3759-3766.

[52] Artur, C.; Le Ru, E. C.; Etchegoin, P. G., Temperature Dependence of the Homogeneous
Broadening of Resonant Raman Peaks Measured by Single-Molecule Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy. The Journal of Physical Chemistry Letters 2011, 2 (23), 3002-3005.

[53] Ni, F.; Feng, H.; Gorton, L.; Cotton, T. M., Electrochemical and SERS studies of chemically
modified electrodes: Nile Blue A, a mediator for NADH oxidation. Langmuir 1990, 6 (1), 66-73.

194 Capitulo 8



Capitulo 9

Conclusiones Generales

A lo largo del presente trabajo de Tesis doctoral hemos abordado, mediante distintos
ejemplos, problematicas asociadas a la interfaz metal-molécula en sistemas con potenciales
aplicaciones a sensores quimicos. De esta forma hemos tratado de comprender desde un punto de
vista microscopico procesos que van desde reacciones quimicas superficiales a procesos de
transferencia de carga (mediados por aplicacién de potencial o incidencia de luz) estudiando para
ello la influencia de la nanoestructuracion del metal, el solvente, las fuerzas intermoleculares, la
conductancia de moléculas, la estructura electronica del ensamble metal-molécula y la orientacion
molecular.

Comenzamos describiendo los mecanismos de degradacion de la interfase Au-S en
monocapas autoensambladas (SAMs) de tioles sobre superficies de Au. Independientemente del
caracter alifatico o aromatico de las moléculas se encontr6 que la generacion de especies disulfuro
es la principal via de deterioro de las SAMs. En el caso de algunos tioles, como la 4-
mercaptopiridina (PyS), el proceso de degradacién puede proseguir generando S atomico que
recubre completamente la superficie del sustrato metalico. En superficies nanoestructuradas el
enlace Au-S es de mayor energia con lo cual se desfavorecen los procesos de degradacion. Del
mismo modo, la eleccion de solventes (ya sea para el autoensamblado como para la conservacion
de la plataforma SAM-Au) donde los productos de degradacion sean poco solubles, es un camino
para generar dispositivos mas estables.

Proseguimos analizando la importancia de las fuerzas de van der Waals en el proceso de
autoensamblado molecular sobre superficies de Au. Fue posible demostrar en el caso de una
cianina tiolada que la interaccion n-n entre moléculas es tan importante que la misma predomina

frente a la estabilizacion del enlace S-Au, lo cual se refleja en la formacion de agregados
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moleculares que presentan interesantes propiedades Opticas. La posibilidad de estabilizar
mediante una unidén tiolato estos agregados a distintas superficies de Au (tales como
nanoparticulas) genera nuevas posibilidades de aplicacion en diversos sistemas de sensado.

Otro punto estudiado fue la capacidad y naturaleza quimica del grupo terminal de las SAMs
para coordinar cationes metalicos capaces de ser detectados electroquimicamente. A través del
ejemplo estudiado fue posible determinar que la principal limitante en el proceso de transferencia
de carga es la longitud del espaciador molecular méas alla del caracter alifatico/aromatico del
mismo o de la naturaleza quimica del grupo terminal. A su vez demostramos la posibilidad de
generar estructuras complejas tridimensionales mediante quimica de coordinacién y la liberacion
controlada de cationes metalicos inducida electroquimicamente.

Por ultimo, en esta primera parte de las Tesis referida a moléculas quimisorbidas sobre
sustratos metalicos, abordamos la construccion de plataformas plasmoénicas bimetalicas. Se
construyeron nanocavidades metalicas de Au las cuales fueron posteriormente modificadas
mediante electrodepodsito metalico con cantidades variables de Ag (1, 10 y 100 capas). Empleando
espectroscopia Raman amplificada por superficies (SERS) se estudio la respuesta plasmonica de
dichos sustratos utilizando una molécula tiolada como sonda, tal como la PyS. Para el caso de 1
monocapa de Ag se encontrd la existencia de un proceso de transferencia de carga molécula-metal
mediado por luz. Mediante un modelo tedrico de la repuesta SERS fue posible determinar que el
parametro fundamental que origina dicho proceso es un aumento de la distancia entre el orbital
HOMO de la molécula y un orbital (aceptor del electron) por debajo del nivel de Fermi del metal
(Aut+1Ag). De esta forma fue posible establecer mediante datos experimentales y tedricos una
explicacion microscopica del “efecto quimico” en SERS.

En la segunda parte de este trabajo abordamos problemas de coadsorcion de especies
moleculares: la interfaz metal-molécula para el caso de especies fisisorbidas. Dada la
inespecificidad en la interaccion metal-molécula para este caso (en contraposicion de lo que
sucede con moléculas tioladas) una de las problematicas mas habituales en la deteccion dptica de
este tipo de sistemas es la congestion espectral. En esta Tesis realizamos un abordaje a dicho
inconveniente a partir del desarrollo de un método de modulacioén electroquimica de la sefial
SERS que en conjunto con técnicas de andlisis de fluctuaciones (analisis de componentes
principales y transformada de Fourier) permite desacoplar los espectros Raman de las distintas
especies presentes en la muestra.

Finalmente realizamos estudios de monitoreo de procesos de transferencia de carga a nivel de
moléculas individuales utilizando SERS. Fue posible estudiar la evolucion del proceso redox de
una molécula unica midiendo en forma simultinea su espectro Raman. De esta forma
demostramos el caracter estocastico del potencial redox, el cual es una convoluciéon espacio-
temporal de moléculas con distintos entornos. Mediante medidas de alta resolucion espectral y

temporal demostramos que la orientacion molecular respecto de la superficie (electrodo) es la
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principal contribucidén que permite explicar el potencial y corrimiento Raman observados para
cada uno de los eventos individuales.

Los resultados presentados en este trabajo de Tesis Doctoral contribuyen a la
comprension de distintos fenomenos que acontecen en la interfaz metal-molécula. Mediante
estudios moleculares, plasmoénicos y electroquimicos hemos mostrado nuevas soluciones,
estrategias y métodos para el perfeccionamiento y/o desarrollo de métodos de deteccion

ultrasensible de moléculas.
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Apendice A

Funciones dieléctricas de Auy Ag

Para comprender la importancia de las funciones dieléctricas &(w) de los metales en su
respuesta plasmonica consideremos un ejemplo sencillo de resolver analiticamente. Este es el
caso cuando se utiliza un laser para iluminar una esfera metalica rodeada por un medio con una
constante dieléctrica relativa €y (siendo la dimension de la esfera mucho menor a la longitud de
onda del haz incidente)." A partir de la aproximacion electrostatica es posible encontrar el campo
eléctrico resultante dentro de la esfera (Ey,), producto de la interaccion de la misma con el campo
electromagnético, el cual resulta proporcional al campo incidente E:

E, = St g4
e(w)+2¢,,

Para lograr idealmente un campo divergente dentro de la esfera el denominador de la
expresion A.1 deberia ser cero, para lo cual g(w) = -2 gy. En el caso de los metales, esta condicion
se puede alcanzar si para dada una longitud de onda [Re g(®) = -2 gy] y [Im &(®w) = 0]. Esto
implica que a esa longitud de onda hay una gran respuesta optica de absorcion y dispersion de luz
(condicion de resonancia). La parte real de la funcion dieléctrica del metal determina la posicion
(frecuencia o longitud de onda) de la resonancia, mientras que la parte imaginaria establece hasta
donde se extiende la misma (define el ancho). El resultado es entonces una resonancia localizada
(plasmon de superficie localizado) la cual puede ser observada experimentalmente mediante
medidas de absorcion UV-visible de una solucion de NPs (ver Capitulo 5, Figura 5.6a).

La respuesta plasmonica de un dado material no solo depende de su constante dieléctrica sino
también de su geometria. De esta forma, las condiciones de resonancia plateadas para la ecuacion

A.1 son aplicables solo para el caso de NPs. Si cambiamos la geometria del objeto encontraremos
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otro tipo de condiciones. Sin embargo, en todos los casos ¢ independientemente de la geometria
dichas condiciones de resonancia se alcanzan cuando la parte imaginaria de la funcion dieléctrica
del metal es aproximadamente cero y cuando la parte real de la misma es negativa [Re g(®w) < 0] y
[Im &(w) = 0]. Es asi como cualquier metal con una funcion dieléctrica de este tipo tendra
excelentes propiedades plasmoénicas, mientras que la geometria del objeto y la constante
dieléctrica del medio definiran las condiciones exactas de resonancia.

Para los intereses de la espectroscopia SERS asi como también para sus aplicaciones es
deseable encontrar un metal con una funcion dieléctrica como la descripta, pero en el rango
visible del espectro electromagnético. En la Figura A.1 se presentan las funciones dieléctricas

(parte real e imaginaria) de Auy Ag en dicha region del espectro.

Figura A.1: Funciones dieléctricas de Au y Ag en la region visible del espectro electromagnético.
a) Parte real y b) Parte imaginaria. Datos extraidos de la referencia 2.

Como puede verse, en ambos casos (Au y Ag) la parte real de la funcion dieléctrica es
negativa (siempre mas negativa para Ag que para Au), siendo esta una condicion deseable en
materiales plasmonicos. Respecto de la parte imaginaria, en el caso del Au, existe una absorcioén
interbanda para A < 600 nm lo que se refleja en [Im &(w) > 0] y la cual da origen al color amarillo
del Au. Este hecho es el que determina que en la region de menores A del espectro visible la Ag
sea un “mejor material” plasmonico respecto del Au. Sin embargo, para A > 600 nm ambos

cumplen con las condiciones descriptas bajo las cuales hay presencia de plasmones superficiales.

Referencias.

[1] Jackson, J., Classical Electrodynamics Third Edition. Wiley: 1998.
[2] Le Ru, E. C.; Etchegoin, P. G., Principles of Surface-Enhanced Raman Spectroscopy and
Related Plasmonic Effects. Elsevier: 2009.
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Apeéndice B

Analisis de componentes principales
(PCA) y sus modificaciones

En el Capitulo 7 describimos los puntos mas importantes referidos al analisis de
componentes principales y citamos ademas bibliografia complementaria sobre el fundamento de
este método, que hoy en dia se encuentra ampliamente difundido y es utilizado en varias
aplicaciones y areas de la ciencia. Sin embargo, en el analisis de los espectros SERS se introdujo
una modificacion respecto del método PCA clésico, a la cual nos referimos oportunamente como
“rotacion” de los autovectores. A continuacion brindaremos brevemente los fundamentos del
método PCA y sus modificaciones.

La serie de datos, en nuestro caso espectros en funcion del tiempo, se pueden condensar en la

siguiente matriz rectangular:

Longitudesde onda (N)
A
hohooh
A N

M= |1, I Iy Tiempos(T) B.1
A A

rlr2.. N

L T T T |

donde cada fila corresponde al espectro para un dado tiempo y cada columna a las longitudes de

onda en las que podemos descomponer cada uno de esos espectros (en este caso son los 1024
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pixeles de la CCD). Continuando con la implementacion “clasica” de PCA generamos ahora la

misma matriz M que en el caso anterior pero a cada fila le sustraemos el valor medio:

A\ /\/1]
M=|1, B2
i

donde:

N
N\ ] . - — 1 ]
_ I =— 31 B3
I, =1,7-1, 2 N
l 1 1

A
esto genera una nueva matriz de iguales dimensiones a la anterior M = (T x N) pero ahora, para
cada tiempo, hay un espectro de intensidad promedio cero.

A partir de aqui construimos la matriz de covarianza V = (N x N) para cada una de las N

A\
columnas de las matriz promedio M de acuerdo a:

A. A

N7 Nk
V=(ov(l,", It, )) B.4
i

En el caso de la ecuacion B.4 estimamos la covarianza de las intensidades entre dos

longitudes de onda (A; y Ay), la cual se calcula a partir del siguiente estimador:

/\’1]' /\lj /\lk /\/1](
;T 1 Iy, —(1
/\/1]‘ /\ﬂk T i !
covr, , It )= X2 B5
2 I i—1 (T -1)
A /\;Lk
donde / , I son los promedios temporales definidos como:
N 1T
1 = > 1 ; B.6
iyl

La matriz de covarianza V sera entonces una matriz cuadrada (NxN) ya que su
dimensionalidad estd definida por la varianza entre las distintas longitudes de onda sin importar el
numero de espectros (T). Sin embargo, a mayor cantidad de espectros, mayor sera la confiabilidad
estadistica de V.

A partir de aqui es posible entonces reducir la dimensionalidad del conjunto de datos. Para

ello, se obtienen los N autovalores y N autovectores de la matriz de covarianza, ordenados segiin

204 Apéndice B



. . . A . .
su importancia. De esta forma, el primer autovector £, (j =1, 2, ..., N) puede ser considerado

una funcion de la longitud de onda que rescata los aspectos mas importantes de la serie de datos,
es el componente principal (el de mayor varianza). El método de PCA representa una gran ventaja
en el analisis estadistico cuando el conjunto inicial de datos puede ser descripto por los primeros
(pocos) autovectores. En nuestro caso, el método es siempre aplicado a una mezcla de dos
componentes, con lo cual (como ambas especies fluctian distinto) dos autovectores serian
suficientes para describir el comportamiento de la mezcla. Es decir, cualquier espectro de la serie

temporal puede ser representando como una combinacién lineal de los primeros dos autovectores
( ff’ y fzﬂf ) de la matriz de covarianza.
ij Aj Aj B
Iti =al.f1 +,Bif2 +Iti B.7

Para esto es necesario obtener la serie de coeficientes («;, ;) por los cuales es necesario

multiplicar a cada autovector en la combinacion lineal para representar a cada espectro de la serie
temporal (necesitamos 2 x T coeficientes). Estos se obtienen a partir del producto escalar de cada

uno de los espectros por los respectivos autovectores:

a B flj]f;_l
A A
co|%P | H 22 BS
o o
AN

Aqui finaliza el analisis convencional de PCA a partir del cual es posible reconstruir toda la
serie de datos originales (utilizando la ecuacion B.7 para cada T). A continuacion trataremos de
mostrar graficamente la operacion de “rotacion” que llevamos a cabo en el analisis de nuestros
datos.

En la Figura B.1b graficamos los dos autovectores obtenidos en funcion de la longitud de
onda (utilizamos una escala de energia reducida). De la misma forma la matriz de coeficientes C

podria graficarse (Figura B.1a) en un espacio de dos dimensiones donde cada fila corresponde a

un punto del grafico (si tomamos como ejes ax; =¢«;, y; = ;). Como puede verse, la mayoria
de los eventos de este Ultimo grafico se sitlian en torno a los ejes; esto implica que gran
parte de los espectros pueden ser representados por un dado valor de «; o dep,. La
posicion exacta de cada evento depende de la intensidad de cada autovector (o espectro).

Sin embargo, como vemos en la Figura B.1b, estos dos autovectores no representan la

Apéndice B 205



situacion fisica “real” de nuestras experiencias;, es decir cada autovector tiene
contribuciones de las dos especies moleculares presentes. Si nuestro objetivo es estudiar
la variacion de cada componente (en forma separada) debemos realizar una operacion de
rotacion de los mismos. Técnicamente esta es la diferencia entre componentes principales
y componentes independientes. Idealmente entonces deseariamos tener dos autovectores
que representen cada uno la contribucion de cada especie molecular y consecuentemente
una matriz de coeficientes positivos que arrojen la contribucion de cada una de ellas a
cada uno de los T espectros. Esto puede lograrse multiplicando la matriz de coeficientes
C y la matriz de autovectores (ecuacion B.8) por una matriz de rotaciéon R. Como
resultado de esta transformacion lineal en la Figura B.1d se muestran los nuevos
autovectores rotados que representan la contribucion de cada especie molecular de forma
independiente. De la misma forma, los coeficientes (ahora positivos) se muestran en la

Figura B.1c. Mayores detalles sobre la matriz R pueden encontrarse en la referencias 3.

Figura B.1: a) Representacion bidimensional de los coeficientes de la matriz C donde cada eje
representa a los dos componentes principales del analisis de PCA. b) Autovectores “originales” de
la matriz de covarianza V. c¢) Rotacion de los coeficientes para obtener valores positivos de los
mismos. d) Autovectores rotados mostrando los componentes independientes del analisis de PCA
modificado.
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