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Más allá de lo académico, Eli fue una gran persona. Siempre nos trató a todos sus estudiantes con

mucho afecto; recuerdo como se preocupaba por mis viajas diarios de La Plata a Buenos Aires.

La puerta de su oficina siempre estaba abierta, Ella con una sonrisa y siempre dispuesta darte

una mano, un consejo y desde luego planificar y discutir experimentos. Hasta último momento
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para poder terminar de escribir esta tesis!!!

Julio

La Plata, Agosto de 2014.

IX



X



Resumen

Las nanopartı́culas (NPs) de metales nobles presentan gran interés tanto por sus propiedades

básicas como por la amplia variedad de aplicaciones en las que se utilizan activamente. Para

obtener NPs estables y evitar su aglomeración, es necesario utilizar agentes estabilizantes durante

la sı́ntesis. Estas moléculas se adsorben sobre la superficie de las nanopartı́culas y evitan que

estas interaccionen directamente con las partı́culas vecinas. Si bien existen diversas moléculas

que pueden ser utilizadas para este fin, las únicas nanopartı́culas metálicas que son estables a

lo largo del tiempo, que pueden ser obtenidas en forma de polvos, lavadas, y utilizadas como si

fueran un compuesto quı́mico tradicional, son las nanopartı́culas protegidas por tioles. La gran

estabilidad de estas partı́culas está dada por la alta energı́a del enlace que se forma entre el azufre

del grupo tiol y el metal. Resulta, entonces, particularmente interesante estudiar la interfase entre

la superficie metálica y las moléculas adsorbidas, para ası́ diseñar diferentes vı́a obtención de

nanopartı́culas recubiertas con diferentes tioles.

Por otro lado, las sondas fluorescentes permiten una amplia variedad de aplicaciones, desde

la detección de un determinado analito a la cuantificación de una propiedad fisicoquı́mica del

medio –como la polaridad, fuerza iónica, campo eléctrico local, etc.–, hasta la marcación de bio-

moléculas. El desarrollo de la microscopia de fluorescencia y las técnicas de superresolución han

expandido los limites detección permitiendo estudiar sistemas y procesos complejos; por ejemplo,

la dinámica intracelular de proteı́nas. Por esto, es de particular interés desarrollar sondas fluores-

centes multiparamétricas, que permitan la detección de varias propiedades a la vez. Asimismo,

la posibilidad de modular la emisión de fluorescencia permite diferenciar las señales del ruido de

fondo, aumentando los lı́mites de detección.

En este trabajo se presenta un estudio sobre la sı́ntesis y caracterización de NPs de oro (AuNPs)

protegidas por tioles, para su utilización en sensores fluorescentes multiparamétricos y fotomodu-

lables, basados en ensamblados supramoleculares a escala nanométrica. Estos sistemas complejos

están formados por AuNPs cuya función principal es ser el soporte central sobre el cual se auto-

ensamblan polı́meros anfifı́licos funcionalizados. Las especies que modifican a los polı́meros son

fluoróforos de la familia de las 3-hidroxicromonas (3HC) y compuestos fotocrómicos de la familia

de los heterodiariletenos. Las sondas fluorescentes empleadas, 3HC, presentan como caracterı́stica

principal una emisión dual (a dos longitudes de onda) producto de una transferencia protónica

intramolecular en el estado excitado (excited state intramolecular proton transfer, ESIPT). Un único

estado basal genera por transferencia protónica dos estados excitados (normal N* y tautómero T*)

cuya estabilización depende fuertemente de la polaridad del medio. La relación de intensidad de
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cada banda, IN∗/IT∗ , es una medida de la polaridad del medio y no depende de la concentración

de fluoróforo, lo que permite su utilización en sistemas complejos donde no es posible controlar

esta variable (por ejemplo, en un medio biológico o incluso en estudios intracelulares). Por su

parte, los compuestos fotocrómicos pueden ser fotoconvertidos en dos isómeros con diferentes

espectros de absorción. Si el espectro de absorción de uno de los isómeros se solapa con el espectro

de emisión del fluoróforo, y ambas moléculas se encuentran a una distancia adecuada, es posi-

ble modular la emisión del fluoróforo mediante transferencia de energı́a de resonancia de Föster

(FRET).

Los polı́meros anfifı́licos utilizados para formar los ensamblados, fueron preparados a partir de

reacciones de adición de moléculas de dodecilamina, sondas fluorescentes y/o fotocrómicos a los

grupos anhı́drido de poli-alt-isobutilenanhidrido maleico (PMA). El PMA reacciona mediante sus

grupos anhı́drido con los grupos amina de las moléculas adicionadas, formando uniones amida y

dejando libre grupos carboxilato. Las cadenas de dodecilamina le confieren al polı́mero el entorno

hidrofóbico y los grupos carboxilato pertenecen a la parte hidrofı́lica. Los ensamblados formados

por AuNPs y polı́meros anfifı́licos modificados por moléculas fotoactivas presentan un tamaño

cercano a los 10 nm y constan de tres zonas bien diferenciadas: (i) un carozo metálico, (ii) una

coraza hidrofóbica, formada por las cadenas alquilicas de los tioles en la superficie metálica y las

cadenas alquı́licas del polı́mero y (iii) en la parte más externa, una zona hidrofı́lica dada por los

grupos carboxilato del polı́mero. Esto permite que todo el ensamblado sea soluble o dispersable

en medio acuoso, pero que las moléculas fotocrómicas puedan ser alojadas en la zona hidrofóbica

necesaria para que sean estables y modulen reversiblemente la emisión de los fluoróforos.

En primer lugar, se estudiaron diferentes métodos de sı́ntesis de AuNPs, lo que permitió con-

trolar el tamaño y composición de las mismas. Los métodos ensayados consistieron en sı́ntesis

quı́mica por vı́a húmeda donde los precursores metálicos fueron reducidos en presencia de los

tioles (método de dos fases de Brust-Schiffrin), o en presencia de agentes protectores más débiles

(hidroximetilenfosfinas o sales de amonio cuaternarias). Por la reacción de Brust-Schiffrin es po-

sible obtener AuNPs recubiertas por tioles con una estrecha distribución de tamaños que varı́an

entre 2 y 5 nm, dependiendo de la relación Au:tiol empleada en la sı́ntesis (se sintetizaron AuNPs

protegidas con dodecanotiol de 2, 3 y 4 nm de diámetro promedio). Los otros métodos de sı́ntesis

se obtuvieron AuNPs de 1 a 2 nm e hidrosolubles –protegidas con trihidroximetilen fosfina– y

de 5 a 6 nm e hidrofóbicas –cubiertas con sales de amonio cuaternario. Estos agentes protectores

débiles permiten realizar reacciones de intercambio de grupos protectores (o ligandos), ampliando

las alternativas de modificación de la superficie de las AuNPs preformadas. Se ensayaron reac-

ciones de intercambio de ligandos para modificar las AuNPs con diferentes tioles: dodecanotiol

(DDT), ácido 11-mercaptoundecanoico (MUA), ácido tiomálico (TMA), ácido p-mercaptobenzoico

(MBA) y ácido 3-mercaptopropanoico (MPA). Se encontró una diferencia importante en la compo-

sición superficial de las AuNPs protegidas con TMA (AuNPs@TMA) respecto a las demás AuNPs

obtenidas por reacciones de intercambio. Estudios exhaustivos mediante espectroscopia de foto-

electrones generados por rayos X (XPS, fuente de rayos X convencional y con radiación de luz

sincrotrón) demostraron que las AuNPs@TMA presentan una cantidad significativa de azufre

atómico coadsorbido en la superficie metálica. Asimismo, se propone aquı́ que el origen de este
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adsorbato radica en la ruptura de la unión C−S durante el proceso de adsorción.

Es importante destacar que las propiedades ópticas de los sistemas formados por AuNPs

dependen del tamaño de estas, y de la forma de los núcleos metálicos. Además, el tipo de agente

protector modifica la longitud de onda y la intensidad de los picos (o máximos) caracterı́sticos

de la resonancia de plasmones en los espectros de absorción, en los que se manifiestan picos

caracterı́sticos de resonancia de plasmones. Puesto que los procesos que interesan en este trabajo

–fotoconversión y emisión–, pueden estar acoplados con la resonancia de plasmones superficiales,

es preciso conocer y controlar las propiedades de las AuNPs. Esto permite asegurar el correcto

funcionamiento de los sensores. Por ello, las AuNPs han sido caracterizadas por espectroscopias

FT-IR y UV-Visible, Microscopia de Transmisión de Electrones (TEM y de alta resolución, HRTEM)

y espectroscopia de fotoelectrones generados por rayos X (XPS, fuente de rayos X convencional y

con radiación de luz sincrotrón).

Antes de la preparación de los polı́meros anfifı́licos, se sintetizaron y caracterizaron las sondas

fluorescentes y el fotocrómico. Se utilizaron dos fluoróforos, 6-amino-2-(2-furil)-3-hidroxicromona

(FC) y 6-amino-2-(4’-(dietilamino)fenil)-3-hidroxicromona (FE), sobre los que se estudiaron sus

comportamientos frente a cambios en la polaridad del medio. Esto permite interpretar su poste-

rior funcionamiento en el ensamblado. Por otro lado, se sintetizó 1,2-bis(2-metilbenzo[b]tiofen-

3-il)perfluorociclopenteno como fotocrómico base, el que se funcionalizó con un grupo nitro,

posteriormente reducido a grupo amina (un total de 5 pasos de sı́ntesis). Se prepararon polı́meros

anfifı́licos con diferente composición de dodecilamina, fluoróforo y/o fotocrómico. Los ensambla-

dos fueron preparados con estos polı́meros y AuNPs de 2, 3 y 4 nm protegidas con dodecanotiol y

fueron disueltos en una solución amortiguadora (buffer) de pH alcalino, y purificados mediante

electroforesis en gel de agarosa o cromatografı́a de exclusión por tamaños.

En la etapa final, se estudio el cambio en los espectros de emisión de fluorescencia de las sondas

FE y FC en ensamblados sobre AuNPs, frente a cambios de polaridad del medio con agregados su-

cesivos de un cosolvente (i-propanol, etanol, acetonitrilo o tetrahidrofurano). Se observó que para

agregados inferiores a ∼ 20 % en volumen de cosolvente se tiene una respuesta monótona cre-

ciente de la relación IN∗/IT∗ . Por otra parte, frente a mayores agregados se observa una variación

errática de este cociente. Esto indica que los ensamblados pueden sufrir cambios conformacio-

nales importantes al cambiar la composición del medio, generando cambios significativos en la

polaridad y fuerza iónica del entorno local de la sonda fluorescente. Los ensamblados modificados

con fotocrómico y una sonda flourescente permitieron modular la señal de emisión de la banda

T* del fluoróforo. Asimismo, a partir de espectroscopia de fluorescencia en estado estacionario y

resuelto en el tiempo, que las sondas fluorescentes se encuentran en diferentes posiciones respecto

de la superficie del ensamblado. Se propone que la estructura de los ensamblados depende del

tamaño de la molécula, la composición del polı́mero y el tamaño de las AuNPs. Los polı́meros

que contienen una gran concentración de fluoróforos y fotocrómicos forman ensamblados menos

estables que aquellos con menor proporción de grupos funcionales.

Los resultados presentados en este trabajo resultan interesantes para comprender los meca-

nismos que gobiernan estos sistemas para poder mejorarlos y logar futuras aplicaciones. Los

ensamblados pueden ser útiles en diversas aplicaciones, dependiendo de las moléculas utilizadas
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para funcionalizar el polı́mero, ası́ como del tipo de NP sobre la cual este es soportado. Los resul-

tados presentados, contribuyen con el desarrollo de ensamblados más robustos y versátiles para

su aplicación en sistemas complejos.
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Abstract

Noble metal nanoparticles (NPs) are of great interest both for its basic properties and for the

wide variety of applications where they are actively used. To obtain stable NPs and prevent their

agglomeration, stabilizing agents must be used during the synthesis. These species are adsorbed

on the surface of the nanoparticles and prevent the direct interaction among metallic cores directly

interact with neighboring particles. Although several molecules can be used for this purpose, only

thiolate-protected nanoparticles are stable over time, may be obtained as powders, are able to be

washed, and be used as if they were traditional chemical compounds. The outstanding stability of

the particles is given by the high metal-sulfur bond-energy. Therefore, it is of particular interest

to study the interface between the metal surface and the adsorbed molecules. This is necessary in

order to design new synthesis strategies and to improve the existing methods.

Furthermore, fluorescent probes allow a wide variety of applications, from a given analyte

detection or the quantification of a physicochemical property of the medium (e.g. polarity, ionic

strength, local electric field), to the labeling of biomolecules. The development of the fluorescence

microscopy techniques has allowed the expansion of detection limits, and helped to study complex

systems and processes; for example, intracellular protein dynamics. Therefore, it is of particular

interest to develop multiparameter fluorescent probes, allowing the detection of multiple proper-

ties at once. Also, the possibility of modulating the fluorescence emission allow to differentiate

the background noise from signals, which is associated with an increase of detection limits.

This thesis presents a study on the synthesis and characterization of gold NPs (AuNPs) protec-

ted by thiols, for their use in multiparametric and photoswitchable fluorescent sensors based on

supramolecular assemblies at the nanoscale. The AuNPs fulfill the main function to be the central

support on which functionalized amphiphilic polymers self-assemble. The polymers are modified

by fluorophores moieties (3-hydroxicromones, 3HC) and photochromic moieties (heterodiarilet-

henes). The fluorescent probes used, 3HC, shown a dual emission band (two wavelengths) as the

main feature, due to an excited state intramolecular proton transfer (ESIPT). For these molecules,

a single ground state generate two excited states by proton transfer (N* normal and T* tautomer),

whose stability depends strongly on the polarity of the medium. The ratio of the intensity of

bands is a measure of the polarity of the medium and does not depend on the concentration of

fluorophore, enabling their use in complex systems where it is not possible to control this variable

(for example, in a biological medium or even in intracellular studies). Photochromic compounds

can be photoswitched between two isomers with different absorption spectra. If the absorption

spectra of one isomer overlaps the emission spectra of the fluorophore, and if both molecules are at
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a proper distance, it is possible to modulate the emission of the fluorophore by Förster resonance

energy transfer (FRET). The amphiphilic polymers used to make assemblies were prepared from

addition reactions of dodecylamine molecules, fluorescent probes and/or photochromic molecu-

les with anhydride groups of poly-alt-isobuthylen maleic anhydride (PMA) given amide bonds.

Dodecylamine chains confer the hydrophobic environment and the carboxylate groups gives the

hydrophilic part. These assemblies have a size close to 10 nm and consists of three distinct parts:

(i) a metallic core, (ii) a hydrophobic shell formed by the alkyl chains of thiols on AuNPs and the

alkyl chains of polymer, and (iii) an outermost hydrophilic zone, given by the carboxylate groups

of the polymer. This allows the entire assembly to be soluble or dispersible in aqueous medium,

while the photochromic molecules can be accommodated in the hydrophobic area required to be

stable and able to photoswitch the emission of the fluorophore.

First, various methods of AuNPs synthesis were studied, which allowed to control the size

and composition thereof. The tested methods consisted of wet chemical synthesis wherein the

metal precursors were reduced in the presence of thiols (two phases method of Brust-Schiffrin),

or in the presence of weaker protective agents (hidroximetilenfosfinas or quaternary ammonium

salts). Thiolate covered AuNPs from 2 a 5 nm in size, which exhibit a narrow size distribution,

can be obtained using the method by the Brust-Schiffrin. Its mean size depends on the Au:thiol

ratio employed in the synthesis (dodecanethiol protected AuNPs of 2, 3 y 4 nm average diameter

were prepared). The other strategies lead to water soluble AuNPs, 1 a 2 nm in size –protected

with tris(hydroxymethyl)phosphine– or hydrophobic ones, 5 to 6 nm in size –covered with quater-

nary ammonium salts. These weak protective agents allow exchange reactions of the protecting

groups, which expand the alternatives to modify the surface of preformed AuNPs. Thus, ligand

exchange reactions were tested for modifying AuNPs with different thiols: dodecanethiol (DDT),

11-mercaptoundecanoic acid (MUA), thiomalic acid (TMA), p-mercaptobenzoic acid (MBA) and

3-mercaptopropionic acid (MPA). A significant difference was found in the surface composition of

the AuNPs-TMA in comparison with AuNPs obtained by exchange reactions with other ligands.

The AuNPs-TMA have a significant amount of atomic sulfur as co-adsorbed of thiomalate. It is

proposed that its origin lies in the breakdown of the bond C−S along the adsorption process.

At this point, it is worth to recall that optical properties of the system formed by AuNPs

depend on the size and shape of metallic cores. Furthermore, the protective agent modifies the

characteristic wavelengths and intensities of the absorption spectra, which is mainly featured in

the plasmon peak. Since the processes of interest in this work –emission and photoswitch– may

be coupled to the surface plasmon resonance, we must understand and control the properties of

the AuNPs. This helps to control the proper functioning of the sensors. Therefore, AuNPs were

characterized by FT-IR and UV-Vis spectroscopies, Transmission Electron Microscopy (TEM and

high-resolution HRTEM) and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS by conventional x-ray source

and synchrotron radiation).

In order to prepare modified amphiphilic polymers, we previously prepared photochromic

compounds and fluorescent probes. Two fluorophores were prepared, 6-amino-2-[4-(diethylamino)

phenyl]-3-hydroxychromone (FE) and 6-amino-2-(2-furyl)-3-hydroxychromone (FC), which we-

re studied along with changes in the polarity of the medium. This knoelledge were usefull to
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interpret how they behave when assembled in the polymer, and to get insight into the structure

of these complex systems. On the other hand, the compound 1,2-bis (2-benzo[b]thiophen-3-yl)-

perfluorocyclopenthene was synthezised as the basic photochromic unit. Afterwards, it was fun-

ctionalized with a nitro group, and then reduced to amine group (a total of five synthesis steps).

Amphiphilic polymers were prepared with different composition of dodecylamine, fluorophore

and/or photochromic. The assemblies were prepared with these polymers and dodecanethiol

protected AuNPs of 2, 3 y 4 nm in size. Then, they were dissolved in an alkaline pH buffer, and

purified by agarose gel electrophoresis or size exclusion chromatography.

In the final stage, the change in the fluorescence emission spectra of the probes FC and FE

assembled on AuNPs as a consequence of the polarity changes of the medium were studied. The

measurements It have been done by successive additions of a cosolvent (i-propanol, ethanol, ace-

tonitrile and tetrahydrofuran) on water dispersions of the assemblies. It was observed a increasing

monotonic response of the ratio IN∗/IT∗ for solvent additions lower than ∼ 20 % in volume. Mo-

reover, for larger cosolvents proportions erratic variation of this ratio is observed. This indicates

that the assemblies may suffer substantial conformational changes by modifying the composition

of the medium, which causes significant changes in the polarity, ionic strength and local electric

field of the environment close to fluorescent probe. Noticeably, the assemblies modified by pho-

tochromic compounds and fluorescent probes allowed photoswitchable emission of the T* band

of the fluorophores. It is also proposed that, based on steady state and time-resolved fluorescence

spectroscopy, that fluorescent probes have different orientations with respect to the the surface of

the assembly. It is proposed that the structure of the assembly depends on the size of the molecule,

the polymer composition and the size of AuNPs. The polymers containing a high concentration

of fluorophores and photochromic species form less stable assemblies than those with lowest

proportion of functional groups.

The results presented in this thesis are of interest to understand the mechanisms that govern

these systems to improve and build future applications. The assemblies may be useful in various

fields of applications, depending on the molecules used to functionalize the polymer and on the

type of NP. The results presented contribute to the development of more robust and versatile for

use in complex systems assemblies.
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2.1.1 Cálculo del área real de un electrodo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10

2.2 Espectroscopia de fotoelectrones generados por rayos X (XPS) . . . . . . . . . . . . 10

2.2.1 Principios básicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

2.2.2 Disposición experimental . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

2.2.3 Análisis de los resultados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

2.3 Distribución de tamaños de las nanopartı́culas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22

2.4 Cálculos de Frecuencias Vibracionales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

2.5 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

2.6 Espectrocopı́a de Fluorescencia en estado estacionario y resuelta en el tiempo . . . 24

2.6.1 Principios básicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

2.6.2 FRET . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

2.7 Irradiación - Fotoconversión . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

Referencias . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

3 Detalles experimentales 33

3.1 Materiales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

3.1.1 Agua . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

3.1.2 Limpieza del material . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

3.1.3 Reactivos generales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

3.1.4 Sı́ntesis de HAuCl4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

3.2 Sı́ntesis de nanopartı́culas de Au cubiertas con dodecanotiol . . . . . . . . . . . . . 35

3.2.1 Nanopartı́culas de Au@SC12 de 〈D〉 = 3,9± 0,6 nm . . . . . . . . . . . . . . 35

3.2.2 Nanopartı́culas de Au@SC12 de 〈D〉 = 3,0± 0,9 nm . . . . . . . . . . . . . . 35

XIX
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Capı́tulo 1

Introducción

Las nanopartı́culas (NPs) metálicas son conocidas desde la antigüedad y existen informes sobre

sus propiedades y usos desde el siglo XVII [1]. No obstante, la conferencia de M. Faraday de

1857 [2] donde disertó acerca del oro coloidal generado por reducción de sales de Au, es consi-

derada un hito en la historia de las NPs. En 1988 J. M. Thomas reveló, mediante microscopı́a

electrónica, que las muestras producidas utilizando un protocolo similar contienen NPs de Au

(AuNPs) con tamaños entre 3 y 30 nm [3]. Casi un siglo después de la conferencia de Faraday, J.

Turkevich publicó el método de sı́ntesis de AuNPs protegidas por citrato [4], que ha sido utilizado

extensamente. Incluso en la actualidad, es motivo de interés el estudio del mecanismo mediante

el cual estas partı́culas son producidas [5]. La investigación de la composición y estructura de las

NPs es interesante tanto para poder comprender mejor la variación de distintos fenómenos fı́sicos

por la restricción del tamaño a la escala nanométrica como ası́ también por la gran variedad de

aplicaciones que estas poseen en campos tan diversos como el tratamiento médico [6], diagnóstico

en quı́mica clı́nica [7, 8], catálisis [9-11] y fabricación de sensores [12] y/o biosensores [13]. Aun-

que el área de aplicación de las NPs es muy amplia, importantes aspectos que involucran a estos

materiales se encuentran aún lejos de ser comprendidos y controlados.

Para obtener NPs estables y evitar su aglomeración, es necesario utilizar agentes estabilizantes

durante la sı́ntesis. Existe gran variedad de moléculas que pueden ser usadas con este fin como el

citado ejemplo del citrato, polı́meros como polivinilpirrolidona (PVP), fosfinas, aminas primarias

y sales de amonio cuaternarias. Sin embargo, uno de los únicos tipos de NPs metálicas cuya

distribución de tamaños es estrecha, son estables a lo largo del tiempo y pueden ser obtenidas

en forma de polvo, lavadas, y utilizadas como si se tratase de un compuesto quı́mico tradicional,

son las NPs cubiertas por tioles. Estas NPs tomaron gran relevancia desde la publicación de

los métodos de Brust-Schiffrin para la sı́ntesis de AuNPs cubiertas por tioles hidrofóbicos [14] o

hidrofı́licos [15] y fue extendido luego a otros metales y diferentes tioles. La utilización de estos

métodos se ha extendido a una amplia variedad de metales y tioles. La alta energı́a del enlace

entre el azufre y el metal confiere a estas NPs una gran estabilidad. Por otro lado, la elección del

grupo terminal del tiol utilizado, abre la posibilidad de modificar estas partı́culas con diversos

compuestos mediante enlaces covalentes y controlar muchas de sus propiedades.

Las NPs metálicas protegidas por tioles son los análogos tridimensionales a las SAMs de tioles
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C A P Í T U L O 1 . I N T R O D U C C I Ó N

sobre superficies metálicas planas. Por lo tanto, es muy interesante el estudio en conjunto de

estos dos sistemas ya que los resultados que se obtienen en ambos casos son complementarios

y permiten realizar una aproximación unificada al problema. Ciertas técnicas son útiles para el

estudio de NPs pero no lo son para superficies planas y viceversa. Por ejemplo, el estudio de NPs

mediante espectroscopı́a de fotoelectrones generados por rayos X (XPS) generará una señal con

una contribución superficial mucho mayor que en una superficie plana, lo que facilitarı́a el análisis

de la interfase metal-adsorbato, si no se cuenta con una fuente de luz sincrotrón para disminuir la

energı́a de los fotones incidentes. Por otro lado, sólo recientemente fue posible realizar cálculos

teóricos en el marco de la teorı́a del funcional de densidad (DFT) sobre NPs con algunos cientos

de átomos [16] y este sigue siendo un problema de un alto costo computacional. Sin embargo,

el estudio de superficies metálicas extendidas es de un costo mucho menor ya que se genera un

sistema periódico formado por pocos átomos.

La microscopia de fluorescencia ha sido una herramienta de gran importancia en el estudio

de sistemas biológicos. Con el desarrollo tecnológico se han creado variantes de este tipo de mi-

croscopia que han empujado los limites de detección aumentando ampliamente la magnificación.

Desde el principio de la década del 80’ al contar con láseres cada vez más accesible se desarrolló el

microscopio confocal, el cual permite obtener imágenes de alta resolución con selectividad espa-

cial, gracias a que logra enfocar un delgado espesor de la muestra disminuyendo la fluorescencia

de fondo que esta fuera de foco. A partir de la década del 90’, gracias a las cámaras CCD cada vez

más rápidas, a los piezoeléctricos precisos y al desarrollo de software avanzado, se han desarro-

llado otras técnicas de microscopia de super resolución como STED (Stimulated Emission Depletion

Microscopy), SOFI (Superresolution Optical Fluctuation Imaging), y STORM (Stochastic Optical Recons-

truction Microscopy), que permiten tomar imágenes ópticas muy por debajo del lı́mite de difracción

de la luz llegando a observar moléculas únicas.

El diseño y sı́ntesis de nuevos fluoróforos ha permitido ampliar el número y tipo de analito que

se pueden estudiar. Es de particular interés la utilización de diferentes NPs de semiconductores

–los llamados Quantum Dots, QDs– en experimentos de microscopia de fluorescencia, dado su

brillo, su estrecha banda de emisión y su resistencia a la fatiga (muy importante para las micros-

copias de super resolución, donde se necesitan alta potencia del haz incidente y largos tiempos

de exposición). Sin embargo, estas NPs al igual que una molécula fluorescente, presentan “parpa-

deo”(blinquin)[17] el cual es desfavorable en experimentos de seguimiento de moléculas únicas.

En las ultimas décadas, los QDs, han sido utilizados como marcadores en experimentos de micros-

copia de moléculas únicas [18] y para construir sensores fluorescentes [19]. Una estrategia para

evitar el parpadeo se basa en la utilización de muchas moléculas de fluoróforo juntas, por ejemplo

en un polı́mero. La gran diferencia entre QDs y nanopartı́culas de polı́meros fluorescentes, es

que los QDs se comportan como una unidad cuántica simple y parpadea, pero las partı́culas de

polı́mero que contienen múltiples emisores en cada partı́cula, en promedio no parpadean, aunque

los fluoróforos individualmente si lo hacen. Esta caracterı́stica de no parpadeo es muy útil en

marcado y seguimiento individual de biomoléculas en una célula viva sin perder ninguna acción

biológica [18].

En esta tesis se estudiaron distintas alternativas de modificación de la superficie de nano-
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partı́culas con el objetivo de desarrollar sensores fluorescentes fotomodulables a escala nanométri-

cas. La nanopartı́cula metálica actúa en un principio como soporte sobre la cual se unen moléculas

de fluoróforos, y fotocrómicos que permiten modular la emisión de luz [20]. La modulación de la

señal de emisión permite aumentar la relación señal-ruido mediante detección óptica por lock-in

(OLID) [21]. Se estudiaron las sı́ntesis de AuNPs recubiertas por alcanotioles mediante el método

de Brust-Schiffrin en dos fases, como también AuNPs protegidas por ligandos débiles los cuales

pueden ser intercambiados por tioles. También se estudio el recubrimiento de las NPs con un

polı́mero anfifı́lico funcionalizado con fluoróforos y fotocrómicos, formando ensamblados supra-

moleculares. Esta estrategia permite unir varias moléculas que cumplen diferentes funciones en

un tamaño de unos pocos nanómetros. Al mismo tiempo, estos ensamblados supramoleculares

presentan una estructura genérica que permite ser preparados con distinto tipo de NPs para apro-

vechar sus propiedades, en áreas tan diversas como plasmónica con Au, Ag o Cu NPs, magnetismo

con Fe3O4 o CoPt y fluorescencia de los QDs [22]. También se pueden emplear distintos tipos de

fluoróforos tanto como marcados o como sensores [23-25].

Este trabajo de tesis interdisciplinario fue desarrollado en dos grupos de investigación. Por

un lado, en un grupo dedicado históricamente a la electroquı́mica y fisicoquı́mica de superficies

extendidas, y por otro lado, en un grupo dedicado a la sı́ntesis de orgánica de sondas fluorescentes

y compuestos fotocrómicos, para su uso en microscopia de fluorescencia como herramienta de

estudio de sistemas biológicos complejos. Esto requirió, en la parte inicial del trabajo, la evaluación

de diferentes rutas de sı́ntesis de NPs metálicas, varias de las cuales no se comentan en detalle en

esta tesis ya sea porque no aportan datos relevantes a la discusión o bien por tratarse de protocolos

que no han funcionado satisfactoriamente. Asimismo, se avanzó en la caracterización de estos

sistemas, haciendo particular énfasis en los efectos adversos que las técnicas de medida producen

en las muestras. En prácticamente todos los métodos experimentales utilizados hemos observado

que el sistema de medida afecta, de alguna manera, a la medida que se está realizando. Por

ejemplo, la microscopı́a electrónica es una técnica que históricamente se ha utilizado en gran

medida para el estudio de muestras masivas (en general en metalurgia) y los daños producidos

sobre estas muestras son conocidos. Sin embargo, al utilizar esta técnica para el estudio de sistemas

con tamaños nanométricos, donde la superficie adquiere gran importancia, aparecen nuevos

tipos de daños que limitan el estudio de estos sistemas. Otro ejemplo lo constituyen las técnicas

que involucran la irradiación de la muestra con rayos X. Debido a la gran sensibilidad de las

moléculas orgánicas, que son objeto de nuestro estudio, es necesario minimizar la dosis de rayos

X para disminuir el daño. Durante todos los experimentos que detallamos en esta tesis, hemos

tenido especial atención en utilizar condiciones de medida que minimizaran estos daños. En

los casos en que esto no fue posible, se intentó elucidar qué tipo daño se estaba produciendo

para realizar el análisis de los resultados teniendo en cuenta estos efectos o bien descartar los

datos que hayan sido afectados por los mismos. Es oportuno destacar que la purificación de los

sistemas nanoparticulados no es una tarea trivial, y muchas veces se puede incurrir en errores

de interpretación de las propiedades de estos sistemas por no contar con un adecuado método

de purificación. Estos efectos se aprecian mas claramente en los ensamblados supramoleculares,

donde las estructuras son complejas y su estabilidad depende de varios factores que pueden ser

3
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afectado durante su estudio.

1.1 Lugar de trabajo y trabajo en colaboración

La mayor parte de los resultados presentados en esta tesis han sido obtenidos en el Laboratorio

de Nanoscopı́as y Fisicoquı́mica de Superficies del Instituto de Investigaciones Fisicoquı́micas

Teóricas y Aplicadas (INIFTA) y en el Departamento de Quı́mica Orgánica de la Facultad de Cien-

cias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Sin embargo, una parte importante

de ellos son producto del trabajo en colaboración con diferentes grupos de investigación y de

estadı́as en diferentes laboratorios. En todos los casos se participó activamente en el análisis de

los resultados.

Las medidas de XPS con fuente de Mg Kα fueron realizadas en el Nanoscopı́as del INIFTA y

con radiación de luz sincrotrón fueron realizadas en el Laboratório Nacional do Luz Sı́ncrotron

(LNLS), Campinas, Brasil.

Las preparación de algunos ensamblados supramoleculares fotomodulable y la determinación

de sus espectros de fluorescencia resueltos en el tiempo fueron realizados en el Laboratorio de

Dinámica Celular del Instituo Max Planck de Bio-Fisicoquı́mica en Gotinga, Alemania.

1.2 Estructura y contenidos

Este informe se divide en dos partes. La primera, Métodos, está compuesta por dos capı́tulos. En

el Capı́tulo 2 se realiza una breve descripción de los métodos experimentales y teóricos que se

utilizaron. En el Capı́tulo 3, se describen los detalles experimentales de las diferentes rutas de

sı́ntesis para obtener AuNPs, y la sı́ntesis de las sondas fluorescentes y las moléculas fotocrómicas,

ası́ también como la preparación de diferentes polı́meros anfifı́licos con los que se formaron los

autoensablados supramoleculares con las NPs y la purificación de estos.

La segunda parte, Nanopartı́culas y Ensamblados Supremoleculares consta de tres capı́tulos

donde se discuten los resultados obtenidos con los diferentes componentes que forman los senso-

res fotomodulables basados en AuNPs. En el Capı́tulo 4 se discuten los aspectos generales de los

dos métodos de sı́ntesis de NPs cubiertas con tioles utilizados: el métodos de Brust-Schiffrin dos

fases y las reacciones de intercambio de ligandos. Se presentan los lineamientos generales de estos

métodos y además se discuten los resultados de espectroscopias UV-Vis, XPS y HRTEM obtenidos

para estas NPs. En el caso de AuNPs protegidas con tioles mediante reacciones de intercambio

de ligandos se detallan experimentos acerca de su composición respecto de la estructura de las

moléculas que las recubren. El Capı́tulo 5 trata las caracterı́sticas mas importantes de los fluorófo-

ros que actúan como sondas de polaridad en los ensamblados supramoleculares. Se describe el

comportamiento de las sondas libres, los polı́meros anfifı́licos y finalmente su comportamiento

como sensor. Se presta especial atención a los cambios estructurales que sufren los ensamblados

como para poder interpretar adecuadamente su respuesta frente a cambios de polaridad, pH y

fuerza iónica del medio. En el Capı́tulo 6 se describe la preparación y caracterización de sensores

de polaridad fotomodulables.
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Capı́tulo 2

Métodos experimentales y teóricos

En este capı́tulo se presentarán brevemente las diferentes técnicas experimentales que hemos

utilizado en este trabajo. Discutiremos con un grado mayor de detalle las técnicas y herramientas

de cálculo más relevantes para esta tesis y en las que se trabajó activamente. En el caso de las

técnicas de uso común o las que fueron llevadas a cabo mediante el trabajo en colaboración sólo

enumeraremos las condiciones particulares de medida de los experimentos realizados y discutidos

en esta tesis.

2.1 Voltamperometrı́a cı́clica

Los experimentos electroquı́micos consisten en controlar ciertas variables de una celda electro-

quı́mica manteniéndolas constantes o bien variándolas en forma predeterminada mientras se

observa cómo varı́an otras al aplicar cambios en las variables controladas. En la voltamperometrı́a

cı́clica (cyclic voltammetry, CV) se utiliza una celda de tres electrodos: el electrodo de trabajo, el

electrodo de referencia y el electrodo auxiliar (o contraelectrodo). Estos electrodos están conecta-

dos a los terminales de un potenciostato. Los potenciostatos utilizados para realizar experiencias

de voltamperometrı́a cı́clica permiten aplicar una rampa de potencial (generalmente una onda

triangular) entre el electrodo de trabajo y el electrodo de referencia. Es decir, controla el potencial

del electrodo de trabajo referido al de referencia, utilizando una impedancia muy grande de ma-

nera tal que no circule corriente por el electrodo de referencia. La función que se aplica tiene la

siguiente forma

E = Ei + vt (2.1)

donde E es el potencial en el instante de tiempo t, Ei es el potencial inicial y v es la velocidad de

barrido del potencial.

El barrido lineal se genera entre diferentes lı́mites, los que se designan aquı́ como lı́mite mayor

de potencial, Emay, y lı́mite menor, Emen. Los valores tı́picos de v van de 1× 10−3 a 1 V s−1. A

medida que se modifica el potencial, se registra la corriente que circula entre el electrodo de

trabajo y el auxiliar. Con los datos registrados por el potenciostato se crea un gráfico de densidad

de corriente j (j = i/A) en función del potencial E denominado voltamperograma, donde A es
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el área real del electrodo, calculada como se explica más adelante. En estos gráficos se observan

diferentes procesos como los de transferencia de carga con especies electroactivas y los de carga

de la denominada doble capa eléctrica. Un análisis detallado de esta técnica puede encontrarse en

el texto de Bard y Faulkner [1].

En este trabajo se utilizó un potenciostato EG&G PAR Princeton Applied Research Modelo

362 con un adquisidor de datos WinPcChrom y un potenciostato de fabricación nacional marca

TEQ, conectado directamente a una computadora mediante interfaz serial. El primero realiza

todas las operaciones en forma analógica. Si bien por ello presenta la desventaja de necesitar un

dispositivo de conversión analógica–digital para adquirir los voltamperogramas, tiene la ventaja

de generar rampas de potencial continuas. En cambio, los potenciostatos cuyo funcionamiento se

basa en generaciones de rampas por pasos finitos de potencial podrı́an generar rampas de calidad

deficiente para experiencias en las que se realizan barridos a muy baja velocidad, tales como las

experiencias de deposición a subpotenciales (underpotential deposition, UPD).

Al realizar experimentos electroquı́micos es de especial importancia la limpieza del material

utilizado, ya que cualquier sustancia extraña puede causar interferencias en las medidas debido a

la alta sensibilidad de estas técnicas. Para asegurar la ausencia de contaminantes se lavó el material

de vidrio con solución de permanganato de potasio en ebullición y luego con solución ácida de

peróxido de hidrógeno o con solución “piraña”1. Luego, los materiales fueron enjuagados varias

veces con agua Milli-Q.

2.1.1 Cálculo del área real de un electrodo

El área aparente (geométrica) de un electrodo es una medida macroscópica que considera que

la superficie del electrodo es totalmente lisa y que no existen huecos entre los átomos que la

componen. Además, es posible calcular el área real de un electrodo, que tiene en cuenta todas las

imperfecciones de la superficie. Es importante la medida del área real para poder luego calcular

densidades de corriente (j).

El método de Michri et ál. [2] -que es ampliamente utilizado para el Au- consiste en realizar

un voltamperograma en medio ácido eligiendo el Emay correspondiente al mı́nimo de Burshtein

para formar ası́ una monocapa de AuO. Luego, se analiza la carga involucrada en la reducción del

AuO (proceso de 2 electrones). Considerando que el parámetro de red del Au masivo es 0,4080 nm

[3], una superficie de Au(111) contiene 1,39× 1015 átomos cm−2. Por lo tanto, la densidad de carga

requerida para reducir una monocapa de AuO (qmono) es 444 µC cm−2. El área real A se calcula

como A = qexp/qmono, donde qexp es la densidad de carga medida experimentalmente.

2.2 Espectroscopia de fotoelectrones generados por rayos X (XPS)

La espectroscopı́a de fotoelectrones generados por rayos X (X-ray photoelectron spectroscopy, XPS),

llamada en sus inicios espectroscopı́a electrónica para análisis quı́mico (electron espectroscopy for

chemical analysis, ESCA), se basa en el efecto fotoeléctrico, descubierto en 1887 por H. R. Hertz y

1Mezcla de H2SO4 y H2O2. En la página 34 se describen los detalles de su preparación.
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Nivel de vacı́o

Nivel de Fermi (EF)

hν

Fotoelectrón Electrón Auger

1s (K)

2s (L1)

2p (L2,3)

KLL

A + hν −−→ A+ + e– A+ −−→ A2+ + e–

Figura 2.1 Esquema del proceso de fotoemisión y emisión Auger. Al generar un fotoelectrón se

genera un hueco que puede ser llenado por un electrón de un nivel superior, lo que provoca la

emisión de un segundo electrón llamado Auger.

cuyas bases teóricas fueron explicadas por A. Einstein en 1905. Sin embargo, recién en la década

de 1960 se desarrolló su uso analı́tico, gracias a los trabajos pioneros del grupo de K. M. Siegbahn,

quién obtuvo por ello el Premio Nobel de Fı́sica en 1981.

La capacidad de detectar diferencias en los estados quı́micos junto con la sensibilidad super-

ficial ha hecho que esta técnica espectroscópica sea la más aplicada para el análisis general de

superficies. Puede detectar todos los elementos, excepto el hidrógeno y el helio y las muestras

pueden ser gaseosas, lı́quidas o sólidas. La profundidad de análisis de los materiales sólidos varı́a

desde las 2 últimas capas atómicas hasta aproximadamente 10 capas. Es aplicable a materiales

orgánicos, biológicos y poliméricos como ası́ también metales, semiconductores y cerámicos. Es

una técnica no destructiva aunque hay casos en los que el haz de rayos X puede dañar la muestra,

sobre todo si ésta es orgánica como los tioles.

2.2.1 Principios básicos

Un fotón de una longitud de onda lo suficientemente baja (radiación X o γ) interacciona con un

electrón de un nivel electrónico interno (core) o de la banda de valencia de un material y produce

un electrón libre eyectado, llamado fotoelectrón (Fig. 2.1). La energı́a cinética EK del fotoelectrón

depende de la energı́a del fotón incidente hν a través de la ecuación de Einstein para el efecto

fotoeléctrico:

hν = EV
B (k) + EK (2.2)

donde EV
B (k) es la energı́a de enlace (binding energy) o potencial de ionización del electrón en el

nivel k-ésimo, referido al nivel del vacı́o [4]. Debido a que hν se conoce, ya que es la energı́a de

la fuente de rayos X, la medida de EK determina EV
B (k). El hueco generado por la eyección del

fotoelectrón puede ser llenado por un electrón de un nivel superior, lo que provoca la liberación

de un segundo electrón, proceso que se conoce como emisión Auger (Fig. 2.1). Estos electrones

también son detectados en el espectro de XPS y pueden ser identificados mediante la variación de

la energı́a de los fotones incidentes. Si la energı́a cinética del pico no cambia al variar la energı́a

incidente, se trata de un electrón Auger.
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hν

EspectrómetroMuestra

e–

EK

hν

k

EV
B (k)

Nivel de vacı́o

Nivel de Fermi (EF)

E′K

φespect

φespect − φs

EF
B(k)

φS

Figura 2.2 Diagrama de niveles de energı́a de una muestra metálica en equilibrio eléctrico con

un espectrómetro. Los niveles electrónicos en la cercanı́as del nivel de Fermi (EF) representan la

porción llena de la banda de valencia en la muestra y el espectrómetro. Los niveles más profundos

son los niveles internos. Un diagrama similar es aplicable a muestras semiconductoras o aislantes,

con la única diferencia que EF se ubica entre la porción llena de la banda de valencia y la banda

de conducción vacı́a. Adaptado de ref. [4].

En realidad, la situación es algo más compleja. Si se conecta una muestra sólida al espectróme-

tro, como se muestra en la Fig. 2.2, los potenciales quı́micos de sus electrones –o sus niveles de

Fermi (EF)– se igualan. La función trabajo φs de un sólido se define como la energı́a de separación

entre el nivel de vacı́o y el nivel de Fermi. En un caso como el de la Fig. 2.2, los respectivos niveles

de vacı́o pueden no ser iguales. Por lo tanto, un fotoelectrón que sale de la muestra al llegar al

espectrómetro sufre los efectos de un potencial de aceleración o retardo que es igual a φs − φespect,

donde φs es la función trabajo de la muestra y φespect la del espectrómetro. Entonces, la energı́a

cinética del fotoelectrón que se medirá será diferente a su energı́a cinética en la superficie de la

muestra, disparidad que debe ser tenida en cuenta al calcular la energı́a de enlace. Si llamamos

EK a la energı́a cinética del fotoelectrón en la superficie de la muestra (como en la Ec. 2.2) y E′K a

la energı́a cinética del fotoelectrón dentro del espectrómetro, obtenemos

EK = E′K + φespect − φs (2.3)

Reemplazando esta ecuación en la anterior, es posible medir las energı́as de enlace en un sólido
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Figura 2.3 Espectro XPS de una SAM de dodecanotiol sobre Au tomado con una fuente de MgKα

(hν = 1253,6 eV). Se nombran los principales picos que aparecen en el espectro.

metálico respecto a los niveles de Fermi del espectrómetro y de la muestra, que son equivalentes:

hν = EF
B(k) + E′K + φespect (2.4)

donde el superı́ndice F indica que la energı́a de enlace se mide referida al nivel de Fermi, EV
B (k) =

EF
B(k) + φs. Las energı́as de enlace informadas en este trabajo corresponden a EF

B.

En la Fig. 2.3 se presenta un espectro XPS de una muestra de AuNPs protegidas con un tiol

depositadas sobre un sustrato de C. El número de picos en el espectro corresponde al número de

niveles de energı́a ocupados en los átomos cuyas energı́as de enlace son menores que la energı́a de

los rayos X incidentes, hν, además de los picos Auger y de plasmones. Las intensidades de los picos

dependen del número de átomos presentes y del valor de σ para el nivel estudiado, además de

otros parámetros que se discutirán más adelante. Cada pico presenta un fondo aproximadamente

constante en el lado de baja energı́a de enlace que se debe a la dispersión inelástica. Es decir, los

fotoelectrones que producen los picos agudos sin pérdida notable de energı́a también pueden ser

dispersados de forma inelástica en el proceso de escape del material, produciéndose dicho fondo

[4]. Los espectros que abarcan todo el rango posible de energı́as permitidas por la fuente, permiten

explorar quı́micamente la superficie de la muestra. Estos espectros poseen menos resolución pero

no involucran mucho tiempo de análisis.

La determinación de EF
B(k) permite no sólo identificar los elementos presentes en la muestra

sino también analizar el estado quı́mico de ellos debido a que se genera un corrimiento en las

energı́as de enlace de acuerdo al entorno, lo que se denomina corrimiento quı́mico (chemical

shift, CS). Este fenómeno fue indicado por primera vez por Siegbahn [5] y permite distinguir

entre diferentes estados de oxidación de un elemento. Por ejemplo, en el litio metálico (Li0) los
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C A P Í T U L O 2 . M É T O D O S E X P E R I M E N TA L E S Y T E Ó R I C O S
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Figura 2.4 Espectro XPS de la región C 1s de una muestra de AuNPs recubiertas de ác. 11-

mercaptoundecanóico. (hν = 523 eV)

electrones 2s se encuentran formando parte del sistema metálico. En el óxido de litio (Li2O), sin

embargo, los átomos de litio donan sus electrones 2s al oxı́geno, quien obtiene una capa llena 2p6.

Por esta razón, los electrones 1s del litio sufren los efectos de una carga coulómbica mayor en el

óxido de litio que en el metal. Por lo tanto, la energı́a de enlace del nivel 1s del Li es mayor en

el Li2O que en el Li metálico y se observa un corrimiento quı́mico entre los dos compuestos [6].

Si bien esta aproximación es útil en muchos casos para interpretar los corrimientos quı́micos, en

ciertas situaciones el análisis es menos intuitivo y más complejo como, por ejemplo, en el caso de

Ag metálica y sus óxidos, en particular de las señales más intensas: Ag 3d. [7].

Más aún, es posible encontrar diferencias entre las energı́as de enlace correspondientes a los áto-

mos de carbono de una cadena hidrocarbonada como la del ác. 11-mercaptoundecanóico (MUA).

La figura 2.4 muestra el espectro XPS de la región C 1s de una muestra de AuNP recubiertas con

MUA depositadas sobre un sustrato de carbono, donde se distingue la presencia de cuarto espe-

cies de carbono. La componente C1 corresponde al sustrato de carbono utilizado para soportar

las AuNPs, y en orden creciente de BEs las componentes C2, C3 y C4 han sido asignadas a los

átomos de carbono con diferentes estados de oxidación. C2 es la componente asignada a la señal

proveniente de los grupos metileno de la cadena hidrocarbonada, mientras que C3 corresponde

al grupo metileno unido directamente al átomo de S que presenta una mayor densidad de carga

positiva.Por último, C4 ha sido asignado a la señal proveniente de los grupos carboxilato donde

el carbono presenta un mayor estado de oxidación. Es importante notar que la relación de áreas

de estas tres componente se corresponde con la relación estequiométrica de la molécula.

Es importante notar que las intensidades de los picos de los diferentes niveles energéticos no

son iguales debido a que la probabilidad de fotoeyección desde cada nivel –medida por la sección

eficaz de fotoionización, σ– es diferente. Esta probabilidad también varı́a para un nivel dado en

diferentes átomos y depende de la energı́a de los rayos X utilizados (figura 2.5). Los valores de σ

para los diferentes elementos y energı́as de fotones incidentes pueden encontrarse tabulados en

las ref. [8-10].
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Figura 2.5 Coeficiente de fotoemisión o sección eficaz de fotoionización respecto de la energı́a

del haz incidente de rayos X, para el nivel 4 f del Au y 2p del S. Se indica con lineas de trazo

vertical las energı́as utilizadas.

2.2.2 Disposición experimental

Los equipos de XPS constan de diferentes componentes. Se utiliza una cámara de ultra alto

vacı́o (ultra-high vacuum, UHV) con presiones menores de 10−9 mbar para disminuir la cantidad

de contaminantes superficiales y asegurar a los electrones eyectados un camino libre medio lo

suficientemente grande como para alcanzar el analizador. La cámara está construida de acero

inoxidable (no magnético) y posee ventanas de vidrio para poder observar su interior. A ella se

acoplan diferentes elementos necesarios para el análisis superficial como la fuente de rayos X, el

analizador de electrones, el cañón de iones, etc. En la Fig. 2.6 se muestran las cámaras utilizadas

en este trabajo.

La fuente de rayos X puede consistir en un tubo de rayos X o radiación de luz sincrotrón.

En el caso de un tubo estándar, la radiación proviene del bombardeo de Mg o Al con un cañón

de electrones. Los huecos formados en las capas electrónicas internas de estos elementos son

luego llenados por transiciones radiativas desde niveles más altos, lo que produce la emisión de

rayos X. Este espectro de rayos X generados está dominado por un doblete intenso, no resuelto,

Kα1− Kα2. Adicionalmente, se producen lı́neas de rayos X menos intensas, denominadas satélites.

Los satélites más intensos son los correspondientes a los picos Kα3 y Kα4. Para Mg –la fuente

utilizada en todos los espectros tomados en INIFTA–, Kα3 y Kα4 se ubican a 8,4 eV y 10,2 eV por

encima del pico de Kα1,2, respectivamente. Las intensidades de los picos Kα3 y Kα4 son 8,0 % y

4,1 % del valor del pico Kα1,2, respectivamente [11]. Estos satélites producen fotoelectrones con

una energı́a cinética que excede a la de los producidos por el pico principal en los mismos valores

señalados. De esta manera, en el espectro que se informa en función de la energı́a de enlace

(calculada considerando hν correspondiente al pico Kα1,2) aparecen dos picos a menores energı́as

de enlace que el pico principal y cuyas intensidades siguen los porcentajes señalados. La energı́a

de los rayos X emitidos en el caso del Mg Kα es de 1253,6 eV.2

2Por simplicidad, nos referiremos al pico Kα1,2 emitido por Mg como Mg Kα
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a b

Figura 2.6 Fotografı́as de las cámaras de ultra alto vacı́o (UHV) utilizadas en los experimentos

de XPS convencional y con radiación de luz sincrotrón.

Cuando se utiliza radiación de luz sincrotrón, los rayos X son generados por aceleración de

electrones relativı́sticos dentro de un campo magnético.Existen básicamente 3 dispositivos para

generar radiación en un sincrotrón: bending magnets, undulators y wigglers.[12] En las medidas

realizadas en este trabajo se utilizó radiación generada por undulators, que es un arreglo periódico

de dipolos magnéticos alternando su orientación a lo largo de la trayectoria de los electrones.

Estos provocan una trayectoria oscilante (sinusoidal) en los electrones generándose radiación

electromagnética. La radiación producida en un undulator es muy intensa y se concentra en

estrechas bandas de energı́a en el espectro. También es colimada en el plano de oscilación de los

electrones [13]. Lo interesante para las medidas de XPS –además del intenso flujo– es la posibilidad

de variar la energı́a de los fotones incidentes. De esta manera es posible estudiar la composición

de la muestra en función de la profundidad. Disminuyendo la energı́a de los rayos X se puede

obtener información de las primeras capas atómicas sin interferencia de las capas más profundas,

ya que se disminuye la energı́a cinética de los fotoelectrones generados y por lo tanto disminuye

el camino libre medio de éstos en el material. Esto es, se aumenta la contribución a la señal debida

a los átomos superficiales, en relación con la correspondiente a los átomos del resto del material.

La medida de la energı́a de los electrones eyectados se realiza mediante el análisis de su

deflexión en campos eléctricos. El sistema de detección de los electrones está basado en la ganancia

producida por multiplicadores de electrones, llamados channeltrons.

Las medidas de XPS realizadas en esta Tesis se llevaron a cabo en el INIFTA y en el Laboratório

Nacional do Luz Sı́ncrotron (LNLS), Campinas, Brasil. En el laboratorio se utilizó una fuente

de Mg Kα (XR50, Specs GmbH), con un flujo de 5× 1012 fotones s−1 cm−2 operando a 300 W y

un área de análisis de 1 a 2 cm2; empleando un analizador hemisférico (PHOIBOS 100, Specs

GmbH). La presión dentro de la cámara de UHV fue menor a 1× 10−9 mbar. El ángulo entre la
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Figura 2.7 Esquema de la configuración geométrica de una análisis de XPS. Adaptado de la ref.

[14]

fuente de rayos X y el eje del analizador está fijado en γ = 54°44′, denominado ángulo mágico

(fig. 2.7). Los valores de sección eficaz de fotoionización están tabulados para esta geometrı́a. Se

realizó una calibración de la escala de energı́a de dos puntos utilizando Au evaporado (EB de Au

4 f7/2 = 84,00 eV) y Cu (EB de Cu 2p3/2 = 932,67 eV).

En el caso de luz sincrotrón, las medidas se realizaron en la lı́nea PGM del LNLS3, equipada

con un undulator y un monocromador plano de rejillas de espaciado variable de las lineas, que

permite variar la energı́a de los fotones incidentes de 192 a 1500 eV. En nuestros experimentos se

empleó radiación de 250 eV y 523 eV con un flujo de 1× 1014 y 2× 1014 fotones s−1 cm−2 respecti-

vamente. La estación de trabajo consta de una cámara de UHV (presión de base: 1× 10−8 mbar)

donde se ubica un analizador hemisférico (PHOIBOS 150, Specs GmbH). El ángulo entre el haz de

rayos X incidente y el eje del analizador es γ = 90° (fig. 2.7). La muestra se introduce a través de

una precámara y se traslada a la cámara principal utilizando una barra de transferencia. La escala

de energı́a se calibró ajustando nivel de Fermi, EF = 0 para cada espectro.

Existen diferentes caracterı́sticas y por lo tanto diferentes razones por las cuales es importante

realizar medidas de XPS con una fuente de laboratorio o con radiación sincrotrón. En el caso de

un equipo de laboratorio con fuente convencional de Mg o Al, sólo se dispone de dos energı́a del

haz incidente (Mg Kα 1253 eV y Al K 1486,7 eV). Estos ánodos emiten radiación X con un espectro

caracterı́sticos de cada elemento. Este haz incidente policromático disminuye la resolución espec-

tral de los fotoelectrones. Nótese que la fuente utilizada en el INIFTA no tiene monocromador.

Contrariamente, con radiación sincrotrón se mejora notablemente la monocramaticidad del haz

incidente al mismo tiempo que es posible modificar la energı́a del mismo en un amplio rango

y con un gran brillo. Sin embargo, hemos experimentado muchos problemas de estabilidad en

la intensidad y la energı́a del haz de rayos X en algunas de las lineas del LNLS. Las medidas

realizadas en la linea PGM han sido satisfactorias. Existen extensas bases de datos [11, 15] de

compuestos y materiales.4 Asimismo, en el grupo de Nanoscopias y Fisicoquı́mica de Superficies de

INIFTA se cuenta con una amplia base de datos interna confeccionada durante varios años es-

3http://lnls.cnpem.br/uvsoftx/planar-grating-monochromator-pgm/pgm/
4Los factores de sensibilidad (RSF) listados en el software CasaXPS están tabulados usando fuentes convencionales de

laboratorio.
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tudiando sistemas autoensamblados de tioles sobre superficies metálicas (planas y en NPs).Es

importante además considerar la presión basal a la que se puede trabajar en las diferentes cámaras

de UHV. En ambos casos el vacı́o se logra mediante una bomba turbomolecular ubicada en la

parte inferior de la cámara, que se encuentra conectada a un sistema de vacı́o previo evacuado

por bombas mecánicas. La cámara de UHV de INIFTA opera a presión de 10−10 mbar, mientras

que la cámara utilizada en el LNLS opera a una presión de 10−8 a 10−9 mbar. Esto en parte se debe

a las caracterı́sticas geométricas y también dado que la cámara del LNLS es multipropósito, se

coloca en las diferentes lineas según lo requieran los experimentos, lo que aumenta las vı́as de

contaminación. A esta presión de trabajo más alta se deposita rápidamente contaminantes sobre

la muestra atenuando la señal, lo que genera una fuente de error adicional en la cuantificación de

los componentes de la muestra.

2.2.3 Análisis de los resultados

Para la cuantificación de los espectros de XPS es preciso conocer, en principio, dos cantidades: la

intensidad de los picos utilizados en el análisis –obtenida a partir de la integración de los picos

luego de sustraer una linea de base lineal o tipo Shirley– y su sección eficaz de fotoionización, σ,

comentada anteriormente. De esta forma se puede obtener la relación atómica entre los diferen-

tes elementos que componen la muestra. Sin embargo, es necesario tener en cuenta también la

atenuación que sufren las señales debido a la dispersión elástica e inelástica de los fotoelectrones.

Al generarse un fotoelectrón en un sólido, este debe atravesar las capas atómicas del material

hasta llegar a la superficie. La intensidad I de la señal de fotoelectrones luego de atravesar una

distancia x de la muestra, está dada por la ley de Lambert–Beer [16]:

I = I0 exp
(
− x

λ cos α

)
(2.5)

donde I0 es la intensidad de la señal sin atenuar, α es el ángulo de emisión –medido entre la

dirección del electrón al salir del sólido y la normal a la superficie– y λ es el camino libre medio

inelástico de los electrones, también llamado IMFP por las siglas del inglés inelastic mean free path.

Si consideramos un sólido semi infinito y lo dividimos en capas de espesor d (Fig. 2.8), la

intensidad generada por este sólido –denominada I∞– estará dada por la suma de las intensidades

d

Id

Ide−d/λ

Ide−2d/λ

Ide−3d/λ

∞

Figura 2.8 Esquema del proceso de atenuación de la intensidad de los fotoelectrones eyectados.

Las intensidades corresponden a la contribución de cada capa de espesor d a la intensidad total

del sólido semi infinito.
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de cada capa de espesor d. La primera capa no sufre atenuación, y llamaremos Id a la intensidad

de los fotoelectrones generados en ella. Las siguientes capas sufrirán la atenuación de las capas

superiores, por lo que podemos escribir la expresión para I∞ como:5

I∞ = Id + Ide−d/λ + Ide−2d/λ + Ide−3d/λ + . . . (2.6)

= Id
(

1 + e−d/λ + e−2d/λ + e−3d/λ + . . .
)

(2.7)

= Id
(

1 + e−d/λ + (e−d/λ)2 + (e−d/λ)3 + . . .
)

(2.8)

= Id
∞∑

i=0

(e−d/λ)i (2.9)

= Id
(

1
1− e−d/λ

)
(2.10)

donde se aplicó el desarrollo en serie
∞∑

i=0
xi = 1

1−x para |x| < 1, con x = e−d/λ. Por lo tanto, la

intensidad de los fotoelectrones producidos por una capa de espesor d estará dada por la siguiente

expresión:

Id = I∞
[

1− exp
(
− d

λ

)]
(2.11)

Debido a que además las dispersiones inélasticas existen dispersiones elásticas que afectan

a la señal medida, es apropiado utilizar una longitud de atenuación efectiva (electron effective

attenuation length, EAL) en lugar del IMFP. Existen diversas definiciones de EALs y distintas

formas de ser calculados que pueden encontrarse en el artı́culo de Jablonski y Powell [17] y en las

referencias que allı́ se presentan. En este trabajo hemos utilizado la ecuación de Cumpson y Seah

para calcular el EAL de electrones con una energı́a cinética EK en un sólido de un elemento con

número atómico Z [18, 19]:

EAL [nm] = 0,316a3/2
{

EK

Z0,45[ln(EK/27) + 3]
+ 4
}

(2.12)

donde a es el parámetro de red promedio (en nm) calculado como

a = 108
(

Aw

ρNAv

)1/3
(2.13)

donde Aw es la masa atómica (en g), ρ es la densidad (en kg m−3) y NAv = 6,022× 1023 mol−1 es el

número de Avogadro. Para calcular el EAL en unidades de número de capas atómicas (MLs) sólo

hay que dividir el valor calculado con la Ec. 2.12 por el valor de a. Los EALs calculados con esta

ecuación son útiles para estimar el cubrimiento de un elemento sobre un metal utilizando ángulos

de emisión α ente 0 a 63°. En adelante, utilizaremos el sı́mbolo λ para referirnos a EAL en lugar

de IMFP.

Con el fin de encontrar relaciones universales para estimar los EAL en diferentes materiales,

Seah [20, 21] desarrolló varias expresiones generalizadas tanto para elementos sólidos y materia-

les orgánicos e inorgánicos. Para estimar los EAL de materiales orgánicos se han utilizado las

5Consideramos aquı́ un ángulo de emisión α = 0° para simplificar las ecuaciones.
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Au

1 ML de Au

l

Figura 2.9 Representación de una SAM de tiol sobre Au. La linea trazos representa la monocapa

de átomos de Au en la interfase RS-Au.

expresiones:

EALMat.Org.[nm] =
31

(EK)2 + 0,087
√

EK; EK < 100eV (2.14)

EALMat.Org.[nm] = 0, 00837× (EK)
0,842; EK > 100eV (2.15)

donde EK es la energı́a cinética de fotoelectrón que atraviesa el material orgánico.

La intensidad I de un pico de XPS para un sólido homogéneo i está dada por [14]:

Ii = JKσiLi(γ)×
∫ ∞

z=0
Ni exp [−z/λ cos α] dz (2.16)

donde J es el flujo de rayos X incidente de energı́a hν, K describe factores instrumentales, σ es la

sección eficaz de fotoionización del elemento para sus electrones eyectados desde la subcapa nl

que depende de la energı́a incidente, L es el factor de asimetrı́a angular del elemento que depende

del angulo γ entre la fuente de rayos X y el eje del espetrómetro (Fig. 2.7), Ni es el número de

átomos del elemento i y α es el ángulo entre la normal a la superficie y el espectrómetro6. El factor

de asimetrı́a angular L que describe la distribución de la densidad de fotoelectrones emitidos por

rayos X no polarizados desde átomos o moléculas esta dado por:7

L(γ) = 1 + 1
2 β
(

3
2 sin2 γ− 1

)
(2.17)

Aquı́ β es una constante de asimetrı́a para una dada subcapa nl de un átomo para un fotón de

rayos X de energı́a hν. Los valores de σ y β pueden encontrarse tabulados en las ref. [8-10].

Para el caso de monocapas autoensambladas de tioles sobre metales (y también sobre nano-

partı́culas), se puede estimar el cubrimiento mediante medidas de XPS. Para esto, debemos consi-

derar la situación donde una monocapa del tiol RS está depositado sobre un sólido homogéneo (p.

ej. Au). Entonces el cubrimiento de RS sobre Au viene dado por la relación de los NS átomos de S

sobre N1 ML
Au átomos de Au en la interface RS-Au.

θS =
NS

N1 ML
Au

(2.18)

Se puede considerar que la contribución de una monocapa de Au está dada por

I1 ML
Au = JKσAuLAu AN1 ML

Au (2.19)
6en todas la mediciones se empleó α = 0, por lo que cos α = 1
7La disposición experimental en la cámara de UHV de INIFTA tiene un ángulo γ = 54,7°, llamado ángulo mágico, para el

cual 3
2 sin2 γ− 1 = 0 y entonces L = 1. Para las medidas realizadas en el LNLS, γ = 90°, el factor L debe ser considerado.
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siendo A el área dela interfase y NAu es la densidad superficial de átomos de Au. De la ecuación

2.11 se puede obtener la contribución de una monocapa a la señal total de un sólido, la cual se

relaciona con la ecuación anterior como:

I1 ML
Au = I∞

Au

[
1− exp

(
− 1

λAu

)]
= JKσAuLAu AN1 ML

Au (2.20)

La intensidad de un pico XPS de Au en una SAM, está atenuada por la capa orgánica deposita-

da de espesor l. De esta manera se relaciona con I∞
Au como

Imedida
Au = I∞

Au exp

(
− l

λOrg(EAu)

)
(2.21)

De manera similar, se tiene una relación para la señal XPS del S en la SAM,

IS = JKσSLS ANS (2.22)

y como la señal de S también está atenuada por la capa orgánica, se tiene

Imedida
S = IS exp

(
− l

λOrg(ES)

)
(2.23)

De estas ecuaciones se pueden despejar NS y NAu para obtener el cubrimiento del tiol sobre el

Au.

θS =
NS

NAu
=

Imedida
S

Imedida
Au

σAuLAu
σSLS

exp(−l/λOrg(EAu))

exp(−l/λOrg(ES))[1− exp(−1/λAu)]
(2.24)

En los casos en los que los picos no se resuelven, generalmente por tratarse del mismo elemento

en diferentes estados de oxidación, es posible realizar una descomposición de la señal en diferentes

componentes, proceso denominado deconvolución. En este trabajo hemos utilizado el programa

XPSPEAK 4.1 para realizar este análisis.

La deconvolución se realiza en los espectros tomados con alta resolución y es necesaria la

medición de estándares con el mismo equipo para poder elegir los parámetros a introducir en

las funciones utilizadas. Estas funciones consisten en un producto de funciones pseudo-voight

con diferente proporcion de gaussiana (G) y lorentziana (L). Primeramente se traza una lı́nea

de base en el espectro y luego se agregan los picos correspondientes. Los parámetros que se

ajustan son: posición, intensidad, ancho a media altura y porcentaje gaussiana y lorentziana. Con

este programa es posible elegir el tipo de pico que se está analizando (s, p, d, f ) con lo cual las

intensidades relativas de los dobletes son fijadas. Solamente se debe ingresar un valor para la

separación entre los picos de los dobletes denominada separación spı́n órbita (spin-orbit splitting,

SOS).

Adicionalmente, la escala de energı́a de cada espectro se corrigió ajustando la posición del pico

C 1s del carbono adventicio (284,8 eV) o ajustando el borde de Fermi (0 eV) en la banda de valencia,

como se muestra en la figura 2.10a. De esta manera, las energı́a de enlace de los electrones están

referidas al nivel de Fermi (EF
B) como se muestra en la 2.4. En el caso del S 2p, la SOS entre los

picos de S 2p3/2 y S 2p1/2, se fijó en 1,18 eV, el porcentaje gaussiana y lorentziana se fijó en 50 %

y el ancho en 1,1 eV. En el Au 4 f , la separación entre los picos de Au 4 f5/2 y Au 4 f7/2 fue fijada
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f (x) = A− B
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x−µ
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Figura 2.10 (a) Comparación de espectros XPS de alta resolución para la región Au 4f de una

muestra de AuNPs@SC12 de 4 nm tomados en INIFTA y en la lı́nea PGM. (b) Ajuste del nivel de

Fermi (origen de la escala de energı́a) en la región de banda de valencia, tomado en la linea PGM

(hν = 250 eV)

en 3,65 eV y el ancho en 1 eV. Estos valores de ancho de pico son experimentales y propios del

arreglo experimental de INIFTA. En las medidas realizadas en el LNLS se modificaron los valores

de ancho de pico y proporción de gaussiana y lorentziana. La figura 2.10b presenta dos espectros

de una misma muestra de AuNPs protegidas por dodecanotiol adquiridos en INIFTA y en la linea

PGM. Puede apreciarse en la figura la diferencia en el ancho de pico a media altura, que es un

buen indicativa de la mayor resolución alcanzada en el LNLS.

Las lineas de base empleadas para descontar los electrones con perdida inelástica de energı́a

(como se comento al final de las sección 2.2.1) fueron generalmente del tipo Shirley [22], o lineal en

algunos espectros de S que presentaban baja intensidad respecto del ruido.

2.3 Distribución de tamaños de las nanopartı́culas

Para la determinación del tamaño de las NPs se empleó microscopia de transmisión de electrónes

(Transmission Electron Microscopy, TEM) y dispersión de luz dinámica (Dynamic Light Scattering,

DLS). Las distribuciones de tamaños de las NPs metálicas fueron realizadas mediante el análisis

de las imágenes de TEM con los algoritmos disponibles en el programa de análisis de imágenes

ImageJ [23]. Las imagenes TEM fueron tomadas por la Dra. Eugenia Zelaya, en el Centro Atómico

Bariloche. Se ajustó el umbral de intensidad en cada imagen para que el algoritmo detecte las

partı́culas y luego se consideraron sólo las partı́culas con diámetros entre 0 y 10 nm y una razón

menor a 1,2 entre el diámetro mayor y el menor, para evitar contar 2 partı́culas juntas. En aquellos

casos donde no se lograba un buen contraste en la imagen, el diámetro de las partı́culas fue

determinado manualmente empleando el programa ImageJ. Al histograma obtenido se ajustó una
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función de distribución log-normal (de 2 parámetros), de acuerdo a la ref. [24]. La ecuación

utilizada fue la siguiente:

f (d) =
1

(2π)1/2σd
exp

{
− [ln(d)− µ]2

2σ2

}
(2.25)

donde µ y σ son la media y la desviación estándar del logaritmo del diámetro d, respectivamente.

La media aritmética del diámetro, 〈D〉, y su desviación estándar, s.d., fueron calculadas como

〈D〉 = eµ+σ2/2 s.d. = (eσ2 − 1)1/2eµ+σ2/2 (2.26)

Para determinar el tamaño de los ensamblados de NPs y polı́meros anfifı́licos en solución

acuosa se empleó DLS con un equipo Nano-ZS Zetasizer nanoseries (Malvern Instruments). Las

soluciones fueron filtradas con filtros de tamaño de poro de 0,22 µm y la diluciones correspondien-

tes para lograr una concentración óptima se hicieron con agua Milli-Q o con el buffer en que estan

disueltos los ensamblados. Este equipo utiliza un software para la adquisición de datos, que no

permite exportar fácilmente los datos. Los graficos reportados fueron digitalizados con el software

Engauge Digitizer8 y ajustados con funciones log-normal.

2.4 Cálculos de Frecuencias Vibracionales

En el capı́tulo sección 4.3.1 se describe el usó de cálculos computacionales de frecuencias de esti-

ramientos de enlaces C-S en diferentes moléculas para interpretar la ruptura de estos enlaces en la

interfase Au-tiol. Para calcular las frecuencias vibracionales de algunos tioles se empleó un cálculo

de teorı́a del funcional de densidad (Density Functional Theory, DFT) a nivel B3LYP empleando

el conjunto de bases 6-31+G*. Se empleó el software Gabedit9 [25] como interfase gráfica para

generar los archivos de entrada, ejecutar los programas de cálculo, y leer los archivos de salida con

resultados. El procedimiento general consistió en optimizar la geometrı́a de la molécula mediante

un método semi-empı́rico con el software MOPAC201210 [26] con el hamiltoniano PM6 [27] y

luego reoptimizar las geometrı́a y calcular las frecuencias mediante DFT empleando el software

MPQC11 [28, 29]

2.5 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

Los espectros ultravioleta-visible (UV-Vis) fueron medidos con un espectrómetro Perkin Elmer

Lambda 35, equipado con doble haz. Como referencia se utilizó hexano, tolueno o agua, depen-

diendo de la muestra medida.

8http://digitizer.sourceforge.net
9http://gabedit.sourceforge.net/

10http://openmopac.net/
11http://www.mpqc.org/
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C A P Í T U L O 2 . M É T O D O S E X P E R I M E N TA L E S Y T E Ó R I C O S

2.6 Espectrocopı́a de Fluorescencia en estado estacionario y re-

suelta en el tiempo

Los espectros de fluorescencia fueron adquiridos a 20 ◦C en un espectrómetro Cary Eclipse (Varian)

empleando cubetas Hellma® de 60 o 100 µL. La medidas de tiempo de vida fueron realizadas en

un espectrómetro Fluoro- Log-TCSPC (Horiba Jobin Yvon). La fuente de excitación fue un laser

nanoLED N-320 (Horiba Scientific) que posee un ancho de pico < 1,2 ns con el monocromador de

emisión ajustado a 400,540 nm con un convertidor tiempo-amplitud (TAC) con rango de 50 ns, un

frecuencia de repetición del pulso de 1 MHz, y un valor de 2500 cuentas en el pico.

2.6.1 Principios básicos

La emisión de luz de una sustancia recibe el nombre general de luminiscencia, y ocurre desde

estados electrónicamente excitados. La luminiscencia se divide formalmente en dos categorı́as

–fluorescencia y fosforescencia– dependiendo de la naturaleza del estado excitado. En estados

excitados singlete, el electrón en el orbital excitado está apareado (por spin opuesto) al segundo

electrón en el orbital del estado basal. Consecuentemente, retorna al estado basal rápidamente

por emisión de un fotón. Las velocidades de emisión de fluorescencia son tı́picamente 108 s−1, de

modo que los tı́picos tiempos de vida de fluorescencia están cercanos a los 10 ns (10× 10−9 s). Sin

embargo muchos fluoróforos presentan tiempos de vida del orden de los subnanosegundos.

La fosforescencia es la emisión de luz desde un estado excitado triplete, en el cual el electrón

en el orbital excitado tiene la misma orientación de spin que el electrón en el estado basal. La

transición al estado basal esta prohibida y la velocidad de emisión es lenta (103 a 103 s−1), tal que los

tiempos de vida son tı́picamente de milisegundos a segundos. Las moléculas con átomos pesados

como bromo o iodo suelen presentar fosforescencia, por permitir el cruce entre sistemas para

lograr la inversión del spin. La fosforescencia usualmente no se observa en solución a temperatura

ambiente, dado que existen muchos procesos de desactivación que compiten con la emisión, tal

como decaimientos no radiativos o procesos de extinción (quenching).

0
1
2

S0

S1

S2

T1

Fluorescencia

Fosforescencia

Cruce
Intersistema

Conversión
Interna

Absorción

hνA hνA
hνF

hνP

(a)

S0

S1

Relajación (10−12 s)

knr

hνA hνFΓ

S1

(b)

Figura 2.11 (a) Ejemplo de un diagrama de Jablonski, adaptado de la referencia [30], (b) diagrama

de Jablonski simple donde solo se considera la fluorescencia.
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Estos procesos de absorción y emisión de luz son generalmente representados mediante un

diagrama de Jablonski, como el de la figura 2.11a. Estos diagramas, muestran que tı́picamente

en fluorescencia la energı́a de emisión es un poco menor que la energı́a de absorción. A este

fenómeno se lo denomina “corrimiento de Stokes (Stokes Shift) en honor a Sir. G. G. Stokes quien

fué el primero en observarlo en 1852 en la Universidad de Cambirdge.

Ademas del espectro de emisión, el tiempo de vida de fluorescencia y el rendimiento cuántico

son quizás las caracterı́sticas más importantes de un fluoróforo. El rendimiento cuántico de

fluorescencia está definido como el número de fotones emitidos relativo al número de fotones

absorbidos. Sustancias con una un gran rendimiento cuántico, cercano a la unidad, tales como

rhodaminas, muestran emisiones muy brillantes. El tiempo de vida es también importante, ya que

determina el tiempo disponible para que el fluoróforo interactue con su ambiente, y proporcione

información desde su emisión. El significado del rendimiento cuántico y del tiempo de vida se

representan en el diagrama simplificado de la figura 2.11b, donde sólo se hace referencia a los

procesos que están relacionados con retorno al estado basal. En particular se resalta la velocidad

de emisión de fluorescencia (Γ) y su velocidad de decaimiento no radiativo (knr) hacia S0. Estos

parámetros están relacionados con el rendimiento cuántico, Q, por

Q =
Γ

Γ + knr
(2.27)

donde se puede ver que cuanto menor es el decaimiento no radiativo respecto de decaimiento de

emisión de fluorescencia, knr < Γ, Q se acerca a la unidad. Notese que el rendimiento cuántico de

fluorescencia es siempre menor a la unidad debido a las perdidas de Stokes (origen del corrimiento

de Stokes).

El tiempo de vida del estado excitado esta definido por el promedio de tiempo que las molécu-

las están en el estado excitado antes de retornar al estado basal. Para el diagrama simple de la

figura 2.11b el tiempo de vida es

τ =
1

Γ + knr
(2.28)

El tiempo de vida de un fluoróforo en ausencia de procesos no radiativos es llamado tiempo

de vida intrinseco o natural y esta dado por

τn =
1
Γ

(2.29)

y esta relacionado con el tiempo de vida y el rendimiento cuántico por

τn = τ/Q (2.30)

Si bien la fluorescencia en estado estacionario es la forma mas ampliamente difundida de esta

espectrometrı́a, la fluorescencia resuelta en el tiempo aporta información complementaria a la

primera que resulta de mucha utilidad. En la primera, la muestra es irradiada con una fuente de

iluminación constante. En cambio, la muestra puede ser irradiada con un pulso de luz, donde

el ancho del pulso es tı́picamente mas corto que el tiempo de decaimiento de la muestra. Este

decaimiento de la intensidad es colectado con un sistema de detección de alta velocidad en la

escala de tiempo de ns (o menor). En general si un fluoróforo presenta un decaimiento simple,
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Figura 2.12 Diagrama de Jablonski con extinción por colisión (Q) o por transferencia de energı́a

por resonancia de fluorescencia (FRET). El término
∑

ki es usado para representar los caminos no

radiativos por los que se alcanza el estado basal.

este puede describirse por

I(t) = I0e−t/τ (2.31)

La señal de decaimiento obtenida, es una convolución del pulso de luz y el decaimiento de

fluorescencia propio del fluoróforo. Por lo que se debe resolver la integral de convolución para

poder realizar un ajuste adecuado de los datos.

N(t) = IRF(t)⊗ I(t) (2.32)

donde N son los datos colectados, IRF es la función de respuesta del instrumento e I es la intensi-

dad de fluorescencia dependiente del tiempo.

La intensidad de fluorescencia puede verse disminuida por una gran variedad de procesos.

Esta disminución de la intensidad es llamada extinción o quenching. El quenching puede ocurrir

por diferentes mecanismos. El quenching colisional ocurre cuando el fluoróforo en el estado

excitado es desactivado luego del contacto con alguna otra molécula en solución, la cual es llamada

extintor o quencher, como se ejemplifica en el diagrama de Jablonski modificado en la figura 2.12.

En estos procesos las moléculas no son alteradas quı́micamente. La disminusión de la intensidad

por quenching colisional esta descripta por la ecuación de Stern-Volmer:

F0

F
= 1 + K[Q] = 1 + kqτ0[Q] (2.33)

En esta ecuación, K es la constante de quenching de Stern-Volmer, kq es la constante de quenching

bimolecular, y [Q] es la concentración del quencher. La constante K indica la sensibilidad del

fluoróforo respecto a un determinado quencher.

2.6.2 FRET

El fenómeno de transferencia de energı́a no radiativa es muy común en la naturaleza. Por ejemplo,

la fotosı́ntesis requiere la transferencia eficiente de energı́a desde la absorción de fotones por

un complejo antena hacia el núcleo de producción de ATP. Esto permite a las células utilizar

eficientemente un rango mayor del espectro que si se limita solo la absorción de la clorofila.

La energı́a es transferida vı́a FRET, una transferencia de energı́a no trivial desde una molécula

D∗ electrónicamente excitada a una molécula aceptor A, a través del acoplamiento de los dos
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Figura 2.13 Diagrama de Jablonski de un donor que emite en forma independiente y de un

sistema donor-aceptor con FRET

respectivos dipolos oscilantes. Las moléculas de aceptor pueden luego decaer al estado basal a

través de vı́as radiativas o no radiativas. El tratamiento matemático riguroso fue mostrado por

Theodor Föster en 1948 en Gotinga, Alemania, y es por esto que el fenómeno recibe el nombre de

transferencia de energı́a de resonancia de Fóster (o de fluorescencia), FRET -de sus siglas en ingles

Föster Resonance energy Transfer.

Cuando el donor (D) es excitado por un fotón, puede revertir al estado basal a través de la

emisión de un fotón, es decir, fluoresce. El tiempo de vida de fluorescencia depende de la dispo-

nibilidad del camino de decaimiento y el FRET adiciona otra posible vı́a de decaimiento por un

proceso no-radiativo. El tiempo de vida de fluorescencia del donor es entonces más corto cuando

experimenta FRET que cuando hay ausencia de un aceptor (A). La eficiencia de la transferencia

de energı́a puede ser expresada y determinada como sigue [30]

E = 1− IDA
ID

(2.34)

donde IDA y ID es la intensidad de fluorescencia del donor en presencia y ausencia del aceptor

FRET. También, se puede determinar la eficiencia FRET mediante espectroscopia de fluorescencia

resuelta en el tiempo:

E = 1− τDA
τD

(2.35)

donde E es la eficiencia de FRET, τDA es el tiempo de vida de fluorescencia del donor en presencia

de la transferencia de energı́a y, τD es el tiempo de vida de fluorescencia sin transferencia de

energı́a. Una segunda forma describir la eficiencia es en función de la distancia donos-aceptor,

que puede ser expresada como:

E =
1

1 + (rDA/R0)6 (2.36)

donde rDA es la distancia donor-aceptor, y R0 es la distancia de Föster, la cual esta definida como

la distancia D-A a la cual E = 0, 5. R0 puede ser calculada por la siguiente ecuación:

R6
0 = C0k2 Jn−4QD (2.37)

donde C0 es una constante (8,79× 10−5 si R0 esta expresada en Å), k2 es un factor de orientación

de los dipolos, n is el ı́ndice de refracción promedio del medio en el cual la transferencia de energı́a
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Figura 2.14 Eficiencia de FRET en función de la distancia donor-aceptor.

ocurre, QD es el rendimiento cuántico en ausencia de un aceptor, y J es el solapamiento espectral

de la emisión del donor y la absorbancia del aceptor [30].

El factor de orientación juega un rol principal en la transferencia de energı́a, pero es dificil de

conocer precisamente, excepto en entornos muy rı́gidos. Los valores de k2 pueden ser entre 0-4,

pero se suele asumir el valor 2/3 en una situación de libre rotación y orientación al azar del par

donor-aceptor. [30]

Al momento de seleccionar un par FRET es de fundamental importancia la integral de solapa-

miento J

J =
∫ ∞

0 ID(λ)εA(λ)λ
4dλ∫ ∞

0 ID(λ)dλ
(2.38)

donde ID(λ) es el espectro de fluorescencia del donor y εA(λ) es el coeficiente de extinción del

aceptor.

En caso en que no todos los donores cuenten con un aceptor (marcado incompleto), se obtienen

una mayor intensidad de fluorescencia y por lo tanto, al determinar la eficiencia FRET (E) se comete

un error por defecto. Al emplear estos valores para calcular la distancia donor-aceptor, r, se comete

un error por exceso al obtener separaciones mayores a las reales. En caso de conocer la fracción

de aceptor por cada donor ( fA), la eficiencia de transferencia de energı́a se calcula por

E =

(
1− IDA

ID

)
1
fA

(2.39)

La mayorı́a de los valores de R0 están en el rango de los Angstroms (Å), y como se puede ver

de la ecuación 2.36, la eficiencia decae con la distancia donor-aceptor a la sexta potencia. Por esto

la FRET es una herramienta extremadamente sensible para determinar distancias en el rango de

los manómetros, por lo que puede ser usada como una excelente “regla molecular”.

Por esto, el FRET ha sido ampliamente utilizado para estudiar diferentes sistemas complejos,

como interacción entre proteı́na-nucleótido [31, 32], proteı́na-proteı́na [32, 33], plegamiento de

proteı́nas [34, 35], entre otros.
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2.7 Irradiación - Fotoconversión

Las muestras fueron irradiadas empleando una lampara de arco de Hg (SUV-DC, Lumatec, Dei-

senhofen, Germany) y filtros (340± 10 nm y 545± 10 nm). Se emplearon cubetas Hellma® de

10 mm× 2 mm o 3 mm× 3 mm llenadas de manera que toda la muestra fuera irradiada para fa-

vorecer la homogeneidad. Las muestras fueron diluidas (absorbancia < 0, 1 a 520 nm) para evitar

efectos de filtro interno.
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32



Capı́tulo 3

Detalles experimentales

En este capı́tulo se describen los detalles experimentales de todas las sı́ntesis de NPs, sondas

fluorescentes, compuestos fotocrómicos, polı́meros y ensamblados supramoleculares discutidos

en este trabajo. Primeramente, detallaremos algunos aspectos relacionados con la limpieza del

material y los reactivos generales utilizados. Para la mayorı́a de las reacciones se utilizaron los

reactivos comerciales sin etapas de purificación extra. En los capı́tulos posteriores se discuten los

resultados obtenidos con cada experimentos. El lector no interesado en el detalle experimental de

cada sı́ntesis o preparación puede saltear este capı́tulo.

3.1 Materiales

3.1.1 Agua

El agua utilizada en todos los procesos mencionados en este trabajo es ultra pura Milli-Q (Millipore).

Esta es generada mediante el tratamiento de agua previamente destilada utilizando filtros de

distintos tipos y tamaños. El agua obtenida tiene una resistividad ≥ 18 MΩ cm a 25 ◦C.

3.1.2 Limpieza del material

En todos los experimentos donde fue posible se utilizó material de vidrio para asegurar la limpieza

del mismo. El material fue lavado antes de uso mediante alguno de los procedimientos siguientes,

según su historia previa.

Permanganato de potasio

El permanganato de potasio (KMnO4) es un agente oxidante fuerte. Permite eliminar la materia

orgánica presente en el material utilizado. El material se lava llevando a ebullición solución

saturada de KMnO4 en medio básico. Luego, se enjuaga con solución ácida de H2O2 para eliminar

los restos de MnO2. Finalmente, se enjuaga varias veces con agua Milli-Q.
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Solución “piraña”

La solución “piraña”se utilizó para lavar el material de vidrio y ciertos sustratos metálicos. Esta

es una solución fuertemente oxidante, compuesta por H2SO4 concentrado y H2O2 100 vol en una

relación volumétrica de H2SO4:H2O2 de 3:1. Se prepara antes de ser usada, agregando lentamente

el ácido sobre el peróxido en baño de hielo. Esta solución ataca violentamente los materiales

orgánicos, por lo que se debe manipular con extrema precaución.

Agua regia

El material que ha estado en contacto con NPs es lavado con agua regia, que consiste en una mezcla

de HCl y HNO3 concentrados en una relación volumétrica de HCl:HNO3 = 3:1. El agua regia se

prepara momentos antes de ser utilizada y debe ser manipulada bajo campana de extracción de

gases. Esta solución disuelve los metales que se encuentren adheridos al material. Luego, se

enjuaga con agua Milli-Q y se lava el material con KMnO4 o solución “piraña”para eliminar los

restos de materia orgánica.

3.1.3 Reactivos generales

Los tioles utilizados tanto en las sı́ntesis de las nanopartı́culas como en la formación de las SAMs

sobre superficies planas fueron empleados tal como fueron recibidos. Se utilizaron solventes de

grado analı́tico o HPLC en todos los casos. Los precursores de los metales utilizados fueron

en el caso de Au: HAuCl4 (Aldrich, puriss) o sintetizado en el laboratorio como se explica a

continuación.

3.1.4 Sı́ntesis de HAuCl4

La sı́ntesis se realizó según Block.[1] Como fuente de Au se utilizó alambre de Au de 99,9 % o

99,999 %. Éste fue limpiado con etanol, en ultrasonido, para desprender contaminantes. Luego se

sumergió en solución piraña por unos minutos y se enjuagó con agua Milli-Q. Se colocó aproxima-

damente 1 g de alambre de Au en 12,5 mL de agua regia de preparación reciente. Se dejó disolver

durante una noche; el alambre se disolvió totalmente y la solución quedó color amarillo fuerte.

Luego, se llevó a ebullición bajo campana, evaporándose el agua regia hasta alcanzar un volumen

final de aproximadamente 2 mL. El color de la solución cambió a anaranjado. Se dejó enfriar

durante unas horas y se agregó suficiente HCl concentrado para alcanzar el volumen inicial de

lı́quido. Se calentó hasta ebullición la solución nuevamente hasta llegar a 2 mL. Este paso se

repitió otras dos veces. Una vez que se alcanzó nuevamente el nivel de 2 mL, se continuó calen-

tando hasta que el color de la solución pasó de anaranjado a rojo sangre. Se removió de la fuente

de calentamiento y los cristales se disolvieron en 250 mL de agua Milli-Q. La solución obtenida

resultó de coloración amarilla. Esta solución se mantuvo en heladera y se tomaron diferentes

porciones de ella para cada sı́ntesis. La concentración final de la solución preparada fue obtenida

mediante espectroscopia de absorción atómica.
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3.2 Sı́ntesis de nanopartı́culas de Au cubiertas con dodecanotiol

(Au@SC12 NPs)

Este método se discute detalladamente en el Cap. 4. Las Au@SC12 NPs fueron preparadas median-

te el método bifásico de Brust-Schiffrin [2], siguiendo las modificaciones introducidas por Murray

[3]. Las 3 muestras comentadas en el Cap. 4 tienen ciertas diferencias en su sı́ntesis, por lo que se

describe cada una por separado.

3.2.1 Nanopartı́culas de Au@SC12 de 〈D〉 = 3,9 ± 0,6 nm

Esta sı́ntesis se realizó a temperatura ambiente en un balón de vidrio. Se agregaron 0,4 mmol de

HAuCl4 a 40 mL de una solución 25 mM de TOABr (Aldrich, 99 %) en tolueno (relación molar

TOABr:Au = 2,5:1). Se mezclaron las dos fases mediante agitación magnética vigorosa para favo-

recer la transferencia del HAuCl4 a la fase orgánica. Una vez que esta fase tomó color anaranjado

rojizo y la fase acuosa se volvió incolora, se descartó la última y se agregaron 0,13 mmol (32 µL)de

dodecanotiol (Aldrich, 97 %) en la fase orgánica utilizando una micro pipeta Hamilton (relación

molar SC12:Au = 1:3). El color de la solución no cambió considerablemente luego del agregado

del tiol. Se continuó agitando esta solución por unos minutos y se agregaron 4 mmol de NaBH4

desde una solución acuosa recién preparada (relación molar NaBH4:Au = 10:1). La fase orgánica

se tornó de un color marrón-rojizo muy oscuro y la mezcla de reacción se dejó en agitación por

3 h. Se descartó la fase acuosa proveniente de la solución de NaBH4 y se redujo el volumen de

la fase orgánica mediante evaporación rotatoria a ∼ 30 ◦C. El sólido marrón oscuro obtenido se

dispersó en etanol absoluto. Se sometió la mezcla a ultrasonido por unos 30 s para favorecer la

dispersión de las AuNPs y disolver las impurezas (TOABr y las moléculas de tioles libres). Luego,

se centrifugó la suspensión a ∼ 2000×g para decantar las NPs. Se desechó el sobrenadante y se

agregó etanol nuevamente. Este proceso se repitió 4 veces en total. Finalmente, se secaron las

partı́culas bajo corriente de nitrógeno. Las partı́culas preparadas se disolvieron en tolueno y se

almacenaron a 4 ◦C hasta su uso.

3.2.2 Nanopartı́culas de Au@SC12 de 〈D〉 = 3,0 ± 0,9 nm

Esta sı́ntesis se realizó siguiendo el mismo protocolo que la anterior. Las cantidades utilizadas

fueron 0,4 mmol de HAuCl4, 25 mL de una solución 40 mM de TOABr en tolueno (relación molar

TOABr:Au = 2.5:1), 0,8 mmol de dodecanotiol (relación molar SC12:Au = 2:1) y 4 mmol de NaBH4

(relación molar NaBH4:Au = 10:1). La solución se volvió color amarillo pálido a los pocos minutos

del agregado del tiol debido a la reducción de AuIII AuI. El lavado y almacenamiento de las

partı́culas se realizó de igual manera a la explicada más arriba.

3.2.3 Nanopartı́culas de Au@SC12 de 〈D〉 = 2,5 ± 0,6 nm

La sı́ntesis de estas NPs fue realizada a 0 ◦C, sumergiendo el balón donde se desarrolló la sı́ntesis en

un baño de hielo. El procedimiento es similar a los anteriores, utilizando las siguientes cantidades:
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0,2 mmol de HAuCl4, 14,5 mL de una solución 34,3 mM de TOABr en tolueno (relación molar

TOABr:Au = 2.5:1), 0,8 mmol de dodecanotiol (relación molar SC12:Au = 4:1) y 2 mmol de NaBH4

(relación molar NaBH4:Au = 10:1). El lavado de estas partı́culas fue similar al realizado en las

anteriores sı́ntesis.

3.2.4 Nanopartı́culas de Au@TOABr de 〈D〉 = 5,6 nm

Estas nanopartı́culas están protegidas la sal de amonio cuaternaria empleada como agente de trans-

ferencia de fase para al AuCl4
–. En esta sı́ntesis desarrollada en 1998 por el grupo de Schiffrin[4]

no se emplean tioles. El procedimiento general para sintetizar estas AuNP es igual al descripto

para las partı́culas protegidas con tioles, pero se omite el agregado de estos últimos.

En un balón de vidrio con agitación magnética se mezclaron 0,2 mmol de HAuCl4 con 20 mL

de una solución 40 mM de TOABr en tolueno. Una vez transferido todo el AuIII a la fase de tolueno

se retiró la fase acuosa. Se agregaron 2 mmol de NaBH4 disueltos en 5 mL como agente reductor.

La solución color anaranjada de AuIII en tolueno se tornó de un color rojo muy oscuro (casi negro)

indicando la formación de AuNP. Se dejó la mezcla en agitación a temperatura ambiente por 2 h

para homogeneizar los tamaños. Se descartó la fase acuosa y se lavó la fase orgánica con agua y

solución saturada de NaCl para evitar la formación de emulsiones. La solución de AuNP@TOABr

en tolueno se guardaron refigeradas a 4 ◦C. A la brevedad se las emplearon en reacciones de

intercambio de ligandos.

3.2.5 Nanopartı́culas de Au@THP

Estas AuNP hidrosolubles han sido sintetizadas por Duff y col [5] en 1993, como una alternativa

al método clásico de AuNP hidrosolubles protegidas con citrato desarrollado por Turkevich y col

[6].

En un balón con agitación magnética a temperatura ambiente se mezclaron 45,5 mL de H2O

con 1,5 mL de una solución de 0,2 M de NaOH recién preparada. Se agrega 1 mL de una solución

stock de THPC (1,2 mL de THPC al 80 %, comercial, en 100 mL de H2O). Luego de 1 a 2 min se

agrega 2 mL de HAuCl4 25 mM (0,05 mmol). Luego de unos minutos se forma una solución color

marrón. El tamaño de las AuNP@THP es de 1 a 2 nm, pero crecen con el paso del tiempo [5]. Por

ello, las reacciones de intercambio de ligandos se realizan pocas horas después de la formación de

las nanopartı́culas.

3.2.6 Intercambio de Ligandos en las Nanopartı́culas

Las reacciones de intercambio de ligandos se discutien en la sección 4.3. Allı́ se describen como se

seleccionaron las condiciones adecuadas (principalmente relación Au:SR) para lograr el intercam-

bio de grupos protectores sin modificar el tamaño de las NPs. La relación molar óptima de Au:SR

fue de 2:1.

Las AuNP@TOABr y AuNP@THP recién preparadas se fraccionaron el diferentes alı́cuotas.

Paralelamente, se preparó una solución concentrada (5 mg mL−1) de los tioles en etanol absoluto.

La cantidad de solución utilizada nunca supero el 5 % del volumen de solución de NPs. La
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mezcla se dejó en agitación y en oscuridad toda la noche. Las NPs modificadas se separaron por

centrifugación y se descartó el liquido sobrenadante. En los casos que fue posible se lavo con

etanol (o metanol) para eliminar los restos de tiol no ligado a las AuNPs. Las NPs modificadas

con tioles terminados en grupos carboxı́licos, se redispersaron en solución de NaOH 0,1 M.

3.3 Sı́ntesis de Compuestos Orgánicos

3.3.1 Fotocrómicos

Sı́ntesis de 2-metilbenzo[b]tiofeno

S S

i) BuLi ; THF
-20ºC ; 30min

ii) CH3I ; t.a.

1 2

En un balón de dos bocas de 100 mL adosado a un refrigerante a reflujo y una ampolla de com-

pensación de presiones, se colocaron 3 g (22,3 mmol) de benzo[b]tiofeno (1) disueltos en 10 mL de

THF anhidro. Se enfrió a −20 ◦C y lentamente se agregaron 13,4 mL de n-BuLi 2 M en ciclohexano.

Se lo dejó reaccionar 30 min con agitación magnética. Se agregaron 1,4 mL (400 mmol) de CH3I

lentamente, y se retiró el baño termostatizado y se dejó llegar a temperatura ambiente (t.a.). Se

cortó la reacción con solución de HCl 1 M, se extrajo con acetato de etilo (AcOEt), se secó con

Na2SO4 y se evaporó el solvente con evaporador rotativo.

Sı́ntesis de 3-iodo-2-metilbenzo[b]tiofeno

S

I2 ; H5IO6

AcOH ; H2O ; H2SO4

(100:20:3)
3h ; t.a.

S

I

2 3

formación del electrófilo⇒
[
H5IO6 + 3I2 + 7 H+ −−→ 7 I+ + 6 H2O

]
Se suspendieron 2,2 g (15,1 mmol) de 2-metilbenzo[b]tiofeno (2), 0,688 g (3,51 mmol) de H5IO6,

1,88 g (7,4 mmol) de I2 en 55 mL de una mezcla de AcOH/H2O/H2SO4 (100:20:3). Se dejó agitando

enérgicamente por 3 h en la oscuridad, controlando periódicamente el avance de la reacción con

TLC en hexano. Luego se volcó sobre una solución acuosa de NaHSO4 (5 %) y se neutralizó con

solución acuosa de NaOH (3 M). Se obtuvo un precipitado amarillento que se filtró y recrista-

lizó desde una mezcla de MeOH/H2O (9:1), obteniéndose el 3-iodo-2-metilbenzo[b]tiofeno (3)

como un sólido blanco (3,76 g, 13,7 mmol, 91 %).

Rf: 0,57 (ciclohenxano); Pf: 48-49◦C.
1H NMR (200 MHz, CDCl3) δ 2,60 (s, 3H, CH3), 7,34 (t, 1H, H-6), 7,43 (t, 1H, H-5), 7,64 (d, 1H, H-4),

7,70 (d, 1H, H-7).[7]
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Sı́ntesis de 1,2-bis(3-(2-metilbenzo[b]tiofenil)) perfluorociclopenteno - “Fotocrómico Base”(PC)

S S

i) BuLi , Et2O; -78ºC ; 1h

ii)

I

S

2

S

F

F

F

F

FF

F

F

F
F F F F

F F

F

F

F

F

F F

5 6

+

3 4 (PC) (Half-PC)

En un balón de 100 mL con agitación magnética y adosado a una ampolla de compensación,

se agregaron 1,2 g (4,4 mmol) de 3-iodo-2-metilbenzo[b]tiofeno (3). Se enfrió en baño de acetona

por debajo de los −78 ◦C y se agregó 38 mL de THF anhidro. Luego se agregaron lentamente 3 mL

(5 mmol) de n-Buli (1,67 M) en hexano y se dejó reaccionar por 1 h. Se agregó 0,3 mL (2,2 mmol) de

C5F8 (4) y se dejó reaccionar por 1 h. Se sacó del baño termostatizado y se lo paso a un baño de

agua y hielo hasta llegar a temperatura ambiente. Se cortó la reacción con solución de HCl 1 M, se

extrajo con acetato de etilo (AcOEt), se secó con Na2SO4 y se evaporó el solvente con evaporador

rotativo. Por TLC en ciclohenxano se identifican tres compuestos (3, Rf:0,55 ; Half-PC, Rf:0,45

y PC, Rf:0,3). Se purificó mediante cromatografı́a en columna preparativa con silica como fase

estacionaria y ciclohexano como solvente de elución hasta separar 3 y 5, luego se incrementó la

polaridad de eluyente con AcOEt. Se obtuvieron 161,4 mg (0,34 mmol) de 6 con un rendimiento

total del 15,7 %. También se obtuvieron 20 mg del subproducto 5, que es el derivado de la reacción

de un solo equivalente de 3 con un equivalente de 4.

PC:1H NMR (200MHz, CDCl3) δ 2.1 (s, 6H, CH3 ap), 2.48 (s, 3H, CH3 p), 7.16-7.21 (dd, 2H,

H-5/H-6 p), 7.28 (m, 2H, H-6 ap), 7.36 (m, 2H, H-5 ap), 7.57-7.63 (m, 2H, H-4/H-7 p), 7.66 (m, 4H,

H-4/H-7 ap). Relación de 35:65 para los conformeros Paralelo (p) a antiparalelo (ap) conformers

35:65.[7]

Half-PC: 1H NMR (200MHz, CDCl3) δ 2.51 (s, 3H, CH3), 7.34 (m, 1H, H-6), 7.42 (m, 1H, H-5),

7.47 (d, 1H, H-4), 7.82 (dd, 1H, H-7).[7]

Sı́ntesis de 3-(3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metilbenzo[b]tiofen-3-il)ciclopent-1-en-1-il)-2-metil-6-

nitrobenzo[b]tiofene - Nitro-PC

Ésta sı́ntesis fue modificada respecto al procedimiento tradicional [8], ya que se empleó CH2Cl2
como cosolvente para aumentar la solubilidad del PC (6). En un balón de 5 mL se colocaron

189 mg (0,4 mmol) de 6, 1 mL de diclorometano (CH2Cl2) y 0,4 mL de ácido acético glacial en

un baño de hielo con agitación vigorosa. Posteriormente se agregaron 0,04 mL (0,4 mmol) de

anhı́drido acético (Ac2O) y 20 µL (0,4 mmol) de HNO3 fumante. Se tapó y se dejó reaccionar en

oscuridad. Se monitoreó con TLC (hexano:AcOEt, 9:1) y se fué agregando más Ac2O y HNO3

(en total, 6 veces las cantidades originales) y la reacción demoró 24 h. Se interrumpió la reacción

agregando solución de NaOH concentrado hasta llegar a pH 7. Se agregó AcOEt para extraer

el crudo de reacción, y la fase orgánica se lavo, se secó con Na2SO4 y se eliminó el solvente en

evaporador rotatorio.
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Se purificó mediante cromatografı́a en columna con una mezcla de hexano:AcOEt 99:1 y se re-

cuperaron 111 mg (0,216 mg) de 7 (PC−NO2; Rf=0,5; 9:1 Hex:AcOEt). Rendimiento 54 %. También

se obtiene el producto dinitrado (PC−(NO2)2), 13 % (Rf= 0,32).

Si bien el rendimiento es un poco mejor que el de la sı́ntesis tradicional (39 % de PC−NO2 y

46 % de PC−(NO2)2), requiere mucho más trabajo y mayor tiempo de reacción.

Sı́ntesis de 3-(3,3,4,4,5,5-hexafluoro-2-(2-metilbenzo[b]tiofen-3-il)ciclopent-1-en-1-il)-2-metil-6-

aminobenzo[b]tiofene - Amino-PC

S S

F

F

F

F
F F

S S

F

F

F

F
F F

NO2

NiCl2 ·6H2O; 
NaBH4

MeOH

7 PC-NH2

NH2

8

Se preparó una solución de 7 (105 mg; 0,2 mmol) en 23 mL metanol en un balón de 50 mL

en baño de hielo con agitación magnética y protegido de la luz. Posteriormente se agregó el

NiCl2 · 6 H2O (390 mg; 1,6 mmol) y se dejó agitando hasta disolución. Finalmente se agregó el

NaBH4 (187,5 mg; 5 mmol) y se dejó destapado el balón para liberar el H2 que se genera. Luego de

30 min se controló en avance de la reacción por TLC (Hex:AcOEt 9:1) comprobando que sólo estaba

presente el producto de reacción. Se evaporó el metanol en evaporador rotatorio y se disolvió el

crudo de reacción en AcOEt. Se filtró el sólido negro de de la reducción del NiCl2 y se lavó la

fase orgánica. Se secó con Na2SO4 y se eliminó el solvente en evaporador rotatorio. Se obtuvieron

91,4 mg de un lı́quido aceitoso de color rosado que no se purificó, con un rendimiento de reacción

del 94,5 % (Rf=0,22). El compuesto 8 (PC−NH2) se guardó a −18 ◦C y bajo atmósfera de Ar para

evitar descomposición (principalmente oxidación).

3.3.2 Sondas ESIPT

Sı́ntesis de 6-acetamido-2-(2-furanil)-3-hidroxicromona

En un balón limpio y seco de 2 L se colocaron 1,095 g (5,6 mmol) de 9 con 0,75 mL (6,8 mmol) de

10 y 5 mL de DMF. Se enfrió en baño de hielo y se agregó 1,23 g (23 mmol) de NaOMe agitando

cuidadosamente evitando salpicar y cuidando que no aumente la temperatura. Se agregaron otros
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5 mL de DMF lavando las paredes del balón. La mezcla tomó un color rojizo-violáceo. Se dejó 2 h

en baño de hielo y se dejó toda la noche a temperatura ambiente.

Al otro dı́a se colocó un refrigerante seco a modo de reflujo y se agregaron 10 mL de etanol

absoluto (EtOH), 6,13 mL (113 mmol) de NaOMe y se enfrió a 1-2◦C. Se agregaron otros 5 mL

de EtOH para lavar las paredes. Luego se agregaron 8 mL de H2O2 (100 vol) agitando bien y se

calentó suavemente hasta ebullición por 2 min evitando proyecciones. Se volcó la muestra sobre

unos 150 g de hielo picado. La mezcla se volvió al balón para recuperar lo que quedaba en las

paredes y se vertió nuevamente al vaso. Se lavó en balón con pequeñas porciones de agua frı́a y

se llevó a pH 6 con HCl en baño de hielo.

Se filtró el sólido, se agregaron 10 mL de 2-Butanol y se llevó a ebullición por 5 min. Se filtró en

caliente y se evaporó el solvente (el sólido retenido contiene las impurezas). Se obtuvieron 321 mg

de 11 (Rendimiento 22 %, Rf=0,38 en AcOEt), y 142 mg del sólido impuro.

Sı́ntesis de 6-amino-2-(2-furanil)-3-hidroxicromona - “FC”

O

H2N

O

OH

O

HCl 10%
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OH

O O

11 FC-NH2

En un balón conectado a un refrigerante a reflujo se colocaron 142 mg de 11 (impuro) y se

agregaron 5 mL de EtOH y 4 mL de HCl al 20 %, de manera que la concentración final de H+ fue

∼10 %. Se dejó en reflujo por 5 h.

Se dejó enfriar la mezcla de reacción y se llevó a pH 7 con NaOH 10 M. Se evaporó en evapora-

dor rotatorio y el sólido obtenido se resuspendió en H2O y se filtró. El sólido se lavó con H2O y

Et2O. Se secó en vacı́o obteniéndose 87 mg de crudo. Se purificó por cromatografı́a en columna

de sı́lica con una mezcla de hexano:AcOEt de 75:25 como eluyente con 1 % de trietilamina. Luego

de colectar el primer componente de la mezcla, se aumento gradualmente la polaridad con AcOEt

y finalmente con MeOH. Se obtuvieron 54 mg (0,22 mmol) de 12.

3.3.3 Polı́mero Anfifı́lico Fotomodulable

La reacción conjugación del poli-(isobutilen-alt- anhı́drido maléico) (PMA, Aldrich #531278 〈Mw〉
∼6,000, 12-200 mesh, 85 % ) con PC−NH2, FC−NH2 (u otros fluoróforos) y dodecilamina median-

te la formación de una unión amida, se realiza en una sı́ntesis del tipo one pot [8, 9].
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Se consideró que por cada 1 equivalente de PMA hay 40 equivalentes de anhı́drido. En base a

esa relación se calcularon las cantidades de PC, fluoroforo y dodecilamina para cada muestra de

polı́mero anfifı́lico modificado. La nomenclatura utilizada denota la proporción de cada molécula

en el polı́mero, por ejemplo, PMA-10PC-5FC-75NC12 significa que el polı́mero contiene un 10 %

de PC, un 5 % de FC y un 75 % de dodecilamina.

El procedimiento general para la reacción consistió en colocar en un balón periforme seco de

unos 5 mL la masa apropiada de PMA (generalmente inferior a 100 mg), el PC y el fluoróforo se

agregaron desde soluciones concentradas en CHCl3 o THF anhidros. Se sometió a ultrasonido por

1 min y luego se dejó en agitación resguardado de la luz a una temperatura de 55 a 60 ◦C toda la

noche. Al dı́a siguiente se agrega la dodecilamina (en CHCl3 o THF) y al cabo de 2 h se observa

que la mezcla de reacción inicialmente turbia se clarificó. Una alternativa a este procedimiento,

fue agregar junto con el PC y el fluróforo una porción de la dodecilamina, y al otro dı́a se agregó el

porción restante. De esta manera, se intentó mejorar la solubilidad del polı́mero para favorecer la

reacción con el PC y el fluoróforo.

Finalizada la reacción se evaporó el solvente y se purificó el polı́mero funcionalizado mediante

cromatografı́a de exclusión por tamaños a escala preparativa, empleando Sephadex LH-20 (GE

Healthcare Life Science)como fase estacionaria. Generalmente el eluyente fue CHCl3, pero en

ocasiones se empleó THF. La Sephadex LH-20 es menos denso que el CHCl3 y flota al momento

de realizar la cromatografı́a. Para evitar esto, se empleó un “tapón”de arena de mar (lavada con

H2SO4 y calcinada).

La estequiometrı́a de los polı́meros se determinó mediante espectroscopia UV-Vis.

3.4 Ensamblados de NPs y Polı́mero Anfifı́lico

El procedimiento general de obtención de los ensamblados entre NPs y polı́meros anfifı́licos [8-11]

consiste en poner en contacto las NP redispersas en CHCl3 o THF con el polı́mero anfifı́lico en

agitación suave a una temperatura de unos 40 ◦C por 3 h. Se evaporó lentamente el solvente

(en un tiempo de 15 a 30 min a 40 ◦C y presión reducida). En los casos en que se empleó un

agente entrecruzador (Cross-Linker, bis(6-aminohexil)amina), éste fue agregado luego de las 3 h de

ensamblado, previa disminución del volumen de solvente a un tercio y se dejó reaccionar por 1 h.

La relación de NP y polı́mero empleada fue de 70 a 100 monomero/nm2. La superficie de las

NP, se estimó considerando éstas de forma esféricas con un radio total igual a radio del carozo
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metálico junto con el largo de las cadenas de dodecanotiol (rtotal = rmetal + 1, 7 ; [nm]).

Una vez seco el crudo de reacción, se resuspendió en buffer SBB a pH 9, 12 o en solución

de NaOH 10 mM. La purificación se realizó por electroforesis o por cromatografı́a de exclusión

por tamaño. La purificación por electroforesis se realizó en gel de 1 % de Agarosa de 7× 7 cm

con un buffer TBE 1× (Tris/Borato/EDTA) aplicando una diferencia de potencial de 10 V cm−1.

Para recuperar las muestras del gel, se cortaron las fracciones correspondientes (con ayuda de

un retroiluminador) y se colocaron dentro de tubos de membranas para diálisis de celulosa de

3,5 kDa junto con un volumen adecuado de buffer TBE 1×. Generalmente se empleó el mismo

volumen de siembra para evitar grandes dilusiones.

La purificación por cromatografı́a de exclusión por tamaño a escala semipreparativa con una

columna Superdex 200 (GE Healthcare Life Science) con un buffer SBB 50 mM pH 9 o TBE 1×
en un sistema HPLC con detección UV-Vis. Se inyectaron de 20 a 50 µL (dependiendo de la

concentración) comensando con un flujo de 50 µL min−1 por 3 min y luego de 20 µL min−1 con un

tiempo promedio de elusión de 70 min. Los ensamblados fueron colectados aproximadamente a

los 30 min de elusión.
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Parte II

Nanopartı́culas y Ensamblados

Supremoleculares
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Capı́tulo 4

Nanopartı́culas de Au recubiertas por

tioles

4.1 Introducción

Las NPs metálicas cubiertas por tioles son uno de los tipos de NPs más amplia y detalladamente

estudiados y discutidos en la literatura especı́fica. Entre los metales estudiados, el Au es el más

utilizado ya que se lo considera como modelo para comprender la estructura y composición de los

sistemas tiol-metal. Este hecho se debe a la naturaleza inerte del Au que facilita tanto la obtención

de superficies limpias bien definidas, como la comprensión del enlace S−metal. Sin embargo,

esto no significa que todo lo que se estudie en el sistema Au−tiol pueda ser extrapolado a otros

metales como Ag, Pd, Pt, Cu o Ni [1]. De hecho, se ha encontrado que el comportamiento de

los tioles sobre estos metales puede ser muy diferente, lo que dificulta aún más la comprensión

de estos sistemas en un marco general. Incluso, importantes aspectos del sistema modelo son

motivo de discusión en el presente y, durante los años en que se desarrolló este trabajo, ha existido

una importante cantidad de publicaciones que han propuesto nuevas interpretaciones de las

propiedades observadas [2, 3] y los procesos de formación de estos sistemas [2, 4].

En este capı́tulo discutiremos brevemente las caracterı́sticas generales de la interfase Au−tiol

en diferentes sistemas para luego centrarnos en el estudio de las AuNPs protegidas por tioles.

Discutiremos los diferentes métodos de sı́ntesis de estas NPs como ası́ también los resultados refe-

ridos a su composición quı́mica, estudiada mediante XPS, información complementaria obtenida

por espectroscopia de absorción UV-Vis y mediante microscopı́a electrónica (TEM).

Es posible clasificar los sistemas Au−tiol en base al número de átomos que los componen y

al estado quı́mico de los mismos, como se muestra en la Fig. 4.1. En este esquema se observa

que para un número de átomos muy grande, que corresponde a una superficie de Au plana, nos

encontramos en el régimen correspondiente a SAMs de tiolatos sobre Au. Si reducimos el número

de átomos entre aproximadamente 150 y unos miles de átomos (2 a 10 nm) estamos en presencia

de las AuNPs cubiertas por tiolatos. Recientemente ha tenido mucha importancia el estudio de

partı́culas compuestas por un número de átomos entre 13 y 150 aproximadamente (≤ 2 nm), que
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C A P Í T U L O 4 . N A N O PA R T Í C U L A S D E A U R E C U B I E R TA S P O R T I O L E S

reciben el nombre especial de clusters. Por último, con todos los átomos de Au en estado de

oxidación +1, se encuentran los tiolatos de Au (AuI−SR). Si bien el estado de oxidación de los

átomos de Au en los demás sistemas requiere un análisis más detallado, desde los clusters hasta

las SAMs de tiolatos sobre superficies planas existen –al menos algunos– átomos de Au metálico

(Au0).

Figura 4.1 Esquema de los diferentes sistemas compuestos por la interfase Au−S, clasificados

por la cantidad de átomos que los forman. Adaptado de ref. [5].

4.1.1 Monocapas Autoensambladas de tioles sobre Au(111).

En esta sección describiremos brevemente los aspectos mas importantes de las SAMs de tioles

sobre Au(111). El lector interesado puede dirigirse a las refs. [6, 7] donde este sistema se describe

detalladamente.

Las SAMs de tioles sobre Au pueden ser preparadas fácilmente en el laboratorio mediante

inmersión de un sustrato en una solución –generalmente en etanol– que contiene el tiol de interés.

Las moléculas de tiol se adsorben sobre la superficie del metal y, gracias a las interacciones inter-

moleculares, forman estructuras altamente organizadas en la superficie del Au. Posteriormente,

se lava la superficie con etanol reiteradas veces para eliminar las moléculas de tiol libre. También

es posible crear estas estructuras en una cámara de ultra alto vacı́o mediante evaporación de un

tiol en fase gaseosa. Mientras que la primera ruta tiene la ventaja de poder ser implementada en
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(a) (b)

Figura 4.2 Imágenes de microscopı́a de barrido de efecto túnel (STM) de una SAM de alcanotio-

latos sobre Au(111). (a) Red (
√

3×
√

3)R30° de hexanotiolato, (b) Red c(4× 2) de hexanotiolato.

Reproducido de la ref. [9] ©Royal Society of Chemistry 2005

cualquier laboratorio, la segunda permite el control preciso del estado de la superficie metálica

antes de agregar el tiol y la ulterior caracterización mediante técnicas de análisis superficial sin

necesidad de exponer la muestra a condiciones atmosféricas. La reacción formal de adsorción

puede escribirse de la siguiente manera:

RSH + Au −−→ RSH−Au (4.1)

RSH−Au −−→ RS−Au + 1
2 H2 (4.2)

En la primera etapa, las moléculas de tioles (RSH) se fisisorben sobre la superficie de Au y luego

pierden el átomo de H del grupo tiol, generando el radical tiilo (RS·) para formar una unión tiolato

(S−Au). Este es considerado un enlace covalente por su alta energı́a de unión (∼ 200 kJ mol−1) [8],

la electronegatividad relativamente elevada del Au y la distribución de cargas de Bader estimada

mediante DFT (citas Carro).

Estas moléculas se ordenan en redes del tipo (
√

3×
√

3)R30°, (Fig. 4.2a) y c(4× 2) (Fig. 4.2b)

que pueden coexistir en la superficie, con un cubrimiento θ = 0,33 en ambos casos. Cuando se

trata de tioles cortos, este cubrimiento es, en general, menor. La presencia de la unión tiolato es

evidente en el espectro de XPS de S 2p de estos sistemas [10], como el mostrado en la Fig. 4.3a.

La señal de S 2p aparece en ∼ 162 eV, una energı́a de enlace menor que la correspondiente a S

elemental (164 eV), hecho que marca un incremento de densidad de carga negativa sobre el átomo

de S. Correspondientemente, se esperarı́a que la señal de Au 4 f presentara un comportamiento

inverso: mayores energı́as enlace por exceso de carga positiva en los átomos superficiales. Sin

embargo, en las técnicas de XPS convencional, la profundidad del sustrato analizada conduce a

que la contribución a la señal por parte de los átomos de Au en el seno del metal sea muy grande

y no se observen cambios en la señal de Au 4 f . Diversos trabajos han abordado este estudio,

incrementando la sensibilidad superficial de XPS mediante diferentes métodos. Sin embargo, han

aparecido controversias relacionadas con la interpretación de estos resultados, aspecto que se

discute más adelante en este capitulo. La Fig. 4.3b muestra un espectro de Au 4 f de una SAM
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Figura 4.3 Espectros XPS de una SAM de dodecanotiolato sobre Au(111) tomados con fuente de

Mg Kα. (a) Espectro de S 2p. (a) Espectro de Au 4 f .

de dodecanotiolato sobre Au(111). La posición del pico F7/2 es 84,0 eV y el ancho del mismo,

1,0 eV. En la señal de S 2p también puede aparecer una componente en ∼ 163 eV, correspondiente

a moléculas de tiol libre, como se observa en la Fig. 4.3a (el doblete 2p3/2 y 2p1/2 no esta bien

resuelto, y nos referiremos siempre a la posición 2p3/2). Esta señal desaparece si se continúa el

lavado de la superficie y es más difı́cil de eliminar cuanto más larga sea la cadena hidrocarbonada

del tiol debido al aumento de las fuerzas intermoleculares.

Durante mucho tiempo se describió la interfase tiol-Au(111) como una superficie de Au(111)

sobre la que se adsorben las moléculas de tiol en huecos tetraédricos, posiciones puente o sitios

intermedios sin causar reestructuración geométrica de la superficie metálica. Sin embargo, actual-

mente se conoce que la adsorción de tioles sobre Au produce una fuerte reconstrucción superficial

del metal. Se han propuesto diferentes modelos para describir esta interfase, algunos de los cua-

les se basan en resultados obtenidos con clusters de Au, descritos más adelante. Varios de estos

modelos proponen la presencia de especies del tipo RS−Au−SR (denominados staples), donde

las moléculas de tiolato se encuentran unidas a adátomos de Au que se generan en el proceso de

formación de la SAM [11, 12].

Desde las primeras imágenes STM tomadas de SAM ha estado en discusión el origen de los

huecos (pits) encontrados en la superficie y su relación con la reconstrucción superficial. El lector

intersado puede encontrar interesantes discusiones sobre este tema en las revisiones de Vericat y

colaboradores [1, 7, 13].

4.1.2 Nanopartı́culas y clusteres de Au - Interfase Au-tiol

En el año 1994, M. Brust et ál. publicaron un método para la sı́ntesis de AuNPs cubiertas por

alcanotioles, conocido actualmente como método de Brust-Schiffrin de dos fases (BS-II) [14]. Lue-

go, en el año 1995, fue publicada una variante de este método para la preparación de AuNPs
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Figura 4.4 Diagrama de del proceso de nucleación y crecimiento de AuNPs en relación a la

concentración de Au0 y el tiempo de reacción.

hidrofı́licas, que se lleva a cabo en una sola fase de un solvente polar (en general metanol/agua)

[15]. Este método de sı́ntesis es conocido como método de Brust-Schiffrin de una fase (BS-I). Desde

la publicación de estos métodos, han aparecido un sinnúmero de trabajos en los que se utilizaron

estas rutas para la preparación de AuNPs y se han extendido también a otros metales como Ag

[16], Cu [17], Pd [18] y Pt [19].

En principio, la formación de NPs en un medio lı́quido puede interpretarse mediante el modelo

de nucleación y crecimiento de un cristal como se muestra en la figura 4.4. Por ejemplo, en la

sı́ntesis de AuNPs mediante el método de Turkevich [20] el HAuCl4 es reducido por el citrato a

∼ 100 ◦C, y luego de unos minutos de reacción la solución incolora (o amarillo pálido) cambia

de color. Inicialmente se torna de un color violaceo que rápidamente pasa a rojo aumentando la

intensidad al cabo de unos minutos. En ese caso, el crecimiento se detiene debido a la repulsión

electrostática de la doble capa eléctrica de la superficie de la AuNP generada por las especie

de citrato adsorbidas. Generalmente por este método se obtienen AuNPs de un tamaño mayor

a los 10 nm con una considerable dispersión de tamaño. Otras sı́ntesis utilizan citrato como

agente protector, pero la reducción del HAuCl4 se hace en frı́o empleando NaBH4, con lo que se

obtienen AuNP con un tamaño mayor a 3 nm que se pueden usar como “semillas” que crecen

controladamente generando AuNPs de 5 a 40 nm con una distribución relativamente estrecha [21].

El éxito de los métodos de Brust y Schiffrin radica principalmente, en que permiten obtener

NPs de tamaño menor a 5 nm con una distribución de tamaños razonablemente estrecha. El grupo

de R. W. Murray ha perfeccionado el método de dos fases, BS-II y lo ha sistematizado para

controlar el tamaño de las NPs obtenidas en base a diferentes parámetros variables en la sı́ntesis,

como la relación molar Au:tiol, la temperatura y la velocidad de agregado del agente reductor [2].

Este método consiste en la reducción de un precursor de Au, como ácido tetracloroáurico
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(HAuCl4),1 mediante un reductor fuerte, que generalmente es borohidruro de sodio (NaBH4), en

presencia de tioles de carácter hidrofóbico, como los alcanotioles. La solución acuosa del precursor

de Au se coloca en contacto con un solvente orgánico de baja polaridad (generalmente tolueno)

donde se encuentra disuelta una sal de amonio cuaternaria (NR4X), que puede ser bromuro de

tetraoctilamonio (TOABr) u otra con diferente largo de cadena hidrocarbonada. El catión de esta

sal actúa como agente de transferencia de fase, produciendo el transporte de los iones [AuCl4]–

desde la fase acuosa a la fase orgánica. Posteriormente, se descarta la fase acuosa y la fase orgánica

puede ser lavada con agua Milli-Q para eliminar el HBr que pueda permanecer, proveniente de la

fase acuosa. En el siguiente gráfico se esquematiza el proceso de transferencia de fase [22]:

NR4Br [NR4][AuCl4] (fase orgánica)

(fase acuosa)HAuCl4 + NR4Br −−⇀↽−− [NR4][AuCl4] + HBr

Una vez que se obtiene el precursor metálico en la fase orgánica, se agrega el tiol que se

usará para proteger a las NPs que se sintetizarán. Estas moléculas producen una reducción de

las especies de AuIII a AuI. Durante más de 15 años desde la publicación de este método de

sı́ntesis, era aceptado que el agregado de tioles producı́a la formación de especies poliméricas de

[AuI−SR]n de acuerdo a las siguientes reacciones [23]:2

[NR4][AuX4] + 3RSH −−→ AuI−SR + RS−SR + NR4X + 3HX (4.3)

n[AuI−SR] −−→ [AuI−SR]n (4.4)

Sin embargo, experimentos recientes realizados por el grupo de R. B. Lennox [4], han demostrado

que los precursores reales en la sı́ntesis de NPs son pares iónicos de tetraalquilamonio y haloge-

nuros de AuI, en lugar de las especies poliméricas. Mediante medidas de espectroscopı́a UV-vis

y de resonancia magnética nuclear protónica (1H RMN) encontraron que la estequiometrı́a de la

reacción es la siguiente:

[NR4][AuX4] + 2 RSH −−→ [NR4][AuX2] + RS−SR + 2 HX (4.5)

Posteriormente, el grupo de Y. J. Tong ha confirmado este hallazgo mediante experimentos

de espectroscopı́a Raman y ha propuesto un mecanismo que indica que las especies de AuI se

encuentran en la fase orgánica encapsuladas dentro de las micelas inversas formadas por los

cationes de tetraalquilamonio [17]. Además, estos autores encontraron que si no se quita la

fase acuosa del medio de reacción antes del agregado del tiol y la relación molar RSH:Au ≥ 2,

entonces los intermediarios en la sı́ntesis están compuestos por una mezcla de [NR4][AuX4] y

[AuI−SR]n [24]. Condiciones similares fueron utilizadas por Whetten et ál. anteriormente, quienes

1Como se explicó anteriormente, este método puede ser utilizado con distintos metales. Debido a que en este capı́tulo

se utiliza Au, describiremos los detalles del método utilizando este metal.
2Debido a que los iones bromuro de la sal de amonio pueden ser intercambiados con cloruros en la esfera de coordina-

ción del AuIII, los complejos de Au en la fase orgánica son llamados simplemente [AuX4]–.
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Esquema 4.1 Esquema de los dos métodos de Brust-Schiffrin para sı́ntesis de AuNPs. adaptado

de la ref. [27]

propusieron un mecanismo como el dado por la Ec. 4.3 [25, 26]. Este comportamiento también fue

comentado por Goulet y Lennox [4], quienes lo atribuyeron a la ruptura o la ausencia de los pares

iónicos [NR4][AuX4]. Por lo tanto, el agua (y, como veremos más adelante, los solventes polares

en general) juegan un rol importante en esta sı́ntesis. El esquema 4.1 muestra un resumen de los

mecanismos de reacción para ambos métodos desarrollados por Brust y Schiffrin.

Luego de la adición de tiol, el próximo paso es el agregado del reductor para producir las

NPs. En general, se utiliza NaBH4 en un gran exceso respecto al metal (NaBH4:Au ∼ 10:1). Este

reactivo produce la reducción de las especies de AuI a Au0, creándose ası́ núcleos de Au metálico

en el interior de las micelas inversas [17]. A medida que estos aglomerados crecen, protegidos

por tetraalquilamonio, las moléculas de tiol (ahora en forma de RS−SR o mezcla de ambos si la

relación molar RSH:Au > 2, también el BH4
– puede reducir el RS−SR para dar RSH) se adsorben

en la superficie de estos núcleos limitando su crecimiento como NPs, es decir, en el rango de

algunos nanómetros, evitando su aglomeración con otras partı́culas. De esta forma, se producen

AuNPs protegidas por tiolato (Au@SR NPs). Este proceso puede esquematizarse de la siguiente

manera:

AuI NaBH4−−−−→ Au0 RS−SR−−−−→ Au@SR NPs (4.6)

El método BS-I permite sintetizar AuNP recubierta por tioles hidrosolubles [28]. En este caso,

se ha propuesto la formación de tiolatos de AuI, los cuales pueden presentar inconvenientes en la

reducción del metal debido a la estabilidad de estos complejos poliméricos. Por ejemplo, al intentar

sintetizar AuNPs recubiertas por ácido tiomálico (TMA) no se logra reducir completamente los

oligómeros de [AuI−TMA]n, y se obtienen nanopartı́culas formadas por un núcleo de Au0 y una

capa de tiomalato de AuI con una estructura del tipo carozo-coraza AuNP@Au(I)-TMA [29].

El grupo de Schiffrin también ha utilizado el método bifásico para sintetizar AuNP protegidas

por TOABr, donde se agrega el reductor sin haber agregado un tiol, obteniendo partı́culas con

un tamaño de 5 a 6 nm [30]. Justamente aquı́ el tamaño de la AuNP@TOAB esta controlado por

la micela. Leff y colaboradores utilizaron un procedimiento similar en el cual adicionan en la
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Figura 4.5 De izquierda a derecha, AuNPs sin agente protector, protegidas por dodecilamina y

protegidas por dodecanotiol. La fuerza del enlace S-Au logra deformar la superficie de la AuNP.

Adaptado de la ref. [33]. ©Royal Society of Chemistry.

reacción un exceso de de alquilaminas primarias (Au:amina es 1:11) con el cual obtienen AuNP

de 3 a 4 nm donde se postula que las aminas realmente interaccionan con la superficie metálica

[31]. Estas AuNPs presentan cierta inestabilidad y tiende a aumentar de tamaño o precipitar

irreversiblemente, ya que el agente protector interacciona débilmente con la superficie de Au.

En ese sentido, este tipo de AuNPs son muy útiles para practicar reacciones de intercambio de

ligandos, por moléculas que se unan mas fuertemente a la superficie, como lo hacen por ejemplo

los tioles [32].

La fuerte interacción con el Au de la superficie que presentan los tioles no solo se debe a

la fuerte unión covalente Au-S, sino también a las fuerzas de Van der Waals entre las cadenas

carbonadas. Los alcanotioles de cadena larga, presentan una fuerte interacción entre cadenas,

similar a lo observado para superficies planas discutido anteriormente. El grupo del Dr. Mariscal

en la Universidad de Córdoba ha desarrollado una metodologı́a para simular la interacción de

las cadenas alquı́licas en la NPs, ası́ también como los cambios estructurales que sufre el núcleo

metálico [33]. La figura 4.5 muestra un ejemplo de las alteraciones que sufre una nanopartı́cula

de Au protegida por alcanotioles en contraste con su análoga recubierta con alquilaminas que

conserva su estructura cristalina. En este sentido, si en las reacciones de intercambio de ligandos

se emplea un exceso de tioles, se puede disminuir considerablemente el tamaño de las NPs y se

ha empleado como un método de obtención de clusteres de Au [34].

Mediante el control de las condiciones de sı́ntesis y la separación de las partı́culas sintetizadas

en base a su tamaño, los métodos de Brust-Schiffrin han sido utilizados para la preparación de

clusters de Au. El grupo de T. Tsukuda ha sido pionero en este campo, sobre todo en la aplicación

de espectrometrı́a de masas para el estudio de la composición de los clusters [35].

En el año 2007 el grupo de R. Kornberg describió la estructura de un cristal formado por

clusters de Au cubiertos por ácido p-mercaptobenzoico, a partir de medidas de difracción de rayos

X (X-ray diffraction, XRD) [3]. Esto significó un gran avance en la comprensión de la estructura de
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Figura 4.6 Estructura Carozo-Coraza (core-shell) del cluster Au102(p−MBA)44. (a y b) muestran

la estructura general del cluster. Au, naranja; S, amarillo; C, gris; O, rojo; H, blanco. (c y d) dos

vistas de la estructura de 40 átomos en la superficie del núcleo Au79, junto con la capa pasivada

de Au23(p−MBA)44. Los cationes de Au en la capa externa son descripto como esferas naranjas

mas pequeñas. Los “defectos de estructura” en la interfase carozo-coraza [dos átomos de Au con

dos uniones Au-S, y una unidad más grande de RS−(AuSR)2] están resaltadas con una elipse. (e)

esquema de la estructura de la capa protectora RS−(AuSR)x con x = 1 o 2 unidades. Reciben el

nombre de staple motif, “grampa” (f y g) dos vistas del carozo de Au79, el cual tiene una simetrı́a

D5h. Adaptado de la ref. [36]. © 2008 National Academy of Sciences.

estos sistemas. La fórmula de este cluster es Au102(p−MBA)44 (Fig. 4.6a). Son preparados por el

método de Brust-Schiffrin de una fase y consisten en un núcleo de 79 átomos Au formando un

decaedro de Marks (Fig. 4.6 f y g), cubierto por dos tipos de estructuras similares a las encontradas

en los tiolatos de AuI: RS−Au−SR y RS−Au−SR−Au−SR “staples” (Fig. 4.6 c, d y e).

Este hecho dio lugar al desarrollo de una interpretación de la estabilidad de estos clusters por

el grupo de H. Häkkinen [36], en base al modelo de superátomos, que compara a estos clusters

con los elementos de la tabla periódica e indica que las estructuras estables son aquellas cuya capa

electrónica se encuentra cerrada (en analogı́a a los gases nobles). Un aspecto interesante de los

cálculos sobre estos clusters en el marco de DFT está referido al estado de oxidación de los átomos

de Au. Si bien se ha propuesto que los 79 átomos del núcleo se encuentran en estado metálico

–con carga neutra (Au0)– y los 23 átomos restantes en estado oxidado (AuI) [36], existe, en realidad,

una distribución de carga en la partı́cula si se la analiza radialmente, que va desde una carga de

Bader3 nula en el centro hasta +0,13 en la capa exterior [38].

Aunque el estudio de clusters metálicos es de larga data, las descripciones suponı́an anterior-

mente que la capa protectora de tiol sobre los clusters no ejercı́a una influencia notable en el núcleo

metálico [39]. Garzón et ál. [40] cuestionaron esta aproximación e informaron resultados de cálcu-

3El método de Bader descompone la densidad de carga electrónica del sistema en contribuciones individuales de cada

átomo que compone el sistema [37]. Valores positivos indican pérdida de electrones y valores negativos indican ganancia

de electrones.
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los teóricos en los que se observa que una capa de tiol sobre un cluster de Au produce un desorden

importante de los átomos del metal. Es decir, las moléculas de tiol no sólo cubren los núcleos de

Au sino que cambian totalmente su estructura geométrica y electrónica. De este modo, al estudiar

estos clusters hay que considerar tanto los átomos metálicos como las moléculas que los protegen.

Esto se encuentra alineado a la reconstrucción superficial que ocurre en las SAMs de tiolatos sobre

superficies planas de Au.

Otros clusters que han sido cristalizados y cuya estructura ha sido determinada son los que

contienen Au25(SCH2CH2Ph)18
– [41] y Au38(SC2H4Ph)24 [42]. Es particularmente interesante que

la estructura del cluster de Au38(SR)24 fue predicha teóricamente [43], hecho que refuerza la im-

portancia de los cálculos computacionales.

Si bien se considera que la estructura superficial de las AuNPs debe ser similar a la encontrada

en los clusters, aún no existe evidencia directa que confirme este postulado. Un paso importante

en esta dirección ha sido presentado recientemente por el grupo de R. Jin, quienes informaron la

preparación de AuNPs con una composición controlada, cuya fórmula es Au333(SCH2CH2Ph)72 y

su tamaño, 2,2 nm [44].

Por todo esto, se ha propuesto un modelo generalizado para la interfase Au-Tiol (tanto en NPs

como en superficies planas) conocido como Staple Motif, el cual considera que las moléculas de

tiol se encuentran unidas a los adátomos de Au en la superficie [8].

4.2 AuNPs obtenidas por el método de Brust-Schiffrin de dos

fases

Se sintetizaron AuNPs de tres tamaños diferentes mediante el método de dos fases de Brust-

Schiffrin empleando dodecanotiol (SC12) como agente protector según lo descripto en la sección

3.2. Para las distintas sı́ntesis se usó una relación Au:tiol de 3:1 y 2:1 a temperatura ambiente, y 1:4

a 0 ◦C. Se intentó también una sı́ntesis con una relación Au:tiol de 1:5 a −78 ◦C para obtener AuNP

de ∼ 1,5 nm [2], pero se formó un sólido blanco insoluble en tolueno que no permitió continuar

con la sı́ntesis (se supone que se formó tiolate de Au, ya que estas especies son insoluble en

tolueno).

La figura 4.7 muestra los espectros de absorción UV-Vis de estas AuNPs-SC12 en hexano.

Presentan el espectros tı́pico de dispersión de la luz producido por la NP mostrando el aumento

de la absorbancia a bajas longitudes de onda. A ∼ 520 nm presentan una banda de absorción del

plasmón del Au (NP esféricas), la cual disminuye con el tamaño de la partı́cula.

En la figura 4.8 se muestra la distribución de tamaños e imágenes TEM y HRTEM de las AuNPs

sintetizadas. Para simplificar la escritura, de ahora en adelante nombraremos a cada una de estas

partı́culas por su tamaño aproximado 4, 3 y 2 nm.
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Figura 4.7 Espectros de absorción UV-Vis de nanopartı́culas de diferentes tamaños. La banda a

∼ 520 nm corresponde a la absorción del plasmón de Au.
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Figura 4.8 AuNPs protegidas con dodecanotiolato preparadas por el método bifásico de Brust-

Schiffrin utilizando diferentes relaciones molares de tiol:Au. (a) Relación molar Au:tiol = 3:1,

temperatura ambiente, 〈D〉 = 3,9± 0,6 nm. (b) Relación molar Au:tiol = 1:2, temperatura ambien-

te, 〈D〉 = 3,0± 0,9 nm. (c) Relación molar Au:tiol = 1:4, 0 ◦C, 〈D〉 = 2,5± 0,6 nm. Las imágenes de

TEM de baja resolución fueron tomadas con el microscopio Phillips CM 200 UT operado a 200 kV

y las de HRTEM, con el microscopio OÅM operado a 300 kV. Escalas: imágenes a la izquierda:

100 nm, imágenes al centro: 5 nm, imágenes a la derecha: 1 nm.
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Caracterización por XPS

La información obtenida mediante XPS es muy valiosa, porque se puede estimar la composición

de la superficie de un material. De todos modos, los datos deben ser tratados con cuidado para no

cometer errores de interpretación. Al igual que otras técnicas analı́ticas deben ser complementadas

con información proveniente de otros métodos. Un error muy común en la interpretación de los

espectros, radica en agregar una componete extra para mejorar el ajuste. Cuantas mas funciones se

utilicen mejor será el ajuste, pero eso no implica que cada función represente una especie quı́mica

que contribuye al espectro. Es muy importante disponer de una señal de referencia para recalibrar

la escala de energı́a y ası́ compensar efectos de carga eléctrica del material o inestabilidad de

la fuente de rayos X –esto último ocurre frecuentemente con la radiación de luz sincrotrón. En

este punto, el error mas común que se encuentra en la bibliografı́a donde se utiliza XPS para

caracterizar NPs es, usar la señal de Au 4 f7/2 de las AuNPs que se están analizando y asignarles

el valor de 84,0 eV como referencia. En ese caso, se puede perder información muy valiosa de

corrimiento de esa señal debido a estado de oxidación y efectos de estado final, entre otros. Es

importante considerar que el acceso a realizar experimentos con luz sincrotrón no es inmediato y

suele transcurrir cierto tiempo desde la preparación de las muestras y la caracterización por XPS,

durante el cual las NPs pueden sufrir cambios (oxidación del tiol, formación de sulfuro, agregación

irreversible de los núcleos metálicos, etc).

Por último, siempre se debe considerar la posibilidad de que ocurra daño por radiación durante

el experimento, principalmente en la capa orgánica que recubre las NPs. Los espectros tomados

con fuente de Mg Kα necesitan largos tiempos de adquisición debido al bajo flujo de radiación,

5× 1012 fotones s−1 cm−2, y a que el factor de sensibilidad de Scofield para el S 2p es 10 veces menor

que para el Au 4 f , por lo que son necesarios varios barridos en la escala de energı́a (scans) para

adquirir datos suficientes y ası́ aumentar la relación señal ruido. La sección de muestra irradiada
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Figura 4.9 Daño por radiación en una muestra de AuNP@SC12 de 4 nm utilizando rayos X de

523 eV en la linea PGM, para (a) un barrido y (b) luego de 20 barridos
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Figura 4.10 Esquema que representa las AuNPs soportadas sobre una lámina de Pt y al proceso

de fotoemisión. Los espectros XPS de las regiones C 1s, Au 4 f y S 2p tomados con fuente de Mg

Kα, de una muestra de AuNP@SC12 de 2,5± 0,6 nm depositada sobre una lámina de Pt.

es de forma elı́ptica de ∼ 1a2 cm2 (dependiendo de la posición de la muestra a la fuente de Rx),

por lo que generalmente se analiza toda la muestra. Por otro lado, en los experimentos realizados

en el LNLS se tiene un flujo de 1× 1014 y 2× 1014 fotones s−1 cm−2 a 250 y 523 eV, respectivamente,

con una sección de irradiación de 0,12 mm× 0,8 mm. Cada medida consistió de un único barrido

(∼ 80 s) con el que se obtenı́a una muy buena relación señal ruido, no solo debido al alto flujo de

fotones sino también a que aumenta la probabilidad de eyectar un electrón del nivel S 2p a baja

energı́a de irradiación (ver fig. 2.5). Hemos tomado espectros de una misma región de la muestra

a lo largo del tiempo, y como muestra la figura 4.9 se observa un incremento en la componente de

163,4 eV para la señal de S 2p luego de varios barridos.

La figura 4.10 muestra un buen ejemplo de corrección de la escala de energı́a por carga eléctrica

de la muestra, utilizando el pico de C 1s como referencia. Si bien las AuNP@SC12 fueron depo-

sitadas sobre una lámina de Pt para mejorar el contacto eléctrico y evitar ası́ que las partı́culas

se carguen positivamente, como consecuencia de la fotoemisión de electrones. Sin embargo, se

observó un corrimiento de la escala de energı́a de 0,2 eV hacia mayores energı́as de enlace. Es

interesante notar que los picos de Pt 4f se encontraban en las posiciones correctas, lo que indica

que sólo se carga la muestra depositada sobre la lámina. Es posible que el dieléctrico formado por

las capas de tioles no permita buen contacto eléctrico entre las AuNPs y el sustrato. Al corregir

la escala de energı́a, los picos de Au 4 f y S 2p presentan los mismos valores que se obtienen para
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Figura 4.11 Espectro 1H-RMN de AuNP@SC12 de 2 nm en CDCl3 tomado en un espectrómetro

Varian 200 MHz.

una SAM de dodecanotiol sobre Au(111). De esta manera, se observan pequeños cambios en la

energı́a de enlace de cada componente al ajustar espectros de muestras que presentan los mismos

constituyentes. Es importante notar que la región S 2p requirió dos componentes para ser ajustada.

La componente centrada en 162,0 eV se corresponde con la señal asignada a un tiolato en una

SAM sobre Au(111), mientras que la señal de 163,4 eV se interpreta como tiol libre (fisisorbido)

o dialquildisulfuro. La componente de tiolato representa el 86 % de la señal y el tiol libre el 14 %

restante.

El origen de la componente a mayor energı́a de enlace, en un principio fue asociada a deficien-

cias en la purificación, de manera similar a lo que ocurre con una SAM. Para SAMs sobre oro

masivo, esta señal se elimina fácilmente enjuagando por más tiempo. En el caso de las AuNPs,

esto no es tan fácil de realizar. Sucesivos lavados, no presentaron diferencias en la abundancia de

esta componente. Debemos considerar, además, que este tiol fisisorbido puede estar intercalado

entre las cadenas de tiol que se encuentra unido covalentemente a la superficie metálica. Como se

observa en la figura 4.5, quedan muchos intersticios entre las cadenas alquı́licas donde se pueden

intercalar otras cadenas de dodecanotiol que no se une covalentemente a la superficie metálica.

Por otro lado, hay que considerar la posibilidad que durante la caracterización por XPS, la compo-

nente de S 2p a 163,4 eV sea producto del daño causado por la radiación durante la adquisición del

espectro. En un intento por determinar la presencia de tiol libre en las AuNPs@SC12 se tomó un

espectro de resonancia magnética nuclear de hidrógeno (1H-RMN). La figura 4.11 muestra el

espectro obtenido, donde se puede observar que la señal de δSH –proveniente solo del tiol libre–

no se define (y por lo tanto no puede ser cuantificada) por estar montada sobre el pico muy ancho

de -CH2-. Asimismo, muy cercana al δSH se encuentra el posible pico de δH2O (agua en CDCl3),

que no permite la adecuada cuantificación del tiol libre.

Continuando con la caracterización de las AuNPs, hemos intentado estimar por XPS la fracción

de la superficie que se encuentra cubierta por dodecanotiolato. Para comprobar que la ecuación

2.24 daba resultados adecuados, se estimó el cubrimiento de una serie de SAMs de dodecanotiol

sobre Au(111). En el arreglo experimental disponible en INIFTA, se determinó que una monocapa
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Tabla 4.1 Estimación del cubrimiento superficial de dodecanotiol sobre Au plano y nanopartı́cu-

las

Muestra Fuente Rx hν (eV) S/Au ata Comp Tiolato (%) θ
emp
RS

b θcalc
RS

c dif (%)

SA
M

I Mg Kα 1253.6 0.050 100 0.30 0.28 -5.01

II Mg Kα 1253.6 0.052 92 0.31 0.29 -5.01

III Mg Kα 1253.6 0.048 85 0.28 0.27 -5.01

IV Mg Kα 1253.6 0.059 100 0.35 0.33 -5.01

2n
m

Mg Kα 1253.6 0.127 74 0.71

LNLS 523 0.545 81 1.90

LNLS 250 0.268 77 2.92

3n
m

Mg Kα 1253.6 0.307 89 1.72

LNLS 523 0.242 81 0.84

LNLS 250 0.131 82 1.43

4n
m

4 lav Mg Kα 1253.6 0.154 79 0.86

8 lav Mg Kα 1253.6 0.116 68 0.65

8 lav LNLS 523 0.250 97 0.87

8 lav LNLS 250 0.135 70 1.47

a Para las medidas realizadas en INIFTA S/Au = IS
IAu

RSFAu
RSFS

y para las medidas realizadas

en el LNLS S/Au = IS
IAu

σAu LAu
σS LS

.
b Calculado empı́ricamente. En el arreglo experimental de INIFTA se ha determinado la

relación S/Au = 0,056 ≡ θ = 0,33.
c Se calcula multiplicando la relación S/Au por los factores correspondientes a la atenuación

de la señal según la ecuación 2.24.

autoensamblada de dodecanotiol sobre Au(111) conduce a una relación atómica S/Au igual a

0,056. Por otra parte, se espera que el cubrimiento de las SAMs de alcanotioles con baja densidad

de defectos sea de θSC12
= 1/3 [45]. La tabla 4.1 muestra los resultados para los cubrimientos

empı́ricos y calculados para SAMs y AuNPs. Se puede observar que el cubrimiento calculado θcalc
RS

es muy similar a los valores determinados empı́ricamente.

Es de esperar que las AuNPs muestren un mayor cubrimiento superficial respecto de una SAM

en el plano. Olmos-Asar y colaboradores [46] calcularon el cubrimiento para superficial de AuNPs

de diferente tamaño y forma obteniendo valores de θ ≈ 1 para clusteres y θ ≈ 0,4 para partı́culas

de ∼ 4 nm. En este sentido, no disponemos –por el momento– en nuestro laboratorio de una

relación empı́rica entre el cubrimiento superficial de AuNPs de distintos tamaños y su relación

atómica S/Au determinado por XPS. Por esto, es importante hacer un esfuerzo en encontrar una

relación para estimar el cubrimiento.

Cabe notar que en la actualidad se realizan considerables esfuerzos para estimar el espesor de

las capas protectoras de las AuNPs, problema que se encuentra lejos de ser resuelto de manera
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satisfactoria. Nótese que los trabajos más avanzados en esta materia [47] utilizan aproximaciones

que no permiten ir más allá de estimaciones semicuantitativas [48].

La radiación de luz sincrotrón permite realizar experimentos de XPS modificando la energı́a

de los rayos X del haz incidente. En la linea PGM del LNLS hemos utilizado radiación de 250 y

523 eV con la cual se obtiene información sólo de las primeras capaz atómicas de la superficie del

material. Asimismo, como se mostró en la figura 2.5 el coeficiente de fotoemisión del S aumenta

a bajas energı́as del haz incidente, por lo que a 250 eV se tiene mayor sensibilidad. Los valores

obtenidos para los cubrimientos de las AuNP@SC12 en algunos casos son muy superiores a los

esperados (0,3 < θ < 1). Los errores mas importantes pueden provenir de diferentes fuentes:

• La ecuación 2.24 utilizada para estimar el cubrimiento superficial esta desarrollada consi-

derando que el sistema es un sólido plano semi-infinito. Para el caso de las NPs se supone

valido aproximar que a bajas energı́a sólo se están analizando las últimas capas de la super-

ficie, y si el radio de la NP es mayor que el espesor muestreado, los electrones provienen de

una “superficie plana”.

• Se supone que las NPs tienen una orientación al azar y por lo tanto la muestra es homogénea.

Sin embargo, esto podrı́a no ser cierto, ya que como se observa en la figura 4.5 las cadenas de

tioles están orientadas respecto de las caras facetadas de las AuNPs. Además, las muestras

de AuNPs que presentan una estrecha distribución de tamaños tienden a formar arreglos

cristalinos (principalmente en 2D), con lo que la muestra podrı́a presentar cierta anisotropı́a.

• Posiblemente la fuente de error mas importante provenga de la estimación de la atenuación

que sufren los electrones por la capa orgánica de la superficie de las AuNPs. Los trabajos

de Seah [49, 50] de donde se tomaron las ecuaciones 2.14 y 2.15, se intenta encontrar ajustes

“universales” para todo material orgánico.

Laibinis y col. determinaron experimentalmente la longitud de atenuación de los electrones

del Au 4 f por las cadenas de una SAM de alcanotioles de distinto largo. [51] En ese trabajo

emplearon una fuente de rayos X de cátodo de Al Kα (1486,7 eV). Esta longitud de atenuación ha

sido aplicada con éxito para describir SAMs de alcanotioles y α,β-alcanoditioles [52] con fuente

de Mg Kα. Esto es posible, dado que las fuentes de rayos X de laboratorio producen radiación de

alta energı́a, y por lo tanto, la energı́a cinética de los electrones (tanto del S 2p como Au 4 f ) es alta.

Cuando se utiliza radiación sincrotrón de baja energı́a los electrones eyectados tienen baja energı́a

cinética. En estas condiciones la atenuación de los electrones es muy sensible a la naturaleza del

material. Si la capa de alcanotioles que recubre las AuNPs tiene menor densidad que el promedio

utilizado por Seah, [50] la atenuación calculada estarı́a sobrestimada (en mayor medida para el S),

lo que da un mayor cubrimiento.

4.3 Reacciones de intercambio de ligandos.

Se exploró la alternativa de realizar reacciones de intercambio de ligandos sobre AuNPs prefor-

madas por diferentes métodos, para luego modificarlas con diversos tioles sin alterar el tamaño
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Figura 4.12 Formación de clusters de Au por “etching” en reacciones de intercambio. (a) espec-

tros de absorción UV-Vis para AuNP@THP y sus reacciones de intercambio con 11-MUA para

diferente relación molar Au:tiol, (b) espectro de absorción y emisión de fluorescencia de los cluste-

res formados por un exceso de tiol.

del núcleo metálico. El método BS-II comentado anteriormente con la variante de no usar tioles

durante la sı́ntesis [30, 53] permite obtener AuNP@TOAB solubles en tolueno con un tamaño de

5 a 6 nm. En la sección 3.2.4 se describe detalladamente el protocolo seguido para obtener estas

AuNP@TOAB.

Por otra lado, se sintetizaron AuNPs mediante el método desarrollado por Duff y colaboradores

[54] que permite obtener partı́culas hidrosolubles protegidas con trihidroximetilenfosfina (THP).

Este método se desarrolló como alternativa al método de Turkevich, para obtener AuNPs hidroso-

lubles protegidas por un ligando neutro, como lo es la THP (P(CH2OH)3). Mediante este protocolo

se pueden obtener AuNPs@THP muy pequeñas (1 a 2 nm), y los detalles experimentales de des-

criben en la sección 3.2.5. La sı́ntesis consiste en generar in situ el reductor, formaldehido (CH2O),

mediante la hidrólisis básica del cloruro de tetraquis hidroxmetilen fosfonio (P(CH2OH)4
+Cl–)

P(CH2OH)4
+ + OH− −−→ P(CH2OH)3 + CH2O + H2O (4.7)

y posteriormente se agrega el precursor metálico (HAuCl4) para obtener AuNP@THP. Estas

partı́culas no son estables y con el tiempo aumentan de tamaño y finalmente precipitan irreversi-

blemente. Sin embargo, pueden ser utilizadas dentro unos minutos para reacciones de intercambio

[55] o como semillas para crecer y generar otras nanoestructuras [56-58].

Para determinar las condiciones de reacción adecuadas para realizar un intercambio de ligan-

dos, sea partir de una muestra de AuNP@THP, intercambiando THP por MUA, empleándose

diferentes relaciones Au:tiol (2:1, 1:1 y 1:2). La figura 4.12a muestra los espectros de absorción

UV-Vis para los productos de cada reacción de intercambio. La curva negra, muestra un espectro

tı́pico de AuNPs pequeñas, con una baja absorción plasmónica a 520 nm y aumento de la absor-

ción a bajas longitudes de onda debidas a la dispersión de luz. Este espectro fue tomado a unos
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C A P Í T U L O 4 . N A N O PA R T Í C U L A S D E A U R E C U B I E R TA S P O R T I O L E S

pocos minutos de sintetizadas, ya que las AuNP@THP aumentan de tamaño con el tiempo, y

consecuentemente aumenta su banda plasmónica (el color de la solución cambia de marrón a rojo

luego de un dı́a y finalmente violeta luego de tres dı́as). [54] La muestra sobre la que se practicó in-

tercambio de ligandos con una relación 2:1 de Au:tiol, presenta un espectro muy similar, el que no

se modificó pasodos 30 dı́as, presentando la solución color marrón. Esto indica que el intercambio

fue exitoso, ya que las AuNP no aumentaron de tamaño debido a que el nuevo ligando (MUA)

que actúa como agente protector. Las diferencias que se observan se deben a que se modificó el

dieléctrico alrededor de la AuNP. Al realizar el intercambio de ligandos con mayor cantidad de

tiol, se observó que la solución cambio su color marrón inicial por un color amarillo pálido. El

espectro de absorción UV-Vis muestra una banda estrecha a 360 nm y no presenta la forma tı́pica

de un espectro con dispersión de luz propia de NPs. Es importante notar, además, que se obtiene

el mismo espectro para ambas relaciones Au:tiol. Estos resultados fueron interpretados conside-

rando que el exceso de tiol produce una disminución de tamaños de las AuNPs, a través de un

proceso de etching, conduciendo a agregados (clústeres) de unos pocos átomos [34]. En el mismo

gráfico se muestran en linea de trazos los espectros de HAuCl4 que es el precursor metálico en

la sı́ntesis de AuNPs y de un complejo de Au(I)-MUA, con lo que se confirma que este último

compuesto no se forma en la reacción de intercambio con exceso de tiol. La figura 4.12b muestra

el espectro de emisión de fluorescencia caracterı́stico de clústeres de Au (AuNC@MUA) [59-61].

Ademas de estas reacciones de intercambio, se realizaron otras sobre las mismas AuNP@THP

hidrosolubles y también sobre AuNP@TOABr solubles en tolueno. Como se comentó en la intro-

ducción de este capı́tulo, tanto las fosfinas como las sales de amonio cuaternario son ligandos que

interaccionan mas débilmente que los tioles con las AuNP. Además, de la diferencia del medio

(agua o tolueno) en que están disueltas las AuNP, éstas presentan diferente tamaño de carozo

metálico. Sobre estos dos tipos de AuNPs se ensayaron reacciones de intercambio de ligando con

diferentes tipos de tioles, en su mayorı́a con ácidos ω-mercaptocarboxı́licos, como los listados a

continuación:

HO

O

SH

SH
HO

O

O

OH

ác. 3-mercaptopropanoico (MPA) ác.tiomálico (TMA)

HS

OH

O

HS OH

O

ác. p-mercaptobenzoico (MBA) ác. 11-mercaptoundecanoico (MUA)

HS

dodecanotiol (SC12)

Para las reacciones de intercambio se tomaron alı́cuotas de AuNP@THP y AuNP@TOAB recién

preparadas y se las puso en contacto con los respectivos tioles disueltos en etanol para facilitar

su rápida disolución en la mezcla de reacción. La relación Au:tiol en todos los casos fue 2:1
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Figura 4.13 Imágenes TEM y distribución de tamaño de dos muestras de AuNP recubiertas de

TMA obtenidas por intercambio de ligandos.

y se cuidó que el volumen de solución del tiol en etanol no supere el 5 % del volumen de la

solución de AuNPs para no modificar en mayor medida las propiedades de la solución (constante

dieléctrica, densidad, pH). Se dejó en agitación y en oscuridad toda la noche para favorecer un

intercambio total. A las nuevas partı́culas obtenidas, ahora las llamaremos THP-AuNP@tiol y

TOAB-AuNP@tiol (ej. THP-AuNP@MUA) para indicar cual era el ligando inicial –THP o TOAB–

y por cual se intercambió. Se observó que las TOAB-AuNP@tiol habı́an precipitado durante la

reacción de intercambio en un lapso de 30 min a 6 h, cuando se usaron tioles con la función ácidos

carboxı́lico. Mientras que las TOAB-AuNP@SC12 son solubles en tolueno. El sólido precipitado fue

lavado con una mezcla de tolueno y alcohol (9:1) y fueron precipitadas mediante centrifugación.

Las TOAB-AuNP@TMA se solubilizaron directamente en agua, mientras que TOAB-AuNP@PMA

y TOAB-AuNP@MUA necesitaron un medio básico para disolverse en agua (NaOH 0,01 M).

Dado que las imágenes TEM fueron tomadas en el Centro Atómico Bariloche, vale la pena re-

saltar algunos inconvenientes que surgen al disponer de un equipamiento al que no se tiene acceso

inmediato. En algunos casos, las NPs fueron conservadas hasta cuatro meses antes de su caracteri-

zación por TEM. Por ello, fue fundamental verificar que no sufrı́an cambios significativos, a través

del estudio de sus propiedades ópticas a lo largo del tiempo (espectroscopia UV-vis) Las AuNPs

que se conservan en solución tienden a ser mas vulnerables a sufrir alteraciones (diferencias entre

la temperatura de conservación y a las que se exponen durante el transporte, evaporación del sol-

vente, etc.). La figura 4.13 muestra imágenes TEM y la correspondiente distribución de tamaños

para dos muestras, THP-AuNP@TMa y TOAB-AuNP@TMA. En las imágenes se puede ver cla-

ramente que las TOAB-AuNP@TMA están un tanto mas aglomeradas que las THP-AuNP@TMA.
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Figura 4.14 Espectros de absorción UV-Vis a diferentes pH de (a) THP-AuNP@TMA y (b) TOAB-

AuNP@TMA. Los gráficos insertos muestran la variación de la posición del pico del plasmón a

cada pH.

Dado que estas AuNPs están cargadas eléctricamente, pueden presentar cierto grado de aglome-

ramiento. Si bien este aglomeramiento puede deberse a evaporación parcial del solvente u otra

causa que haya afectado la muestra, siempre se debe considerar el daño que pueden causar los

electrones. En caso de contar con tioles de cadena corta y las NP se encuentran muy próximas

unas de otras, el daño por radiación puede generar el aglomeramiento al momento de tomar las

imágenes [29]. Por último, vale recordar que al analizar imágenes TEM para determinar la distri-

bución de tamaños de las NPs siempre se debe tener en cuenta que se está realizando un estudio

“local” de una porción de la muestra. Por lo tanto, los tamaños estimadas deben ser tomados con

cautela.

Por ésto, es importante recurrir a otros métodos que nos permitan obtener información global

del sistema, como pueden ser, dispersión de luz dinámica o estática (DLS o SLS), dispersión de

rayos X a bajo ángulo (SAXS), difracción de rayos X (DRX) o la espectroscopia de absorción UV-Vis.

La figura 4.14 muestra espectros de absorción de las THP-AuNP@TMA y TOABr-AuNP@TMA,

donde se observa que para las primas la banda de absorción plasmónica no esta muy definida

tal como lo está en las últimas. En primer momento esto sugiere que las THP-AuNP@TMA son

mas pequeñas que las TOABr-AuNP@TMA, ya que la intensidad y la posición del plasmón están

directamente relacionadas con el tamaño del núcleo metálico. Sin embargo, la absorción del

plasmón a ∼ 560 nm sugiere que el tamaño de las TOAB-AuNP@TMA deberı́an ser mayor a los

60 nm [62] (suponiendo que ambas NPs tienen la misma composición quı́mica superficial). Estos

valores no son consistentes con las imágenes TEM de la figura 4.13.

Dado que las NP recubiertas con TMA presentan solubilidad en un amplio rango de pH, son

muy útiles para aplicaciones en sistemas biológicos incluso in vivo [63]. Se tomaron los espectros

de absorción de las THP-AuNP@TMA y TOAB-AuNP@TMA en un rango de pH de 3 a 8 como

se muestra en las figura 4.14. Las muestras inicialmente se encontraban a pH 8 y se agregó HCl

0,1 M para disminuir el pH. Si bien ambas muestras presentan un aumento en la absorción a bajos

pH, no debe atribuirse importancia a ese comportamiento, ya que puede deberse a errores en la
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Figura 4.15 Los gráficos muestran la forma en que se determinaron las posiciones de los máxi-

mos del pico del plasmón a diferentes pH. (a) determinación de la derivada segunda para THP-

AuNP@TMA, (b) estimación y sustracción de la lı́nea de base para THP-AuNP@TMA y (c) deter-

minación del máximo ajustando el pico con una parábola para las TOAB-AuNP@TMA.

corrección de los espectros debido a la dilución. Sin embargo, es importante notar los cambios en

la posiciones de los picos del plasmón de las AuNPs. La figura 4.15 muestra la forma en que se

determinó la posición del máximo de absorción para cada tipo de AuNP.

Se emplearon dos metodologı́as diferentes para determinar la posición del máximo. La deri-

vada primera no permitió determinar el máximo ya que nuca cambia de signo (siempre menor

a cero). Ajustando la derivada segunda con una parábola se puede determinar la posición de su

mı́nimo, lo que permite estimar la posición de la banda del plasmón (fig. 4.15a). Por otro lado, se

intentó sustraer la contribución de la dispersión (scattering) para obtener sólo la banda propia del

pico del plasmón. Los intentos de emplear una dispersión del tipo Rayleigh (A/λ4) o tipo Debye

(B/λ6), o una combinación de ellas, no llevo a resultados satisfactorios. Por último, se empleó una

función formada por una suma de dos funciones exponenciales, para ajustar los extremos del

espectro alejado del plasmón y ası́ estimar la contribución a la absorción debida a la dispersión(fig.

4.15b). Como era de esperar se obtienen resultados diferentes por cada método, pero no hay una

tendencia de variación respecto al los cambios de pH en el caso de THP-AuNP@TMA. En cambio,

para las TOAB-AuNP@TMA el pico asociado con plasmones superficiales está bien definido y

es posible determinar directamente su posición, ajustando la zona cercana al máximo con una

parábola.

Como un gráfico inserto en la figura 4.14, se muestra para cada tipo de AuNP la posición del

máximo respecto al pH. Al modificar el pH cambia el número de cargas eléctricas de las moléculas

en la superficie de la NP [64], y como es de esperar cambia el dieléctrico que la recubre. Esto afecta

la distribución de cargas en el núcleo metálico y por lo tanto la posición e intensidad de la banda

plasmónica, que se puede deducir directamente de las ecuaciones de Mie [26, 62]. Esto está de

acuerdo con lo observado en el comportamiento de las TOAB-AuNP@TMA al mostrar corrimien-

tos de la posición del plasmón al modificar el pH. Mientras que para las THP-AuNP@TMA no se

evidencia el mismo comportamiento. Posiblemente esto se deba a las dificultades experimentales

de estimar su posición y consecuente variación.
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Un hecho notable es la gran diferencia en el valor del λmax observado para estos dos conjuntos

de AuNPs (|∆λmax| > 20 nm), el cual no puede ser justificado interpretado como errores en la

determinación de la posición del plasmón para las THP-AuNP@TMA. Tampoco puede justificar-

se por la diferencia de tamaño del núcleo metálico (en la fig. 4.7 se observa para AuNP@SC12

de similar tamaño, que al variar el diámetro del núcleo varia la absorbancia y no la posición).

Estos resultados sugieren que existe una gran diferencia en la composición (y por ende de sus

propiedades) de la capa que recubre el núcleo metálico. Seguidamente, se discuten los resultados

obtenidos mediante XPS al estudiar la composición de estas AuNPs, los que están de acuerdo con

estas observaciones.

Estas AuNPs solubles en agua presentan un problema al momento de preparar las muestras

para ser estudiadas mediante XPS. Como soporte hemos usado pastillas conductoras de Carbono

(marca TED PELLA Inc.). Para poder contar con una cantidad apropiada de AuNPs, éstas se

depositan por goteo sobre la superficie del sustrato y se debe evaporar el agua con corriente de

N2. Dado que las soluciones acuosas son alcalinas y tienen NaOH, las muestras deben lavarse con

agua para eliminar los restos de Na+, el que aumentarı́a la señal de fondo en los espectros tomados

con fuente de Mg Kα. Asimismo, las soluciones acuosas de AuNPs deben estar suficientemente

diluidas, de manera de tener un coloide estable, lo cual dificulta el deposito de una cantidad

grande de material con la cual aumentar la relación señal ruido. Por esto, los espectros XPS

tomados en INIFTA presentaban señales muy poco intensas y con mucho ruido, lo que dificultó el

análisis.

Tanto las THP-AuNP@TMA como las TOAB-AuNP@TMA, a diferencia de las otras AuNPs,

presentaron una cantidad apreciable de una componente de S con una BE ∼ 161 eV, la cual suele

estar asignada a S atómico adsorbido. Por tanto, hemos estudiado en datalle la composición

estas AuNPs mediante XPS de alta resolución, empleando luz sincrotrón de diferentes energı́as.

También se estudió la composición de la SAM de TMA sobre Au(111) mediante voltamperometrı́a

cı́clica y XPS. Asimismo, se realizaron cálculos computacionales de las frecuencias de estiramiento

de la unión C-S, como información complementaria para interpretar resultados y proponer un

mecanismo de ruptura de esta unión. A modo de introducción, se postuló un mecanismo como el

indicado en el esquema 4.2. A continuación se discuten en detalle los resultados obtenidos.

Esquema 4.2 Propuesta del mecanismo de clivaje de la unión C−S en la molécula de TMA sobre

la superficie de Au metálico.
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4.3.1 Clivaje de la unión C-S en el sistema autoensamblado Au-TMA

Adsorción de TMA en Au Plano

La estabilidad de las SAMs de tiolato ası́ como su cubrimiento superficial se puede conocer por

métodos electroquı́micos. La figura 4.16a muestra las curvas de electrodesorción tomadas con

electrodos Au recubiertos por de TMA y propanotiol (PT), donde el pico principal corresponde a

la bien conocida reacción de electrodesorción reductiva [7].

RS−Au + e− −−⇀↽−− Au + RS− (4.8)

la desorción masiva de la monocapa de TMA ocurre a E < −0,6 V, con el potencial de pico locali-

zado a Ep = −0,7 V. Por otro lado, la desorción reductiva de PT ocurre masivamente a E < −0,8 V

con Ep = −0,83 V. La densidad de carga, q, involucrada en el pico de desorción reductiva de

PT da información acerca del cubrimiento de tiolato. Para TMA (qTMA = 0,049± 0,005 mC cm−2)

esta magnitud resulta menor que para propanotiol (qPT = 0,071 mC cm−2). Considerando que

0,074 mC cm−2 [65] es la carga esperada para una red Au(111)-(
√

3×
√

3)R30°-PT donde el cu-

brimiento superficial es θPT = 1/3, para TMA resulta θPT = 0,22. Esto es razonable ya que se

espera que el TMA presente un menor cubrimiento que el PT como consecuencia del impedimento

estérico. Es conveniente notar que no se observó readsorción de PT y TMA al revertir el potencial

en dirección positiva, indicando que las especies desorbidas son solubles en solución alcalina.

El hecho de que el valor de Ep para PT es más negativo que para TMA es un signo de mayor

estabilidad de la SAM de PT. Esto puede ser explicado considerando las interacciones repulsivas

entre los grupos carboxilatos en solución alcalina, los cuales no son completamente neutralizados

por los contraiones [66, 67]. También, la solvatación del anión tiolmalato puede ser más favorable

que la del propanotiolato. Estos resultados indican la formación de monocapas de tiolato después

de la exposición sobre superficies de Au limpio y soluciones de tiol. Por otro lado, para el caso de

TMA se observa un pequeño pico a−0,9 > E > −1,0 V, el cual es muy negativo para ser relaciona-

do con la desorción de especies residuales de tiolato de un tiol de cadena corta. Alternativamente,

se puede relacionar esto a una pequeña cantidad de sulfuro atómico, un posible coadsorbato en

la adsorción del tiol [68]. Esto se comprobó por XPS (ver más adelante). La desorción de azufre

atómico diluido toma lugar por una reacción electroquı́mica de dos electrones bien establecida

[69].

S−Au(111 )s + H2O + 2 e− −−⇀↽−− Au(111 )s + HO− + HS− (4.9)

La cantidad de carga relacionada con esta reacción fue qS = 0,010 mC cm−2, la que se corresponde

con un cubrimiento superficial de θPT = 0,02.

Analisis XPS de la Adsorción de TMA sobre Au(111).

La naturaleza quı́mica de las especies de S en la superficie de las AuNPs se analizara a través de

la deconvolución de esta señal, utilizándose la BE de S 2p3/2 como caracterı́stica de la presencia

de una especie determinada. Para una SAM de alcanotiol sobre Au(111) la señal S 2p puede

ser descompuesta en tres componentes: S1 y S2 cerca de 161 y 162 eV, respectivamente, y S3 a

163 a 164 eV [70]. La componente S1 está asociada con especies adsorbidas de azufre atómico
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Figura 4.16 (a) Curvas de electro desorción para SAMs de propanotiol, PT, y ácido mercapto-

succı́nico, TMA. (b) Espectro XPS de la región S 2p de una SAM de TMA sobre Au(111).

[68, 71]. La componente S2 esta relacionada al S quı́misorbido en la superficie del metal a través

de un enlace tiolato, mientras la componente S3 ha sido asignada a tioles no unidos y especies

de disulfuro [72-74]. En la figura 4.16b, la componente más abundante es la que corresponde

al tiolato, mientras S1 representa ∼ 10 % del área bajo la curva de la componente S2. Para el

arreglo experimental de INIFTA, la relación Stiolato/Au resulta en 0,056 para una SAM compacta

de alcanotiol con un cubrimiento superficial de θ = 1/3 [45]. Dea acuerdo con esto, una relación

S/Au 0,0026 para S1 y 0,039 para S2 corresponden a θS1 = 0,02 y θS2 = 0,23. Estos resultados están

en buen acuerdo con los cubrimientos determinados electroquı́micamente, y refuerza lo expresado

anteriormente respecto de la influencia de la naturaleza del tiol en la estructura de la SAM. De

hecho, estudios recientes sobre la determinación de la densidad de ligandos en las AuNPs postula

que los impedimentos estéricos son factores condicionantes del cubrimiento superficial [75, 76].

Analisis XPS de nanopartı́culas de Au modoficadas con TMA

Las nanopartı́culas de oro modificadas con TMA (AuNP@TMA) fueron preparadas por reacciones

de intercamnbio de ligandos (como se describó en la sección 4.3 y 3.2.6) para evitar la formación de

Au(I)-TMA polimérico, el que recubre las AuNPs obtenidas con la sı́ntesis tradicional de una fase

[29]. La reacción de intercambio de ligandos tiene caracterı́sticas en común con los procesos de

formación de SAMs en superficies planas. Sin embargo, si la reacción de intercambio de ligandos

es llevada a cabo en presencia de un gran exceso de tioles, los complejos Au(I)-tiolato podrı́an

formarse debido a la degradación de los carozos metálicos (etching) [34]. El analisis de la señal de

Au 4 f obtenida con rayos X incidentes de 250 y 523 eV muestra que no hay cantidad significativa

de especies de Au(I) (fig. 4.17a). En efecto, las BE de los picos Au 4 f7/2 están centrados entre 83,88

a 83,99 eV, cerca de los valores encontrados para una SAM de dodecanotiol sobre Au masivo, y los

fwhm son de 0,60 a 0,66 eV. Es importante notar que cuando la energı́a de los fotones incidentes
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Figura 4.17 Espectros XPS de alta resolución, linea PGM en el LNLS. (a) Espectros de la región

Au 4 f tomados con diferente energı́a del haz incidente. La linea vertical indica a 83,92 eV la BE

del Au en una SAM de dodecanotiol sobre Au(111). (b) y (d) son espectros de la región S 2p XPS

de AuNPs protegidas por TMA, hν = 250 eV. (b) THP-AuNP@TMA (S1: BE = 161,21 eV, fwhm =

0,53 eV; S2: BE = 162,18 eV, fwhm = 0,88 eV; S3: BE = 163,4 eV). La cantidad relativa de S1 y S2 son

18,7 % y 81,3 %, respectivamente. (d) TOABr-AuNP@TMA (S1: BE = 161,24 eV, fwhm = 0,56 eV;

S2: BE = 162,07 eV, fwhm = 0,90 eV; S3: BE = 163,4 eV). La cantidad relativa de S1 y S2 son 38,2 %

y 61,8 %, respectivamente. (c) Espectro de la región C 1s.

es 250 eV, la profundidad analizada es alrededor de 1-2 capas atómicas de Au, mientras que para

523 eV entre dos y tres capas atómicas contribuyen a la señal XPS [77, 78]. Por lo tanto, a pesar de

analizar la muestra a diferentes profundidades, no se encontró señal de las especies poliméricas de

Au(I)-TMA con mayores BEs. Entonces el proceso de etching fué suprimido bajo las condiciones

particulares de nuestra reacción de intercambio de ligandos (relacióm molar Au:TMA de 2:1).

Las figuras 4.17b y 4.17d muestran la región S 2p de las Au@TMA preparadas por reacciones
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de intercambio de ligandos. Los espectros fueron ajustados con las tres componentes descriptas

anteriormente para la adsorción de un tiol sobre superficies planas. Estas partı́culas exhiben una

mayor proporción de azufre atómico, en relación con el tiolato, que la observada sobre Au(111).

Encontramos dos posibles explicaciones para el origen de estas especies. Se analizó si el azufre

atómico se forma durante la adsorción de TMA o, altenativamente, este es producto del daño

por radiación. En este sentido, Gonella y colaboradores [79] reportaron que largos tiempos de

irradiación (junto con el aumento de la temperatura) de una SAM de ácido 3-mercaptopropionico

sobre Au(111) conduce a la formación de la componente a 161 eV. Sin embargo, bajo nuestras

condiciones experimentales la extensiva exposición a rayos X condujo al incremento de la señal S3,

a expensas de las componentes S1 y S2, como se muestra en la figura 4.18a. La misma tendencia

fue observada por Laiho y colaboradores [80] en estudios de daño por radiación en SAM de

dodecanotiol sobre Au. Por esto, consideramos que las especies de azufre atómico se forman

durante la adsorción de TMA y no como consecuencia del daño por radiación.

Es importante notar que para las las nanopartı́culas Au@Au(I)-TMA core@shell obtenidas por

la sı́ntesis tradicional de una fase [29] los valores de BE de sulfuro y tiolato son diferentes a los

reportados en esta tesis debido a que estas especies están en diferentes entornos quı́micos. En ese

caso, dado que una gran proporción de las especies de S están unidas a Au(I), se observan mayores

BEs [10, 81]. Por el contrario, en las nanopartı́culas preparadas por reacción de intercambio de

ligandos con una limitada cantidad de TMA se obtuvieron a BEs consistentes con especies de

azufre adsorbidas sobre Au metálico.

El análisis de la señal de C 1s es útil para complementar la idea de que la señal S2 corresponde

a tiomalato. La figura 4.17c muestra espectros XPS de alta resolución de la región C 1s de THP-

AuNP@TMA (hν = 523 eV), la que fue ajustada con cinco componentes. El pico C5 fue asignado

a grupos carboxı́licos. La componente C4 está relacionada con el carbono (C−H) unido al azufre

[79, 82], mientras C3 fue asociada con el grupo metileno (CH2). Como se espera para el TMA, las

relaciones C5:C4 y C5:C3 presentaron rresultaron cercanas a 2:1 Estos resultados muestran que las

moléculas de TMA se adsorben como tiolato, aunque algunas moléculas intactas también están

presentes, como se propuso en el análisis de la señal S 2p. En otras palabras, la fragmentación

molecular no deberı́a ser significativa durante la adquisición del espectro. Adicionalmente, el pico

C5 fue usado para estimar la relación atómica COOH:S, considerando la contribución de S2 y S3.

Para los dos tipos de partı́culas protegidas por TMA, la relación atómica COOH:S fue estimada

considerando las áreas de pico, la sección eficaz de fotoionización de la subcapa atómica [83], el

factor de asimetrı́a angular [77], y la atenuación de la señal de S debida a los residuos de TMA

[50, 51, 84]. Obtuvimos relaciones C5:(S2 + S3) de 1,5:1 para THP-AuN@TMA y 1,7:1 para TOABr-

AuNP@TMA. Considerando que todos los modelos disponibles sobrestiman la atenuación de los

electrones eyectados por las cadenas de carbono, estos resultados están de acuerdo con el valor

esperado 2:1 para TMA y tiomalato. Sin embargo, si se tienen en cuenta las tres componentes

de azufre, las relaciones C5:(S1 + S2 + S3) resultan en 1.3 y 1.1 para THP-AuNP@TMA y TOABr-

AuNP@TMA, respectivamente. Entonces, estos resultados soportan la idea que la componente S1

corresponde a azufre atómico.

La razón por la que las AuNP presentan mayor proporción de azufre atómico que la SAM
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S E C C I Ó N 4 . 3 . R E A C C I O N E S D E I N T E R C A M B I O D E L I G A N D O S .

In
te

ns
id

ad
(u

.a
.)

BE (eV)

166 164 162 160

S 2p - # 1
S 2p - # 4
S 2p - # 7
S 2p - # 10

Barrido

(a)

In
te

ns
ity

(a
.u

.)

BE (eV)
166 164 162 160

Datos
Ajuste
Linea de Base
S2
S3

(b)

Figura 4.18 Espectros XPS de alta resolución con fuente de radiación sincrotrón. (a) Región S 2p

de una muestra TOAB-AuNP@TMA a distinto tiempo de irradiación (hν = 250 eV). (b) Región S

2p de TOAB-AuNP@PMA (hν = 523 eV) donde no se tiene una señal a ∼ 161 eV correspondiente

a azufre atómico adsorbido a la superficie de la AuNP.

de TMA sobre oro plano podrı́a deberse a la gran cantidad de defectos superficiales en las nano-

partı́culas con un incremento en la actividad para la formación de S atómico en un proceso de

clivaje heterogéneo [85]. Adicionalmente, la molécula de TMA parece ser propensa a experimentar

escisión dela unión S−C en comparación con otros tioles. De hecho, las AuNPs protegidas con

ácido 3-mercaptopropiónico -también preparadas por reacción de intercambio de ligandos- no

muestran especies de azufre atómico como se observa en la figura 4.18b.

El clivaje de la unión C−S ha sido reportado para otros tioles sobre superficies planas o nano-

partı́culas [74, 86, 87]. Al igual que el TMA, esos tioles tienen grupos atractores de electrones o

dobles enlaces cerca de la unión C−S. La tendencia de los tioles a sufrir escisión de la unión C−S

puede deberse a diferentes factores. La proximidad de los grupos carboxı́licos afecta la fuerza del

enlace C−S. Por esto, estimamos las frecuencias de los modos normales de vibración que implican

la elongación de la unión C−S en diferentes moléculas. En la tabla 4.2 se muestran las frecuencias

calculadas.

Para la elongación C−S en el ácido mercaptoacético, la frecuencia normal vibracional es menor

que la calculada para el ácido 3-mercaptopropiónico. En el caso de la molécula de TMA (el grupo

ácido carboxilato mas cercano esta en posición α respecto de la unión C−S), la frecuencia de estos

modos vibracionales es menor que para el ácido 2-(mercapto metil)succinico (el grupo carboxilato

mas cercano está en posición β). Esta observación es soportada considerando que los grupos

atractores de electrones en posición α resultarı́an en la formación de un mejor grupo saliente (con

mayor deslocalización de la carga negativa). Adicionalmente, se ha propuesto una transferencia

de carga electrónica significativa desde la superficie de las nanopartı́culas de oro a los átomos de

azufre de los tiolatos, basado en datos de absorción de rayos X cercanas de la estructura de borde

[88]. Teniendo en cuenta la discusión anterior, la estructura molecular del TMA y nuestros resul-
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Tabla 4.2 Cálculo de frecuencias de vibración normal del enlace C-S del TMA y moléculas análo-

gas, mediante cálculos B3LYP con el grupo de bases 6-31+G*.

Tioles ν(cm−1)

Iα

SH
HO

O

O

OH ác. tiomálico (ác. mercaptosuccı́nico) 1312,4

Iβ

HO

O

SH

O

OH ác. 2-(mercaptometil) succı́nico 1388,57

IIα
SH

HO

O

ác. 2-mercaptoacético 1436,8

IIβ HO

O

SH ác. 3-mercaptopropiónico 1528,42

IIIα
SH

2-propen-1-tiol 2875,33

IIIβ SH 3-buten-1-tiol 2915,68

Las frecuencias corresponden a los modos normales de vibración donde se encuentra la mayor elongación
del enlace C−S. Estos modos vibracionales, también involucran flexiones de los grupos carboxı́licos. De
cada par de compuestos, los numerados con la letra α tienen el grupos SH en posición α al grupo atractor
de electrones (carboxilo o doble enlace) y los numerados con la letra β estén en posición β.

tados experimentales, proponemos un mecanismo de clivaje de la unión C−S donde (i) S atraen

electrones desde la superficie de oro y (ii) el grupos saliente cargado negativamente está parcial-

mente estabilizado por resonancia electrónica con el grupo ácido carboxı́lico en posición α, como

se muestra en el esquema 4.2.

Este mecanismo permitirı́a explicar, además, la mayor cantidad de azufre atómico en las

TOABr-AuNP@TMA, en comparación con las THP-AuNP@TMA. Durante la reacción de in-

tercambio de ligandos los cationes tetraoctilamonio presentes en la superficie de la nanopartı́culas

pueden formar pares iónicos con el grupos salientes cargados negativamente. Esto puede minimi-

zar la barrera de energı́a del proceso de clivaje.

La figura 4.19 ilustra la reacción de intercambio de ligandos THP y TOAB por TMA, donde ocu-

rre el clivaje de la unión C-S de este tiol. Es de esperar que la formación de pares iónicos estabilice

relativamente el grupo saliente con carga negativa. Si bien el agua es un muy buen solvente para

estabilizar por solvatación al grupo saliente, la formación de pares iónicos neutralizan la carga

eléctrica y favorece la ruptura de la unión C-S.
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(a) (b)

Figura 4.19 Diagrama que ilustra el clivaje de la unión C−S durante la adsorción de TMA sobre

las AuNP. La posible formación de pares iónicos entre el grupo saliente negativamente cargado

y los cationes de tetraoctilamonio disminuye la barrera energética de escisión del enlace, lo que

conduce a una mayor cantidad de S atómico sobre la superficie metálica.

4.4 Discusión y conclusiones parciales

Los resultados descriptos a lo largo de este capı́tulo son relevantes tanto para el desarrollo de un

sensor flourescente, como desde el punto de vista de los fundamentos. Se realizaron avances que

permiten comprender con mayor profundidad las propiedades de las AuNPs sintetizadas y los

procesos involucrados en su formación. Asimismo, se pusieron en relieve algunos inconvenientes

relacionados con las técnicas utilizadas en la caracterización. Es destacable que algunos de estos

aspectos –tales como las modificaciones sufridas por las nanopartı́culas por su interacción con

electrones o rayos X– rara vez es considerada con el debido cuidado.

En primer lugar, se sintetizaron AuNPs recubiertas por dodecanotiol mediante el método de

Brust-Schiffrin de dos fases. Se consiguió exitosamente controlar el tamaño –y su distribución–

de las partı́culas obtenidas. Se avanzó en la determinación de la composición quı́mica de las

AuNP@SC12 mediante XPS, encontrándose que la señal de S 2p está compuesta por dos compo-

nente asignadas a las especies quı́micas tiolato y tiol libre. Sin embargo, no fue posible discernir

sobre la naturaleza quı́mica de la señal comúnmente asignada a tioles libres, mediante RMN. Ası́,

la componente de la región S 2p a mayor energı́a de enlace puede deberse a didodecildisulfuro

o dodecanotiol. Por tanto, tampoco fue posible decidir si esta componente tiene alguna contri-

bución debida a daño por radiación. Esto es cierto, aún cuando se extremaron las cuidados para

minimizar las modificaciones de las muestras como consecuencia de su análisis mediante XPS.

Cabe destacar que se realizan importantes esfuerzos para comprender la composición quı́mica de

las AuNPs, y los resultados presentados en la literatura especı́fica pueden ser contradictorios. Si

bien la mayorı́a de los autores consideran que la componente asignada a tiol libre corresponde a

un constituyente del sistema [47], los estudios con SAMs sobre sustratos masivos indican que esta

señal proviene del daño por radiación [80]. En las medidas con luz sincrotrón hemos mostrado

que el daño por radiación es considerable y conduce a un aumento de la componente de tiol libre.
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C A P Í T U L O 4 . N A N O PA R T Í C U L A S D E A U R E C U B I E R TA S P O R T I O L E S

Poder conocer la presencia o no de tiol libre en las AuNP, es de gran importancia para el desa-

rrollo de los sensores fluorescentes basados en ensamblados supramoleculares entre las AuNP y

polı́meros anfifı́licos que se discuten en los capı́tulos siguientes.

En la parte final de este capı́tulo se describieron los resultados correspondientes a la prepara-

ción y caracterización de AuNPs obtenidas mediante intercambio de ligandos, las que resultan

de gran utilidad porque permiten modificar la composición de las AuNPs preformadas. Si bien

en nuestro caso empleamos tioles relativamente simples –sólo se ensayaron tioles con grupos

ácido carboxı́lico-, serı́a posible emplear moléculas más complejas que no pueden estar presen-

tes durante la reducción de las especies metálicas –Au(I) y/o Au(III). Asimismo, se expuso la

generalidad de esta estrategia al ensayarla en diferentes medios (acuoso y no polar). En nuestro

caso, las reacciones de intercambio empleando tioles con grupos carboxı́licos fueron exitosas. En

este sentido, las AuNP@TMA son muy interesantes ya que presentan solubilidad en un amplio

rango de pH. Esto es muy importante si se pretende realizar reacciones de post-modificación de

las NP con grupos carboxilato empleando carbodiimidas como activantes, ya que las últimas son

incompatibles con medios básicos.

Mediante el estudio detallado de las AuNPs modificadas con TMA se encontró la presencia de

cantidades significativas de azufre atómico como coadsorbato del tiomalato. Cabe mencionar que

la correcta interpretación de los resultados correspondientes a AuNP@TMA requirió el estudio

de SAMs formadas por adsorción de TMA sobre Au(111). Además, se propuso un mecanismo de

ruptura de la unión C−S de la molécula de TMA durante la formación de la capa autoensamblada

sobre la superficie metálica, que permitió explicar las diferencia encontradas en las reacciones de

intercambio de ligandos de las AuNPs. Por último, se realizaron cálculos computacionales de

las frecuencias vibracionales del TMA y moléculas análogas. Estos cálculos contribuyeron en la

elaboración del modelo propuesto.
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Capı́tulo 5

Ensamblados de Polı́meros

Anfifı́licos y Nanopartı́culas como

Sondas Multiparamétricas

5.1 Introducción

La fluorescencia presenta ventajas sobre la absorción para detección de alta sensibilidad debido

principalmente a la forma en que se realiza la medida. La absorbancia es medida como la diferen-

cia entre la intensidad de luz que incide y la transmitida a través de la muestra. En fluorescencia

la intensidad de luz es medida directamente, sin comparación con un haz de referencia. Esto

permite que, en términos generales, los espectrofluorómetros convencionales puedan detectar con-

centraciones de 10−10 M sin mayores inconvenientes, mientras que para detectar concentraciones

de 10−5 M por absorción se requiera de equipamientos de mayor complejidad.[1] Esta ventaja se

debe principalmente a que en la medida de fluorescencia se tiene una radiación de fondo prácti-

camente nula, comparado con el brillo del haz de referencia en las medidas de absorbancia. Es

relativamente fácil detectar bajos niveles de luz, y los impulsos electrónicos debidos a fotones

únicos se pueden amplificar con más tubos fotomultiplicadores.

5.1.1 Sondas ratiométricas de polaridad - ESIPT

Los sensores fluorescentes –al igual que otros sensores– deben ser calibrados para determinar la

concentración de un analito o una propiedad del medio. Esto resulta muy difı́cil de realizar en

sistemas complejos y es realmente un desafı́o poder lograrlo en el interior de una célula. Se sugiere

que este problema se puede resolver con éxito si pasamos del concepto actualmente dominante de

modulación “ON-OFF” a un concepto más ventajoso de tipo “OR-OR” (Ó-Ó). Bajo una modula-

ción ON-OFF el cambio de intensidad de la señal a una dada longitud de onda (un sólo canal), y

para OR-OR se determina la variación de la intensidad entre dos longitudes de onda (dos canales).

La solución prometedora de este problema radica en el uso de un solo indicador fluorescente que
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M U LT I PA R A M É T R I C A S
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Figura 5.1 Adaptado de la ref [2].

exhibe alguna reacción rápida y reversible en estado excitado.[2] La figura 5.1 muestra cuatro

esquemas que representan diferentes formas en las que pueden actuar los sensores fluorescentes.

El lector interesado puede encontrar más información de las diferentes formas de uso de sondas

fluorescentes en las referencias [2, 3]

En un tı́pico sensor ON-OFF, el caso más simple, se mide la intensidad de la señal del sensor

a una dada longitud de onda (fig 5.1a). En este, la unión con un analito debe proporcionar un

cambio de la intensidad (y del rendimiento cuántico) con variaciones de su débil interacción no

covalente con el entorno local. Estas interacciones pueden disminuir su intensidad por extinsión,

quenching (ON→ OFF) o aumentando su intensidad removiendo el efecto de extinsión (OFF→
ON). El aumento de la fluorescencia es preferido ya que provee una mayor relación señal-ruido.

Generalmente, en los espectrofluorı́metros comunes la señal medida es comparada simultánea-

mente o secuencialmente con la señal proveniente de una muestra de referencia. Esta referencia

podrı́a ser la molécula sonda en solución a una dada concentración calibrada con adición de con-

centraciones dadas de analito, lo que difı́cilmente se logra para ensayos a micro escala.[2] Una

solución al problema de la referencia podrı́a ser la introducción en la molécula sonda (o en el

soporte, la misma nanopartı́cula, etc) de un fluoróforo que puede ser fotoexcitado junto con la

sonda y que emita luz a una longitud de onda diferente (fig 5.1b). Esto provee un segundo, e

independiente, canal de información que podrı́a servir como referencia. El problema que esto

presenta es encontrar el par de fluoróforos que puedan ser excitados con una misma longitud de

onda y solo uno de ellos responda al analito (ej. un QDs como referencia). Adicionalmente existe

un problema mayor, dado por la degradación y el fotoblanqueo (photobleaching) de los fluoróforos

en función del tiempo de irradiación. Este efecto es en general diferente para cada molécula y por

lo tanto la relación entre las bandas de emisión de cada fluoróforo varı́a con el tiempo. Además

de esto, es de esperar que la sensibilidad al efecto de extinción sea diferente para cada molécula y

también interfiera en la medida. Por lo tanto, es necesario una calibración mas compleja.

Por otro lado, es interesante considerar la posibilidad de optimizar la calibración con dos

señales medibles cuantitativamente, generadas por el sensor en ausencia y en presencia del analito:
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modulación OR-OR (fig 5.1c). Esto podrı́a lograrse de diferentes maneras. Los dos fluoróforos

pueden interactuar, de tal manera que la unión con el analito (evento de sensado) produzca una

redistribución de intensidades entre la dos formas emisivas. Esto puede lograrse mediante FRET,

con el cual la fluorescencia puede ser modificada entre dos bandas de emisión pertenecientes al

donor y al aceptor FRET. La otra posibilidad es crear el sistema en el cual la unión con el analito

influye en la formación de excı́meros (complejos entre moléculas del fluoróforo en estado basal y

excitado). De todos modos, hasta aquı́ no habrı́a mucha ventaja del sensado por relación de bandas

tipo OR-OR sobre sensado con un fluoróforo de referencia (figuras 5.1b y 5.1c). En ambos casos

se obtiene una relación de intensidades a dos longitudes de onda, λ1 y λ2. La única diferencia

es que en vez de tener un valor permanente de intensidad en el segundo canal (referencia a λ2),

esta aumenta o disminuye de manera inversa a lo que ocurre con los cambios en el primer canal

(a λ1). La modulación OR-OR entre dos bandas procedentes de un mismo fluoróforo o entre dos

formas de un mismo fluoróforo pueden tener diferentes ventajas, tales como un fuerte cambio de

color de emisión (o longitud de onda de emisión), facilitando la visualización. Sin embargo esta

aproximación por si sola no provee una esencial mejora en el problema de la calibración. Las dos

formas que emiten son formas diferentes del estado basal, y la transición entre ellas en el evento

de sensado ocurre también en estado basal. Ası́, la respuesta en la excitación y emisión indica

solamente la población relativa de estas formas. Por lo tanto, es de esperar también que ambas

especies presenten diferente respuesta al fotoblanqueo o a efectos de extinción. Esto puede causar

variaciones significativas en la relación de intensidades no relacionadas con la unión del analito.

Lo expuesto hasta aquı́ muestra que, para encontrar un mecanismo de sensado por fluorescen-

cia que permita una calibración más eficiente –que incluya una compensación de todas los efectos

de extinción no especı́ficos–, se deberı́an cumplir los siguientes requisitos:

1. Presentar dos canales de información derivados de una sóla molécula de fluróforo

2. Estos canales de información deben estar fuertemente interconectados, de modo que las

intensidades registradas tienen que cambiar proporcionalmente en respuesta a cualquier

perturbación no relacionada con el analito. La relación entre ambos canales sólo debe depen-

der de la interacción con el analito.

Esquemáticamente esto está representado en la figura 5.1d. El análisis de diferentes esque-

mas cinéticos muestra que la insensibilidad a diferentes efectos de extinción puede lograrse con

fluoróforos que exhiben una rápida reacción reversible (comparado con la velocidad de emisión)

entre estados excitados. En este mecanismo el equilibrio dinámico entre dos formas emisoras se

establece en una escala de tiempo muy rápido después de la excitación y se mantiene durante la

emisión. En la figura 5.2 se ejemplifica esto con una molécula de 3-hidoxicromona (3HC). Las

3HC presentan en el mismo anillo aromático (y por lo tanto en el mismo plano) en posiciones

consecutivas grupos OH y C−−O, donor y aceptor de hidrógeno respectivamente. La molécula en

su forma normal N (un estado basal) puede ser promovida con λex a su estado excitado N*, el cual

puede relajar de forma radiativa (emitiendo con λN∗) o no radiativa. Asimismo, N* puede lograr

un rápido equilibrio tautomérico mediante la transferencia protónica intramolecular en estado

excitado (ESIPT, acrónimo del ingles Excited State Intramolecular Proton Transfer). Finalmente, T*
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Figura 5.2 (a) Esquema fotoquı́mico de una 3-hidroxicromona, donde “AR” indica un sustitu-

yente aromático. Representación esquemática de dos mecanismos de reacción ESIPT, para los

cuales las dos bandas de similar intensidad pueden ser observadas en el espectro de emisión.

(b) Una reacción lenta e irreversible se da cuando k− → 0 o k− � k+. Debido a la apreciable

barrera, la reacción ocurre en una escala similar de tiempo a la emisión, tal que la emisión desde el

estado excitado inicial N* puede ser observado. (c) En el caso de una reacción rápida y reversible,

la distribución de intensidades entre las dos bandas corresponde a la distribución de especies

en estado excitado en equilibrio. Nótese que la coordenada de reacción (CR) esta simplificada,

puede representar la suma multidimensional de caminos, incluyendo la coordenada del solvente.

Adaptado ref [4]

puede relajar de forma radiativa (emitiendo con λT∗) o no radiativa, para llegar a la forma T (el

tautómero no excitado) que se convierte en N con un proceso irreversible. Si las velocidades de

reacción del ESIPT identificadas con k+ y k− son mayores que la velocidad de decaimiento radiati-

vo o no radiativo de ambas formas excitadas, cualquier factor que interfiera con la emisión de una

de las formas produciendo su extinción lograrı́a también la extinción simultáneamente de la otra

forma y en igual proporción. Esto podrı́a proveer una compensación dinámica de los efectos de

la extinción, tal que la relación de intensidades permanezca inalterada. El evento de sensado en

este caso deberı́a estar acoplado con el cambio relativo de energı́as de los estados N* y T*, lo que

debe causar la redistribución de las especies excitadas entre ellos y la correspondiente variación

relativa de intensidades de las dos bandas.[2] Experimentalmente se observa un espectro de emi-

sión de dos bandas bien definidas, presentan un gran corrimiento de Stokes (Stokes shift) y ambas

bandas de emisión presentan el mismo espectro de excitación. Esto demuestra que la banda T* se

origina por el ESIPT y no por excitación directa de la forma T ya que esta se encuentra en cantidad

despreciable respecto de la forma N. Las reacciones ESIPT ocurren muy rápido (del orden del

picosegundo, ps)[5], por lo que la observación de N* podrı́a deberse a dos mecanismos:[4]

• Cinético: El equilibrio de la reacción ESIPT esta desplazado hacia T* (fig. 5.2b). Asimismo

las formas N* y T* pueden estar separadas por una barrera energética. Entonces la forma N*

podrı́a aparecer debido a la presencia de confórmeros y, en ambientes próticos, debido a la

competencia en la formación de puentes hidrógeno intra e intermolecular (el ESIPT ocurre

comúnmente por una vı́a intramolecular). Esto hace más lenta la reacción ESIPT, y la emisión
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desde N* ocurre en curso a su transición a la forma T*.

• Termodinámico: En este caso la reacción ESIPT puede ser muy rápida (fig. 5.2c). Pero la

reacción reversa es más rápida que la emisión, lo que permite establecer el equilibrio entre

las formas N* y T*, tal que las dos emisiones pueden ser observadas con intensidades com-

parables. En este caso la distribución de intensidades entre las dos bandas esta determinada

por la distribución de Boltzmann del las especies en sus estados excitados.
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Figura 5.3 Manifestación de regı́menes (a) cinético y (b) termodinámico del decaimiento de la

fluorescencia resuelta en el tiempo, (c) y (d) espectros de emisión en estado estacionario, respecti-

vamente. Em representa la emisión normal, y Q la emisión bajo los efectos de un agente extintor o

“Quencher”. Adaptado de la ref [4]

La diferencia entre estos casos se puede reconocer por espectroscopia de fluorescencia resuelta

en el tiempo (fig. 5.3a y 5.3b). En el caso del mecanismo cinético la tasa de decaimiento de N* se

corresponde con la subida de T*. Contrariamente, en el caso en que se establece rápidamente el

equilibrio termodinámico, el decaimiento de fluorescencia son curvas en las que ambas bandas pre-

sentan dos componentes. Los componentes con tiempos caracterı́sticos más cortos (decaimiento

de N* y aumento de T*) reflejan la velocidad del ESIPT, mientras que los componentes de tiem-

pos mas largos demuestran la despoblación de ambos estados unidos por el equilibrio dinámico.

También se pueden utilizar extintores (quenchers) donde se podrı́an distinguir entre ambos meca-

nismos por medidas de fluorescencia de estado estacionario. En el caso termodinámico se espera

una disminución en el rendimiento cuántico de ambas bandas indistintamente, mientras que en el

caso cinético la banda T* deberı́a ser particularmente más sensible.[2]

La intensidad relativa de cada banda, se verá fuertemente afectada por la polaridad del medio

en que se encuentra la molécula, dado que ambas formas presentan distinto momento dipolar.

De manera general, en solventes de baja polaridad la banda T* es más intensa que la banda N*,

mientras que en solventes polares la banda N* será la de mayor intensidad. Dado que la relación
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IN∗/IT∗ depende de la polaridad del medio, estas moléculas presentan un gran interés como

sondas de polaridad.

De los muchos compuestos con ESIPT, las 3HC presentan la ventaja de tener un esqueleto rı́gido

impidiendo la formación de isómeros en el estado basal y excitado. Asimismo, esta caracterı́stica

contribuye a una mayor emisión de fluorescencia (mayor QY) en una amplia variedad de solventes,

respecto a otros compuesto con ESIPT. La propiedades del grupo aromático (AR) en la posición 2

de la 3HC provocan fuertes modificaciones de las caracterı́sticas espectrales. El empleo de grupos

aromáticos dadores de electrones presentan una fuerte transferencia de carga hacia el grupo C−−O,

lo que incrementa el momento dipolar de la molécula en los estados basal y excitado, disminuye

la velocidad del ESIPT, e incrementa la población del estado N* (ergo, aumenta la intensidad de la

banda N*). Esta transferencia de carga se da principalmente en el estado excitado, y se la distingue

como ESICT (acronimo del ingles, Excited State Intramolecular Charge Transfer).[4]

En este trabajo, se emplearon dos 3-hidroxicromonas como sondas ESIPT, FE y FC las cuales

fueron unidas a un polı́mero por la formación de grupos amida en la posición 6:

O AR

O

OH

2

3
5

6

7

8

3HC
(3-hidroxicromona)

O

O

OHN
H

O

N

FE

forma amida de la
6-amino-2-(4-(dietilamino)fenil)-3-hidroxicromona

O

O

OHN
H

O O

FC

forma amida de la 
6-amino-2-(furan-2-il)-3-hidroxicromona

En la sección 3.3.2 se describe en detalle la sı́ntesis de la sonda FC. La sonda FE fue propor-

cionada por el Dr. Jonathan Fauerbach, del Laboratorio de la Dra. Jares. Estas sondas fueron

sintetizadas con un grupo amino (-NH2) en la posición 6 de la cromona, el cual se emplea como

grupo nucleofı́lico (punto de anclaje) para conjugarlo con el polı́mero anfifı́lico como se describe

en la próxima sección. Dado que estas moléculas se conjugan con el polı́mero mediante una unión

amida (por reacción directa del grupo amino con la función anhı́drido del polı́mero), se emplearon

los precursores acetilados como referencia de la sonda libre para los ensayos de caracterización

(si se emplea la forma amina del fluoróforo, presenta un espectro de emisión diferente al que se

tiene en el polı́mero). Para identificar los respectivos compuestos, nombraremos FE y FC a las

moléculas unidas al polı́mero, y AcFE y AcFC a las formas acetiladas empleadas como referencia

de la sonda libre.

5.1.2 Ensamblados supramoleculares de polı́meros anfifı́licos y nanopartı́cu-
las

El grupo del Dr. Parak en la Universidad de Marburg, Alemania, ha empleado este tipo de

polı́meros anfifı́licos derivados del poli-anhı́drido maléico (PMA), para modificar la superficie de

diferentes tipos de nanopartı́culas, protegidas por largas cadenas alquı́licas formando ensambla-

dos supramoleculares. Esta estrategia permite modificar fácilmente las nanopartı́culas sin alterar

su estabilidad (como sı́ ocurre con las reacciones de intercambio de ligandos).[6] El uso de poli-
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PMA-FC-75NC12 PMA-FE-75NC12

Esquema 5.1 Sı́ntesis de un polı́mero anfifı́lico funcionalizado con las sondas ESIPT.

alt-isobutilen anhı́drido maléico facilita la unión de moléculas antes o después de ser ensamblado

con las NPs [7] permitiendo que dichas moléculas ocupen distintas posiciones respecto de la

superficie. Mediante reacciones de acoplamiento activando los grupos carboxilato fue posible mo-

dificar los ensamblados con un número determinado de cadenas de poli-etilenglicol para mejorar

la estabilidad en medios biológicos.[8]

Como se comentó en la introducción de esta tesis, el objetivo final de este trabajo está centrado

en el estudio de la modificación de nanopartı́culas metálicas para el desarrollo de un sensor

fotomodulable. En este capı́tulo se describe el estudio de polı́meros funcionalizados con las

sondas FE o FC y dodecilamina, los cuales son ensamblados con AuNPs de 3 y 4 nm de diámetro

del carozo metálico.

La reacción de acoplamiento de las 3HC y la dodecilamina con el polı́mero ocurren mediante

la formación de una unión amida entre los grupos amino de las moléculas que se adicionan y los

grupos anhı́dridos de PMA. Como se describe en la sección 3.3.3 la sı́ntesis ocurre en dos pasos

consecutivos, donde reaccionan el PMA y la sonda fluorescente (FE−NH2 o FC−NH2) por 12 h a

60 ◦C en CHCl3 como solvente. Luego se agrega la dodecilamina y se deja reaccionando unas 6 h.

Dado que el PMA es insoluble en CHCl3 se somete la mezcla de reacción a ultrasonido por 1 min

para favorecer la reacción.

Esquema 5.2 Reacción de formación de los ensamblados supramoleculares de NPs y polı́meros

anfifı́licos funcionalizados
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Una vez purificado el polı́mero funcionalizado mediante cromatografı́a de exclusión por ta-

maño se preparan los ensamblados cómo se describe en la sección 3.4. El esquema 5.2 muestra

como se puede interpretar la formación de los ensamblados del polı́mero con la AuNPs. En los

ensamblados se pueden identificar tres zonas diferentes: el carozo metálico en el centro, una zona

hidrofóbica formada por las cadenas de los alcanotioles y dodecilamina y, en el exterior, una zona

hidrofı́lica dada por los grupos carboxilatos del PMA. Se ha reportado en la bibliografı́a que si

la unión de los fluoróforos con el PMA se realiza antes de formar los ensamblados, estos quedan

localizados en la zona hidrofóbica [7]. Esta interpretación es demasiado simple, y posiblemente no

sea adecuada para interpretar los espectros de fluorescencia de la sonda ESIPT y el comportamien-

to de todo el sensor. A lo largo de este capı́tulo se describen estudios realizados quepermitieron

elaborar un modelo más amplio de la estructura de estos sistemas. En la sección 5.3 se describen

los diferentes ensayos de purificación de los ensamblados. Este paso es fundamental para poder

separar el polı́mero no ensamblado a la NP.

5.2 Caracterización de las sondas ESIPT

En la sección ?? se describe en detalle la sı́ntesis de las moléculas utilizadas. Para poder inter-

pretar el comportamiento de las sondas FE y FC en el polı́mero anfifı́lico y en los ensamblados

con nanopartı́culas como sensores de polaridad, se caracterizó el comportamiento de las molécu-

las libres en solventes puros y mezcla binarias de diferente polaridad. Asimismo, se estudio el

comportamiento de los ensamblados frente a cambios de pH y fuerza iónica. A continuación se

detallan las caracterı́sticas de cada una de las sondas de polaridad y se discute el comportamiento

en diferentes condiciones.

5.2.1 Sonda FE, control

La sonda FE tiene en la posición 2 de la 3HC un grupo 4’-(N,N-dialquilamino)fenilo,1 el cual actúa

como un fuerte donor de electrones en el estado excitado (por efecto mesomérico o resonante).

Las moléculas de este tipo, generalmente presentan un bajo rendimiento cuántico de fluorescencia

(φ) en agua [9, 10] y otros solventes (como acetonitrilo, acetona, tetrahidrofurano y acetato de

etilo) [11]. Más aun, la introducción de un grupo 4’-(N,N-dialquilamino)fenilo, incrementa la

transferencia de carga en el estado excitado [12, 13] resultando en una dramática disminución de

su fluorescencia en agua.[14, 15]

La sonda FE muestra una disminución en la separación de las bandas N* y T* con el aumento

de la polaridad. La banda N* presenta un fuerte solvatocromismo positivo (efecto batocrómico,

corrimiento hacia el rojo) con el aumento de la polaridad, principalmente con solventes próticos.

Este corrimiento llega incluso a la superposición espectral de las bandas N* y T*. Efecto que ha

sido interpretado considerando la existencia de un segundo estado basal que puede ser excitado,

generando un espectro de emisión de tres bandas [16]. En las 3HC con grupos aromáticos fuer-

temente dadores de electrones se puede localizar una densidad de carga negativa sobre el grupo

1Las cromonas que tienen un grupo fenilo como sustituyente en la posición 2, reciben el nombre de flavonas.
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Figura 5.4 (a) Ejemplo del diagrama fotofı́sico del fenómeno ESIPT de una 3HC (adaptado de

la ref [18]) (b) espectros de excitación y emisión correspondientes a la sonda AcFE en CHCl3 con

un 5 % de i-PrOH. El espectro de emisión ha sido deconvolucionado con las correspondientes

ccomponentes.

C−−O, lo que incrementa su carácter de aceptor de puente hidrógeno [17]. Esto favorece la interac-

ción con un solvente prótico, mediando la formación de un puente hidrógeno intermolecular. Este

nuevo aducto (molécula-solvente), que llamaremos N-H, puede ser excitado a un estado N-H* el

cual decae emitiendo un fotón de energı́a λN−H∗, como se muestra en la figura 5.4. La presencia de

la banda de emisión N-H*, se manifiesta mediante un corrimiento hacia el rojo, del pico a menores

longitudes de onda. Por ello, tanto la posición como la magnitud de cada una de las tres bandas

(N*, NH* y T*) se obtienen mediante una compleja deconvolución del espectro [18]. Es interesante

resaltar que la magnitud de la banda N-H* es una medida del grado de interacción (o hidratación)

que tiene la molécula sonda con un solvente prótico.

Se estudió el comportamiento de la sonda FE libre frente a cambios de polaridad del medio,

determinando los espectro de emisión de fluorescencia. Se empleó la 6-acetamidaFE (AcFE) como

molécula modelo, dado que para anclar esta sonda al polı́mero se se forman grupos amida. Se

tomaron ∼2 mg de AcFE y se disolvieron en 0,5 mL de dimetil sulfóxido DMSO. Luego, 1 µL de

esta solución se agregó sobre 1 mL de agua H2O o cloroforno (CHCl3), logrando una dilución

1:1000, la cual por espectrometrı́a de UV-Vis presentó una absorbancia de ∼0,1 a 420 nm. La

solución está entonces suficientemente diluida para evitar errores de interpretación por efectos

de filtro interno. En la figura 5.5a se muestran algunos espectros de emisión de AcFE en CHCl3 y

luego de agregados aditivos de isopropanol (i-PrOH). Se puede observar que la intensidad total

de la emisión de fluorescencia aumenta con la concentración de i-PrOH, lo que muestra que el

rendimiento cuántico de fluorescencia de estas sondas depende fuertemente del medio.[11] La

figura 5.5b muestra los espectros de fluorescencia de la sonda AcFE en H2O con agregados de

i-PrOH. Se observa que se pierde completamente la estructura de dos bandas caracterı́sticas del

fenómeno ESIPT. Además, se hace evidente el aumento de la fluorescencia con el agregado de

i-PrOH en concordancia con lo observado para la sonda AcFE en CHCl3. Se verifica, entonces, el

bajo rendimiento cuántico de fluorescencia en agua. [9, 10] Al mismo tiempo, no se observan las
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M U LT I PA R A M É T R I C A S
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Figura 5.5 Comparación de los espectros de fluorescencia de la sonda AcFE libre en (a) clorofor-

mo y (b) agua, frente a agregados de isopropanol

dos bandas N* y T* bien separadas.

Los espectros de emisión de la AcFE en CHCl3 con agregados de i-PrOH, se deconvolucionaron

con tres bandas de emisión (N*, N-H* y T*).[18]

Cada componente se ajustó con una función LogNormal asimétrica de 4 parámetros de Siano-

Metzler [19]:

alogn(ν̄0, H, ρ, I0, ν̄) = I0 exp

[
−
(

ln 2
(ln ρ)2

)(
ln
[(

ν̄− ν̄0

H

)(
ρ2 − 1

ρ

)
+ 1
])2]

(5.1)

donde ν̄0 es el número de onda en el máximo (I0), H es el ancho a media altura, y ρ es la asimetrı́a,

definida como se muestra en la figura 5.6.
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Figura 5.6 Representación de una función LogNormal de 4 parámetros. I0 es la intensidad

máxima, ν̄0 es la posición del máximo, H es el ancho del pico a media altura, y ρ es el parámetro

que define la asimetrı́a de la curva.

Para el ajuste se utilizó el software Fityk2 [20] el cual emplea una ecuación aproximada de la

2http://fityk.nieto.pl/
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de Siano-Metzler dada por [21]:

LogNormal(ν̄0, H, B, I0, ν̄) = I0 exp

[
− ln 2 ·

(
ln [2B(ν̄− ν̄0)/H + 1]

B

)2
]

(5.2)

Esta ecuación se obtiene reemplazando en la ecuación 5.1 la aproximación:(
ρ2 − 1

ρ

)
≈ 2 ln ρ ⇒ B = ln ρ

De esta manera la asimetrı́a (ρ) de la ecuación de Siano-Metzler se relaciona con el factor de forma

B de la ecuación disponible en el software. En la ref. [18] se restringe la asimetrı́a de las bandas

de emisión dentro del rango 0,5 ≤ ρ ≤ 1, lo que se corresponde con −0,7 ≤ B ≤ 0 para los ajustes

realizados en esta tesis.

Para optimizar el ajuste se realizó un procedimiento como el siguiente:

1. Para 0 % i-PrOH, en primer lugar se emplean sólo dos picos, para ajustar el espectro y obtener

las posiciones (ν0) y la forma (b) aproximada.

2. Para 50 % i-PrOH, además de las dos componentes anteriores con ν0, b y H fijos. Se agrega

una tercer componente y se optimiza el ajuste.

3. Estas tres componentes se emplean para ajustar un espectro de 25 % i-PrOH. Primero dejan-

do libre solo la variable I0, y se repite el ajuste liberando H.

4. Con los valores obtenidos en el paso anterior, se ajustan todos los espectros de la serie,

dejando libre sola las variables I0.

5. Finalmente se repiten los ajustes de todos los espectros liberando de una variable por vez

(I0 → ν̄0 → H → b→ I0 · · · ). Por último se realiza un ajuste liberando todas las variables.

La tabla 5.1 muestra los valores promedio hallados para ajustar los espectros de AcFE en CHCl3
frente a agregados de i-PrOH, y la figura 5.7 muestra algunos espectros con sus tres componentes.

Adicionalmente, la figura 5.8 muestra la relación de intensidades de cada componente.

Como era esperado, la intensidad de la banda N-H* aumenta frente al agregado de i-PrOH. En

forma general para estas moléculas a medida que aumenta la polaridad del medio, se incrementa

Tabla 5.1 Resultado de los ajustes de espectros de emisión de la sonda AcFE. Se informan los

parámetros que caracterizan a las señales. Valores de ajuste para las bandas N*, N-H* y T* para

AcFE en cloroformo + i-PrOH

Componente ν0 (cm−1) H (cm−1) ρ λ0 (nm) fwhm (nm)

N* 20325 1960 0.8 492 47

NH* 19342 2170 0.75 517 57

T* 17699 1340 0.65 565 42

Donde ν0, H y ρ indican la posición del máximos, el ancho a media altura y la asimetrı́a de cada banda
(componente), mientras que λ0 es la longitud e onda del máximo de la banda expresada en nm y fwhm es
el ancho a media altura.
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Figura 5.7 Ajuste de los espectros de AcFE en mezclas CHCl3-i-PrOH.

la intensidad de N* y disminuye la de T*, es decir aumenta la relación IN∗/IT∗ . Lo correcto es

relacionar las áreas de cada componente antes que altura máxima de cada pico, ya que las primeras

se corresponden con el número de fotones emitidos. Sin embargo, aquı́ se obtuvo un resultado

contradictorio como se muestra en la figura 5.8. La relación de intensidades IN∗/IT∗ presenta

un aumento a bajas concentraciones de i-PrOH y luego disminuye a medida se que aumenta la

polaridad del medio (puntos azules en fig 5.8b). Dado que en la primer banda (N* + N-H*) no se

distinguen las dos componentes, posiblemente el algoritmo matemático empleado para realizar

el ajuste conduce a un resultado erróneo para este sistema, donde la variación de la polaridad y

la interacción por puente hidrógeno se encuentran fuertemente acopladas. El procedimiento de

ajuste requirió fijar la posición de cada banda en los primeros pasos de la iteración. De no hacerlo,

se obtiene un ajuste con una gran dispersión en los valores de cada parámetro para toda la serie de

espectros. Sin bien al fijar la posición de cada pico no se considea el solvatocromismo intrı́nseco

de estos compuestos, esto es necesario para lograr ajustes que describan razonablemente los datos

experimentales en conjunto [13, 22].
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Figura 5.8 Relación de bandas

Frecuentemente se suele usar la ecuación de de Lippert-Mataga [1, 23], en la cual todos los
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efectos de polarización, excepto la generación de campos reactivo, son tenidos en cuenta; además,

se supones que los dipolos del estado basal y excitado (µg y µe) están orientados en la misma

dirección. El modelo usa como parámetro el corrimiento de Stokes, el cual es la diferencia entre la

posición del máximo de absorción y emisión en términos de escala de número de onda (en cm−1).

Describe cómo los efectos de los solventes, como función de n2 y ε, pueden producir corrimientos

relativos entre los espectros de absorción y fluorescencia:

ν̄A − ν̄F =
2
hc

(
ε− 1

2ε + 1
− n2 − 1

2n2 + 1

) (
µe − µg

)2

a3 + const =
2

hca3 ∆ f (ε, n)∆µ2 + const (5.3)

Aquı́ c es la velocidad de la luz, h es la constante de Planck, y a es el radio de Onsager (radio de

fluoróforo considerándolo esférico). En la ecuación 5.3, la diferencia entre los dos términos dentro

del gran paréntesis está definido como ∆ f (ε, n);

∆ f (ε, n) =
ε− 1

2ε + 1
− n2 − 1

2n2 + 1
(5.4)

y es comúnmente llamada “polarizabilidad orientacional”. Se interpreta considerando que la con-

tribución n2 contempla la habilidad de los electrones perteneciente a los grupos polarizables en el

entorno que es polarizado, en orden de estabilizar el momento dipolar. Mientras esta polarización

es instantánea y ocurre durante la absorción, la consecuencia es que el espectro de absorción se

esta desplazado hacia menores energı́as, disminuyendo el corrimiento de Stokes. En contraste,

el término de la constante dieléctrica ε tiene en cuenta para los procesos de relajación, involucra

los movimientos rotacionales y translacionales de grupo de átomos o de toda la molécula. Este

proceso lleva un tiempo significativo y resulta en el corrimiento del espectro de fluorescencia hacia

bajas energı́as, aumentando el corrimiento de Stokes. Los valores de ∆ f calibrados para diferentes

solventes apŕoticos puede ser usado para determinar valores de µg − µe, los cuales puede servir

como una escala empı́rica para estimar la fuerza del ESICT.

Mas aún, la sonda FE ha sido ampliamente utilizada para determinar la hidratación de mice-

las,[24] polı́meros, membranas lipı́dicas[16] y proteı́nas.[25] En los trabajos donde se determinó el

grado de hidratación de las sondas, estas se encontraban en un único solvente (o en un medio

de polaridad relativamente constante) el cual contenı́a pequeñas cantidades de agua la cual no

afectaba la polaridad del mismo en gran medida. En cambio, en las experiencias descriptas en

este capı́tulo, la polaridad y la hidratación se modifican concomitántemente. Por ello, el algoritmo

utilizado para el ajuste puede conducir a resultados sin sentido fı́sico.

5.2.2 Sonda FC, control

La sonda FC es una 3HC que en la posición 2 tiene un grupo 2-furilo como sustituyente. Si

bien el grupo furilo actúa como un donor de electrones en el estado excitado, no presenta una

transferencia de carga tan intensa como en el caso de la sonda FE. Por esto mismo, la sonda FC

no muestra un marcado efecto solvatocrómico en la primer banda del espectro de emisión de

fluorescencia. Por ello, se considera que la banda N-H* es muy poco intensa o su contribución al

espectro es prácticamente nula [17]. Esta menor transferencia de carga negativa hacia el grupo
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Figura 5.9 Sonda de control AcFC en (a) CHCl3 con agregados de i-PrOH y (b) en H2O con

agregados de i-PrOH. La relación IN∗/IT∗ para cada grupo de experimentos, se muestro como

gráficos insertos.

C−−O tiene un efecto importante. Incluso en agua presenta un mayor rendimiento cuántico de

fluorescencia (QY en cloroformo 18,4 % [26] y en agua 8,6 %, relativo al valor en cloroformo).

Por lo tanto, el espectro de emisión puede ajustarse mas fácilmente con sólo dos componentes,

N* y T*. De manera similar a lo ensayado para la sonda AcFE se realizó para caracterizar el

comportamiento de la sonda AcFC. Se tomaron ∼2 mg de AcFC y se disolvieron en 0,5 mL de

DMSO. Luego 1 µL de esta solución se agregó sobre 1 mL de H2O o CHCl3, logrando una dilución

1:1000, la cual por espectrometrı́a de UV-Vis presentó una absorbancia de ∼0,1 a 354 nm.

La figura 5.9a muestra los espectros de emisión de la sonda de control AcFC en CHCl3 con

agregados de i-PrOH. Se puede observar el comportamiento esperado, donde disminuye aprecia-

blemente la banda T* dado el aumento de la polaridad del medio. Sin embargo la banda N* no

muestra un aumento muy marcado en su intensidad. Es por esto que se observa una marcado

descenso del rendimiento cuántico.

A diferencia de lo observado para la sonda AcFE en agua (fig 5.5b) en la cual se pierde el

fenómeno ESIPT, y el rendimiento cuántico de fluorescencia es extremadamente bajo, para la

sonda AcFC la emisión dual presenta un rendimiento cuántico cercano al 8 %. El rendimiento

cuántico de fluorescencia aumenta considerablemente con el agregado de i-PrOH de manera

similar a lo que ocurre con la sonda AcFE. Es importante notar que las bandas N* y T* manifiestan

pequeños corrimientos en sus máximos en el sistema H2O-i-PrOH.

A modo de resumen, se pueden destacar las caracterı́sticas más importantes de ambas sondas

frente a los cambios de polaridad del medio:

• El rendimiento cuántico de fluorescencia de ambas sondas disminuye drásticamente en agua,

y aumenta drásticamente en alcohol.

• La sonda AcFC presente ESIPT incluso estando directamente en agua. Esto no se observa en
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la sonda AcFE.

• La sonda AcFE, por tener un mayor ESICT, presenta un corrimiento batocrómico de la

primer banda a medida que aumenta la polaridad del medio y la interacción de puente H.

En cambio, la sonda AcFC presenta variaciones muy pequeñas en la posición de cada banda.

Los corrimientos de la primer banda pueden interpretars en el contexto de la ecuación 5.3.

5.3 AuNP@PMA-1FE-75NC12 y ensayos de purificación

En la sección 3.4 se describen los detalles experimentales sobre cómo se prepararon los diferentes

ensamblados. Algunos de ellos presentaron problemas al momento de caracterizarlos, por lo que

se desconoce su verdadera composición. Sin embargo, fueron útiles en las primeras etapas de

estudio de estos sistemas, para determinar comportamientos generales. Finalmente se logró carac-

terizar mejor una serie de polı́meros con los cuales se realizaron la determinaciones cuantitativas.

A modo general, se sabe que estos polı́meros contienen una concentración de moléculas con

las cuales fueron funcionalizados muy inferior a la esperada en relación con las cantidades de

reactivos utilizados.

Se preparó un polı́mero con 1 % de FE−NH2 y 75 % de dodecilamina, NC12 y se lo ensambló con

AuNP de 3 nm y 4 nm agregando el agente entrecruzador (como se describe en la sección 3.4). Con

estos ensamblados (AuNP@PMA-1FE-75NC12) se ensayaron diferentes técnicas de purificación.

Se utilizaron como herramientas para la detección de los ensamblados, espectrometrı́a UV-Vis

y fluorescencia. En primer lugar se intentó purificar los ensamblados mediante precipitación se-

lectiva, variando el pH del medio y velocidad de rotación de la centrı́fuga. No se encontraron

condiciones satisfactorias para la purificación mediante este método. También, se ensayó la pu-

rificación mediante filtración en centrı́fuga con membrana de 100 kDa de tamaño de poro (filtros

Amicon®), a 2200 rpm con rotor de 150 mm de diámetro (tolerancia del filtro < 1000 g). En reali-

dad, este peso molecular está dado para proteı́nas (generalmente globulares). Se puede estimar

el radio hidrodinámico de una proteı́na globular y relacionarlo con su peso molecular.[27] Se con-

cluyó que este no es un método efectivo para la purificación de los ensamblados. Se pierde la

señal de fluorescencia tanto en el filtrado como en la fracción retenida, indicando que posiblemen-

te tanto los ensamblados con nanopartı́culas como el polı́mero libre han quedado adheridos a la

membrana del filtro.

Por último se ensayó la purificación mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % en buffer

TBE 1× ( Tris base 89 µM, ácido bórico 89 µM y EDTA di sódico 2 µM, pH 8,5), la cual resultó satis-

factoria. En la figura 5.10 se muestra una imagen con luz dı́a de un gel después de la electroelusión.

Los ensamblados presentan una mayor migración que el polı́mero excedente no ensamblado a las

NP. Esto posiblemente se debe al agregado del agente entrecruzador. El agente entrecruzador que

se empleó para darle mayor estabilidad al ensamblado, también reacciona con el polı́mero exceden-

te no ensamblado. Este polı́mero podrı́a formar grandes agregados entrecruzados, presentando

una menor migración en la electroforesis debido a una menor relación carga/radio.

Para recuperar las muestras purificadas del gel, se cortaron con bisturı́ las secciones correspon-

dientes a cada fracción y se los dispuso cada una por separado dentro de un tubo de membrana
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Figura 5.10 (a) Imagen de un gel de agarosa con los ensamblados y las micelas de polı́mero

libre. (b) se muestra la misma imagen que en (a) marcando las fracciones de gel que contiene

los ensamblados y el polı́mero excedente. (c) muestra el proceso de extracción de las muestras

purificadas del gel de agarosa.

para diálisis de (MWCO 3,5 kDa) cerrado por los extremos, lleno con el mismo (u otro) buffer. Se

colocó este tubo dentro de la celda de electroforesis donde se aplicó nuevamente una diferencia

de potencial eléctrico y luego de unos minutos la muestra se encontraba fuera del gel, como se

observa en la figura 5.10c. Se colectó con pipeta y se reservó. De esta manera se evita gran dilución,

como ocurre con una diálisis. Dado que el procedimiento de purificación por electroforesis en gel

de agarosa resultó satisfactorio, se abandonaron los intentos de purificación mediante filtración

por centrifugación.
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Figura 5.11 Comparación de los espectros de fluorescencia de los ensamblados y las miscelas.
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Al comparar los espectros de fluorescencia normalizados en la banda N* (figura 5.11), tanto

para los ensamblados como para el polı́mero libre, se puede deducir que las sondas se encuentran

en diferente entorno. La figura 5.11a muestra que los ensamblados sobre las AuNP de 4 nm

presentan una banda T* de mayor intensidad respecto de la observada para las AuNPs de 3 nm.

Esto indica que la sonda se encuentra menos expuesta a un entorno de mayor polaridad. Por

otro lado, las micelas de polı́mero no ensamblado (la figura 5.11b) presentan una relación IN∗/IT∗

menor que la de los ensamblados. Esto indica que la sonda FE se encuentra en un entorno de

mayor polaridad en los ensamblados. En principio era de esperar que ambas muestras de micelas

presentaran la misma relación IN∗/IT∗ , ya que deberı́an tener la misma composición. Sin embargo,

se puede notar una diferencia en la relación IN∗/IT∗ , lo que indica que la sonda se encuentra en

entornos algo diferentes. Esto podrı́a indicar que el grado de entrecruzamiento, y por lo tanto la

estructura de las micelas dependen fuertemente de la forma de preparación.

Los ensamblados se prepararon sobre AuNP de diferentes tamaños, utilizando la misma rela-

ción de unidades monoméricas de polı́mero por unidad de área (70 unidades de monómero por

nm2). Esto condujo a que los potenciales quı́micos (AuNP y polı́mero) fueran diferentes en cada

preparación, por lo que los ensamblados no estuvieran preparados en iguales condiciones. Asimis-

mo, la estructura de SAMs de alcanotioles sobre las AuNP puede diferir para los distintos tamaños

de carozos metálicos presentando diverso grado de orden y conducir a diferentes posiciones de la

sonda fluorescente.

5.3.1 Ensayos de sensado de polaridad con AuNP@PMA-1FE-75NC12

Se realizaron ensayos del comportamiento de los ensamblados AuNP@PMA-1FE-75NC12 frente

al agregado de un cosolvente. A una alı́cuota de los ensamblados purificados y suspendidos en

buffer TBE 1x (pH 8,4) se hicieron agregados sucesivos de i-PrOH, midiendo en cada caso sus

espectros de fluorescencia (ex @420 nm) luego de ser homogeneizada la muestra. En las figuras

5.12a y 5.12b se muestran los espectros de fluorescencia de la sonda FE en los ensamblados frente

a agregados de i-PrOH. En estos casos, no fue posible realizar una deconvolución del espectro con

las tres bandas comentadas antes, ya que la intensidad es significativa a bajas longitudes de onda.

La intensidad del espectro no tiende a cero (0) como ocurre en la sonda libre. Esto se interpreta

como un aumento de la dispersión de luz del haz de excitación, debida a la presencia de los

ensamblados. Por lo tanto, no es posible diferenciar cuantitativamente entre las bandas N* y N-H*.

Por elllo, para la sonda FE, nos referiremos a la primera banda al designar a la suma de componentes

N* y N-H*. En ambas muestras, se observa un corrimiento batocrómico de la primer banda

respecto a los agregados del i-PrOH. Esto se puede interpretar como un aumento en la polaridad

en el entorno de la sonda FE. Es interesante notar, que en ambos ensamblados los espectros

de fluorescencia también sufren un comportamiento similar respecto a la intensidad. Para los

primeros agregados de i-PrOH (∼10 % de i-PrOH) la intensidad total de fluorescencia disminuye

y luego aumenta. Dado que la sonda FE presenta un rendimiento cuántico muy bajo en agua, se

puede interpretar la disminución de la intensidad de fluorescencia en los primeros agregados de

i-PrOH considerando que la sonda FE presenta una mayor interacción con H2O. Asimismo, como

se mostró antes, el aumento de la intensidad de fluorescencia se lo puede interpretar como una
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Figura 5.12 Espectros de fluorescencia de los ensamblados AuNP@PMA-1FE-75NC12 en (a)

AuNP de 3 nm, (b) AuNP de 4 nm, para agregados de diferentes cantidades de i-PrOH

mayor interacción con moléculas de i-PrOH.

Se modificó el pH del medio en que se encuentran los ensamblados, y se observó que la

sonda FE presentaba una variación en la intensidad de ambas bandas. El buffer TBE 1x en que

se encuentran los ensamblados tiene pH 8,4. Se agregó una solución de HCl 0,2 M hasta llegar

a pH 7,4. La figura 5.13a muestra los espectros de fluorescencia de los ensamblados respecto

al cambio de pH. Lo primero que se puede notar es una gran variación de la banda T*, sin

presentarse cambios en la posición de los máximos. Asimismo, la intensidad total de fluorescencia

disminuye a menor pH. Estos dos resultados pueden interpretarse como una mayor interacción

de la sonda FE con agua. Es interesante notar a bajas longitudes de onda un aumento importante

de la dispersión de luz. Esto podrı́a indicar agregación de los ensamblados.
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Figura 5.13 Ensamblados de 4nm y cambios de pH y agregados de i-PrOH.
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Figura 5.14 Micelas recuperadas del gel. Agregados de i-PrOH.

Por otro lado, al tomar los espectros de fluorescencia con agregados de i-PrOH a un pH 7,4

(fig. 5.13b), se observa un comportamiento algo diferente al encontrado a pH 8,4 (fig 5.12). Se

observó un aumento continuo de la intensidad total de fluorescencia (principalmente en la primera

banda, N* y N-H*).

Sin embargo, al ensayar los agregados de i-PrOH al polı́mero libre no ensamblado (micelas) se

ve que la intensidad y posición de ambas bandas de emisión muestran un comportamiento mucho

mas errático respecto a lo encontrado para los ensamblados (fig. 5.14). Es interesante notar que

entre 15 y 20 % ocurren cambios bruscos en la posición e intensidad, principalmente de la primer

banda (N* y N-H*). Esto se puede interpretar como un cambio conformacional del polı́mero libre

o la ruptura de las micelas poliméricas exponiendo al la sonda FE a diferentes entornos.

Considerando las variación de los espectros de fluorescencia de la sonda FE formando parte

de los ensamblados y en los polı́meros libres en el mismo buffer frente a los agregados de un

cosolvente, es posible pensar que la sonda FE está expuesta a cambios (en algunos casos bruscos)

en su entorno. Si bien desconocemos la posición promedio en la que se encuentra la sonda, se

propone que a medida que se agrega i-PrOH la sonda se expone gradualmente a un entorno

de mayor polaridad o de mayor interacción con H2O y/o i-PrOH. Esto podrı́a estar asociado a

cambios en la doble capa eléctrica, como ası́ también a cambios conformasionales de la sonda

respecto a la superficie.

Se han reportado ensamblados de AuNPs con polı́meros funcionalizados con la sonda FE.[28]

En ese trabajo sólo se estudio la respuesta de la sonda FE frente a agregados de cosolvente para

modificar la polaridad del medio. Sólo estudiaron el comportamiento de la sonda FE en un

rango de 0 a 25 % de i-PrOH, y los autores consideraron modelos muy simples donde se supone

que las sondas se encuentran en posiciones únicas (dentro o fuera de la capa hidrofóbica) y la

interpretación de los resultados sólo recae en los cambios de polaridad del medio.

Dado que la sonda FE, presenta una banda N-H* tan intensa es difı́cil poder desacoplar las

variaciones de polaridad del medio con la formación de puentes H entre el fluoróforo y el solvente,
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ROH (H2O o i-PrOH). Por ello, es interesante analizar los que ocurre con una molécula con menor

transferencia de carga y por lo tanto menos sensible a la formación de uniones H, como lo es la

sonda FC.

5.4 Ensamblados AuNP@PMA-2FC-75NC12

5.4.1 Ensayos de polaridad - Ensamblados - FC

Dado que la sonda FC no presenta una banda N-H* muy intensa (como se mostró en la sección

5.2.2), es interesante su empleo para observar los cambios en la relación IN∗/IT∗ respecto a los

cambios en la polaridad del medio. En este caso, se emplearon cuatro cosolventes para variar la

polaridad del medio donde se encuentran los ensamblados. En la tabla 5.2 se listan los solventes

utilizados con las propiedades fisicoquı́micas relevantes como: constante dieléctrica, función

de polaridad y los parámetros definidos por Catalán para la polaridad/polarizabilidad (SPP),

basicidad (SB) y acidez (SA) de un solvente.

En la figura 5.15 se muestra la variación de la relación IN∗/IT∗ respecto a la fracción molar de

cosolventes agregados. En todos los casos, se observa un incremento en la relación IN∗/IT∗ para

los primeros agregados de cosolvente, y luego se observa una variación mas errática. Dado que

todos estos cosolvente presentan una menor polaridad que el agua, estos resultados pueden ser

interpretados de manera similar a los observado con la sonda FE. El aumento de IN∗/IT∗ puede

interpretarse si consideramos la posibilidad que la sonda FC se encuentra expuesta al medio

circundante. Dado que los espectros presentan una gran intensidad a bajas longitudes de onda,

indicativo de una gran dispersión de luz, es difı́cil estimar la variación del rendimiento cuántico de

FC en estos sistemas. Es interesante notar que el cambio del comportamiento monótono de IN∗/IT∗

se observa para la misma concentración dentro de los diferentes tipos de solventes empleados

(próticos y apróticos). Los dos alcoholes provocan una diferencia en la variación monótona en

concentraciones de xcosolvente = 0,073 y los dos solventes apróticos muestran un cambio en la

tendencia con xcosolvente = 0,038. A bajas concentraciones de cosolvente (por debajo de las x

indicadas) se tiene una relación prácticamente lineal (IN∗/IT∗) vs. xcosolvente. Asimismo, se puede

Tabla 5.2 Solventes empleados en los ensayos de polaridad y sus propiedades fisicoquı́micas

relevantes

Solvente ε Kirkwood f (ε) SPP SB SA

Agua (H2O) Prótico 80 0.49 0.962 0.025 1.062

Etanol (EtOH) Prótico 24.5 0.47 0.853 0.658 0.400

Isopropanol (i-PrOH) Prótico 17.9 0.46 0.848 0.830 0.283

Acetonitrilo (MeCN) Aprótico 37.5 0.48 0.895 0.286 0.044

Tetrahidrofurano (THF) Aprótico 7.58 0.41 0.838 0.591 0.000

Donde ε es la constante dieléctrica, f = ε−1
2ε+1 es la función de polaridad de Kirkwood. SPP, SB, y SA son los parámetros

definidos por Catalán para la polaridad/polarisabilidad, basicidad y acidez de un solvente, respectivamente.
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Figura 5.15 Espectros de emisión para ensamblados AuNP@PMA-2FC-75NC12 en medio acuoso

con sucesivos agregados de solventes (a) EtOH, (b) i-PrOH, (d) MeCN y (e) THF. En (c) se muestra

la variación de la relación IN∗/IT∗ para los espectros presentados en (a) y (b) para solventes

próticos. (f) muestra la relación IN∗/IT∗ de los espectros presentados en (d) y (e) para solventes

apróticos.

notar que con EtOH y MeCN se tienen aumentos de IN∗/IT∗ menos pronunciados que para i-PrOH

y THF.

Además de los cambios de polaridad del medio, ocurre una dilución del sistema y una dis-

minución en la fuerza iónica3 del buffer. Para intentar desacoplar estos efectos, se midieron los

espectros de emisión de fluorescencia de los ensamblados respecto a la dilución con el mismo

buffer de TBE 1x (fuerza iónica constante) y diluyendo el sistema con H2O (disminución de la

fuerza iónica). La figura 5.16 muestra los espectros y la relación de las bandas IN∗/IT∗ respecto a

los agregados de agua y buffer. Como era esperado, no se observaron variaciones en la relación

IN∗/IT∗ frente a la dilución con el buffer (cı́rculos vacı́os en la figura 5.16b). Sin embargo sı́ se

observa un aumento de IN∗/IT∗ respecto a la disminución de la fuerza iónica (cı́rculos llenos en

la figura 5.16b). Se puede observar en la serie de espectros mostrados en la figura 5.16a que la

intensidad total de fluorescencia disminuye con los agregados de agua (disminución de la fuerza

iónica). Esto podrı́a explicarse si consideramos que al disminuir la fuerza iónica, aumenta la mo-

vilidad de las moléculas de agua en la capa de Stern. De esta manera la sonda FC se encontrarı́a

3 I = 1
2
∑

i ciz2
i con ci en molal y z la carga del ión
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Figura 5.16 Sensado de la fuerza iónica. (a) muestra los espectros de emisión de la sonda FC en

ensamblados con AuNPs frente a sucesivos agregados de agua, diluyendo el sistema y disminu-

yendo la fuerza iónica. (b) muestra la relación IN∗/IT∗ para dilución con agua (cı́rculos llenos) y

dilución con el mismo buffer (cı́rculos vacı́os).

en un medio de mayor polaridad (mayor relación IN∗/IT∗ ) y con disminución del rendimiento

cuántico de fluorescencia, dado que se incrementarı́an sus interacciones con agua. Ademas de

esto, se sabe que las 3HC son sensibles al campo eléctrico local [29]. Por lo tanto, es de esperar

que si se modifica la posición de la sonda respecto de los grupos carboxı́latos del polı́mero o sus

contraiones, varie el campo electrico con una consecuente variación de la relación IN∗/IT∗ .

5.5 Discusión y Conclusiones Parciales

En este punto es conveniente resumir los resultados obtenidos tanto para la sondas libres como

para el comportamiento general de los ensamblados. En las secciones 5.2.1 y 5.2.2 se detallaron los

resultados obtenidos de los espectros de fluorescencia de las sondas AcFE y AcFC en diferentes

solventes y mezclas binarias de solventes. Las caracterı́sticas más relevantes de estas sondas son:

• Ambas sondas tienen un bajo rendimiento cuántico de fluorescencia en agua.

• Ambas sondas presentan un mayor rendimiento cuántico de fluorescencia cuando se adicio-

na isoprpanol.

• La sonda AcFE por presentar una gran transferencia de carga intramolecular en el estado

excitado, tiene una mayor interacción con solventes próticos debido a la formación de un

segundo estado basal N-H, el cual también emite radiación fluorescente. Esto se manifiesta

en un corrimiento hacia mayores longitudes de onda de la primer banda del espectro a

medida que aumenta la interacción de puente H. En solventes próticos se pierde el ESIPT.

• La sonda AcFC presenta una menor transferencia de carga intramolecular que la sonda AcFE
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y esto se manifiesta en una menor interacción por puente H con los solventes. Asimismo

no se observan grandes corrimientos en la posición de cada banda al variar la polaridad del

medio o la posibilidad de formar puentes H.

• La relación de intensidades de cada banda es indicativa de la polaridad del medio. Cuando

aumenta la polaridad del medio la relación IN∗/IT∗ aumenta.

• La relación IN∗/IT∗ puede depender de otros factores como por ejemplo el campo eléctrico

local.

Al analizar los resultados obtenidos en los diferentes experimentos realizados con los ensam-

blados supramoleculares de AuNP y polı́meros anfifı́licos, lo primero que se puede notar es que

el comportamiento de las sondas FE y FC es complejo. Las sondas son sensibles, ademas de la

polaridad, a cambios de la fuerza iónica, pH y al campo eléctrico local. Esto requiere una exhaus-

tiva caracterización antes de poder emplearlos como sensores y/o marcadores fluorescentes en

sistemas complejos. Si bien las sondas en los ensamblados son sensibles a los sucesivos agregados

de cosolventes, se pueden reconocer diferentes respuestas según transcurre la titulación.

Los espectros de fluorescencia de ambas sondas en los ensamblados presentan una intensidad

no despreciable a bajas longitudes de onda, cerca de la longitud de onda de excitación. A diferencia

de los que ocurre con las sondas libres donde la intensidad tiende a cero en esa zona del espectro,

en los ensamblados exista una dispersión de luz intrı́nseca causada por el tamaño de ellos mismos.

Hay que notar un gran incremento de esta dispersión de luz a medida que se adiciona cosolvente,

lo que podrı́a indicar agregación, coalescencia o cambios en la estructura del ensamblado. Esta

sugerencia se apoya en que al disminuir el pH del medio, se observa también este incremento

de la dispersión (fig 5.13a). Considerando que los ensamblados se estabilizan entre sı́ mediante

repulsión electrostática de las cargas negativas en la superficie, al cambiar el pH o la constante

dieléctrica del medio, se puede disminuir esta carga superficial con la consecuente perdida de

estabilidad coloidal. Los ácidos carboxı́licos pueden presentar distinto pKa si se modifica el

entorno en que se encuentren. Por ejemplo, presentan valores de pKa 4.8 como moléculas libres

en solución o toman valores de pKa 10 en una SAM sobre oro plano. Se ha demostrado que la

curvatura o tamaño de las nanopartı́culas decoradas en su exterior con grupos carboxı́licos afecta

los valores de pKa.[30]

Para los primeros agregados de cosolvente, la intensidad total de fluorescencia disminuye.

Luego, para agregados posteriores la intensidad total de fluorescencia aumenta. Estos resulta-

dos podrı́an ser explicados considerando diferente grado de exposición de la sonda con el agua.

Primeramente, a bajas concentraciones de cosolvente la sonda se expone gradualmente a un ma-

yor contacto con agua, lo que hace que su rendimiento cuántico de fluorescencia sea menor. A

medida que aumenta la cantidad de cosolvente, la sonda puede interactuar también con estas

moléculas donde presenta una mayor rendimiento cuántico. Estos resultados se corresponden con

el hecho que disminuya el rendimiento cuántico de FC a medida que disminuye la fuerza iónica.

Dado que la relación IN∗/IT∗ depende de muchos factores, el análisis del rendimiento cuántico

de fluorescencia (intensidad total de fluorescencia) es útil para poder interpretar algunos efectos

que parecen contradecir los resultados esperados. Todos los cosolventes empleados presentan
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Figura 5.17 Dimensiones de las moléculas sonda en el polı́mero anfifı́lico

una menor polaridad que el agua, y por lo tanto el aumento de la relación IN∗/IT∗ -principalmente

para los primeros agregados de cosolvente- puede ser explicado considerando que la sonda de

encuentra expuesta a una mayor interacción con agua. Esto podrı́a deberse a cambios conforma-

cionales de la sonda respecto de la superficie del ensamblado, donde pasa de un entorno de menor

polaridad (como en el interior de la zona hidrofóbica) a un entorno de mayor polaridad (exterior

del esamblado, en la zona hidrofı́lica). Sin embargo, también los cambios del campo eléctrico local

podrı́an afectar la relación IN∗/IT∗ . Un campo eléctrico intenso y opuesto al momento dipolar del

estado N*, podrı́a estabilizarlo con la consecuente disminución del ESIPT y una mayor intensidad

de emisión de la primer banda.[29]

La figura 5.17 muestra las distancias de los diferentes grupos en las 3HC respecto a los grupos

carboxilicos del polı́mero, los que fueron estimados por medio de la optimización de la geo-

metrı́a mediante cálculos semi-empiricos (MOPAC2012 [31] utilizando el hamiltoniano PM7 [32]).

Teniendo en cuenta que la longitud de una cadena de dodecilamina o docecanotiol es de aproxi-

madamente 1,6 nm, y considerando que al formarse el auto-ensamblado supramolecular existe

intercalado de las cadenas alquı́licas, es de esperar que las sondas no puedan adoptar diferentes

posiciones respecto de la superficie del ensamblado. Al comparar los espectros de emisión de las

sondas FE y FC en los ensamblados y de sus análogos AcFE y AcFC libres (figura 5.18) se encuen-

tran resultados que merecen ser discutidos en detalle. Los dos hechos más llamativos se dan en el

corrimiento hacia el rojo que presentan las bandas N* y T* los ensamblados, y que principalmente

en para la sonda FC, algunos espectros muestran un hombro en la banda T* (indicado con una

flecha en la fig 5.18b). Se puede observar claramente que en el espectro de la sonda FC en los

ensamblados con un agregado de 25 % de i-PrOH, se presenta un hombro a unos ∼ 525 nm. Si

se observa en detalle los espectros de la figura 5.15, se puede notar este hombro o una meseta en

la misma posición en los diferentes espectros al modificar la polaridad del medio. En principio,

esto sugiere la posibilidad de contar con la sonda FC en dos poblaciones bien diferenciadas. Se

descartó la contribución del anión de FC en la emisión de fluorescencia ya que para contribuir en

el espectro de emisión éste debe ser excitado a mayor longitud de onda (λex
A− , 400 a 440 nm).[17]

El hombro a 525 nm sugiere que una cantidad apreciable de la sonda puede encontrarse en un

entorno de baja polaridad, ya que su posición coincide con la banda T* de la sonda AcFC en

cloroformo.

Respecto del apreciable corrimiento hacia el rojo que presentan ambas bandas, se requiere una

discusión detallada. En la figura 5.9b, la diferencia entre las bandas N* y T* disminuye a medida

que aumenta la polaridad del medio. La banda N* experimenta un corrimiento batocrómico y la
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Figura 5.18 Comparación de los espectros de emisión de las sondas (a) FE y (b) FC en los ensam-

blados en buffer TBE 1x y sus análogos no ensamblados en agua y cloroformo

banda T* hipsocrómico, al mismo tiempo que aumenta la relación IN∗/IT∗ . En la figura 5.18b se

puede apreciar que la posición de la banda N* en los ensamblados coincide con la observada en

H2O. Ambas se encuentran desplazadas hacia el rojo respecto de la posición de N* en cloroformo,

como es esperado. Además, la banda T* está desplazada hacia el azul respecto de lo que ocurre en

CHCl3. Sin embargo, la posición de la banda T* en los ensamblados está francamente desplazada

hacia el rojo ∼44 nm respecto de lo que ocurre en agua. El corrimiento batocrómico de la banda

T*, también puede observarse en los ensamblados con la sonde FE. Esto puede relacionarse con

lo observado por Das y colaboradores [24] empleando las 3HC como sondas de hidratación en

micelas. En ese trabajo se ha mostrado que la banda T* sufre un corrimiento al rojo en micelas de

carga positiva. Las micelas se formaron en presencia de la sonda libre y los autores postulan que

ésta se aloja principalmente en la capa de Stern; esto es, en la región exterior de las micelas. En otro

trabajo, Klynchemko y Denchemko han demostrado que las 3HC son sensibles al campo eléctrico

local[29], lo que se manifiesta como un corrimiento tanto en el espectro de absorción como en el de

emisión. Una 3HC modificada con un grupo amonio (amina cuaternaria) cargado positivamente

en la posición 6 del anillo de la cromona presenta un corrimiento hacia el rojo tanto en la banda de

absorción como en las de emisión. En cambio, en la posición 4’ del anillo fenilo (el cual esta unido

en la posición 2 de la cromona) presenta un comportamiento inverso, mostrando un corrimiento

hacia el azul. El desplazamiento batocrómico de la 3HC modificada con un grupo amonio en la

posición 6 localiza una carga positiva cerca del grupo 4 C−−O, el que presenta una densidad de

carga negativa en el estado excitado N* (ver fig. 5.2a). A diferencia del estado basal N, el estado T

se caracteriza por tener una considerable separación de cargas, y esto deberı́a tenerse en cuenta

en el análisis del corrimiento de la banda T*. La distribución de carga en el estado T produce

una orientación del dipolo en el sentido del campo próximo a la carga, el cual debe aumentar la

energı́a de este estado. Esto podrı́a explicar el desplazamiento batocrómico de la banda T* en esos

derivados de 3HC. En el caso de los ensamblados, dada la baja concentración del fluoróforo en el
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polı́mero anfifı́lico y debido a la dispersión de luz producida por las nanopartı́culas metálicas a

bajas longitudes de onda, no es posible observar la banda de absorción de la sonda FC cerca de

los 360 nm. A partir de la discusión anterior, pueden interpretarse los corrimientos al rojo en las

bandas de emisión de la sonda FC si se considera que el grupo carbonilo de la 3HC se encuentra

cerca de los contraiones (cationes) del ensamblado.

En el capı́tulo siguiente, se describe el desarrollo de un sensor fotomodulable basado en ensam-

blados de polı́meros anfifı́licos y nanopartı́culas. En ese caso, los polı́meros anfifı́licos además de

un fluoróforo tienen ademas una molécula fotocrómica que permite modular la señal de fluorescen-

cia. Con esos polı́meros se continuó el estudio de la estructura y estabilidad de los ensamblados.
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(25) Yushchenko, D. A.; Fauerbach, J. A.; Thirunavukkuarasu, S.; Jares-Erijman, E. A. y Jovin,

T. M. “Fluorescent Ratiometric MFC Probe Sensitive to Early Stages of alpha-Synuclein

Aggregation” Journal of the American Chemical Society 2010, 132, 7860-7861.

(26) Fauerbach, J. A. Caracterización de las etapas tempranas de la agregación de alfa-sinucleı́na in vitro

mediante sondas fluorescentes ESIPT y microscopia de fuerza atómica. Tesis doct., Buenos Aires,
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Capı́tulo 6

Sondas Nanométricas

Fotomodulables

6.1 Introducción

El desarrollo del microscopio óptico, especialmente el microscopio de fluorescencia, nos ha pro-

visto de una herramienta para “ver” directamente la dinámica de interacción de proteı́nas, redes

intracelulares y transporte de material en células vivas. Hay muchas estrategias para el etique-

tado de biomoléculas con marcadores fluorescentes. Comúnmente se emplean como sondas,

fluoróforos orgánicos unidos covalentemente, proteı́nas fluorescentes genéticamente codificadas

y nanopartı́culas de semiconductores llamados puntos cuánticos (Quantum Dots, QDs). La ba-

ja resistencia al fotoblanqueo -fotobleaching- hace que los fluoróforos orgánicos y las proteı́nas

fluorescentes sean más vulnerables a la irradiación y no son adecuados para largos perı́odos de

exposición, especialmente en niveles de moléculas únicas.

Uno de los principales problemas a resolver para aumentar la resolución, radica en aumentar

la relación señal-ruido. En este sentido, la fluorescencia de fondo o la dispersión de luz limitan

experimentalmente la detección de la luz emitida por un determinado fluoróforo. Muchas veces

la dificultad de tomar imágenes de fluorescencia con células vivas recae en la baja concentración

de fluoróforos y la alta fluorescencia de fondo (por ejemplo, de los triptofanos). El empleo de

fluoróforos con alto rendimiento cuántico permiten obtener mejores imágenes de sistemas com-

plejos. Las imágenes de fluorescencia a nivel de moléculas únicas en células vivas han logrado

considerable éxito desde que las partı́culas fluorescentes tienden a lograr mayor tiempo de vida y

son mas brillantes que las moléculas fluorescentes.Tanto los QDs como los polı́meros fluorescentes

comparten estas propiedades [1].

En la sección 2.6.2 se detallaron los fundamentos de la FRET (Föster Resonance Energy Transfer),

donde se describió cómo este fenómeno puede ser utilizado para determinar la distancia entre un

donor y un aceptor en la escala de los angstrom (Å). El desarrollo de mejores sondas fluorescentes

ha permitido realizar avances en la medida de FRET en moléculas únicas, smFRET (single molecule

FRET). Con la smFRET se puede estudiar plegamiento o interacciones de proteı́nas individuales,

113



C A P Í T U L O 6 . S O N D A S N A N O M É T R I C A S F O T O M O D U L A B L E S

Tabla 6.1 Metodologı́as de imagines con FRET más comunes

Nombre (Acrómino) Descripción Referencia

Emisión Sensibilizada (SE) Solo el donor es excitado, el cual transfiere energı́a al aceptor.

Los cambios en la emisión del aceptor se correlaciona con

FRET

[2, 3]

Microscopia FRET de rela-

ción de dos canales

Similar a SE, pero se mide todo el espectro de excitación y

emisión. La relación de emisión donor-aceptor es medida en

todas las condiciones. Esto permite la corrección del espectro

por decoloración.

[3-5]

Microscopia de fotoblan-

queo del aceptor (AP).

La intensidad del donor es medida antes y después del foto-

blanqueo del aceptor. Incrementa la emisión del donor corre-

lacionada con el FRET.

[6-8]

Imagen de Tiempos de

Vida de Fluorescencia

(FLIM)

Los tiempo de vida de fluorescencia del donor y/o aceptor son

medidos. La ecuación 2.35 muestra cómo los tiempo de vida

son afectados por el FRET. El FlIM supera las limitaciones de

concentración y permite la determinación de la eficiencia de

FRET y la fracción de componentes que interactúan.

[9-11]

Imagen de Anisotropı́a de

Polarización

Se determina la anisotropı́a del donor y/o aceptor. Si ocurre

FRET entre entre pares no alineados, la emisión se polariza de

manera diferente a la del donor y aceptor independientemen-

te.

[12]

Microscopia FRET Multi-

Color

Permite una determinación menos costosa de las interacciones

de múltiples componentes. Se basa en la detección de emisio-

nes SE donde puede ocurrir FRET secuencial (D1 a D2 luego

a D3), junto con FRET directo (D1 a D3 y D2 a D3). Se utiliza

un software con algoritmo adecuados para deconvolucionar

las señales y determinar las eficiencias corregidas.

[13-16]

proteı́na-nucleótidos, o sistemas proteı́na-proteı́na.[13]

El uso de FRET es de gran utilidad en microscopia, tanto en estado estacionario como resuelta

en el tiempo. Jares-Erijman y Jovin [4] realizaron una revisión exhaustiva del uso de FRET en

microscopia donde se agrupan nuevos desarrollos. La tabla 6.1 resume las técnicas más utilizadas.

El laboratorio de Marriott en la Universidad de Wisconsin, está a la vanguardia del desarrollo

de sondas fotomodulables para imágenes y recientemente publicaron un trabajo con detección

óptica mediante lock-in (Optical Lock In Detection, OLID) [17] de un par pcFRET de tetrametilro-

damina (donor) y espironaftoxazina (aceptor) dentro de células vivas. La microscopia OLID ha

mostrado un mejor contraste mientras la tetrametilrodamina es una sonda validada para resolu-

ción de moléculas únicas, haciendo a este par muy prometedor.[18]

A continuación se describe el fenómeno de fotocromismo (pc) y su empleo en el desarrollo de

sondas pcFRET.
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6.1.1 Compuestos fotocrómicos

Se puede definir al “fotocromismo” como la habilidad para producir cambios de color reversibles

en un material o compuesto por su interacción con luz. De forma mas precisa, el fotocromismo es

una transformación reversible de una especie inducida en una o ambas direcciones por absorción de radiación

electromagnética entre dos formas, A y B, con diferente espectro de absorción [19]. En el caso más sencillo,

el sistema está compuesto por dos especies, A y B, que se interconvierten entre sı́ reversiblemente

por absorción de luz UV o visible:

A
hν1−−−−⇀↽−−−−

hν2, o ∆
B (6.1)

El fotoisómero generado B puede ser termodinámicamente metaestable, y la reacción revertirá térmi-

camente (fotocromismo de tipo T), o bien puede ser estable y la reacción inversa se produce

también por absorción de luz (fotocromismo de tipo P). También puede darse el caso en que la re-

versión sea térmica y fotoquı́mica. La mayorı́a de los sistemas fotocrómicos involucran reacciones

unimoleculares donde los compuestos en su forma A son incoloros o amarillo pálido y coloreados

en su forma B (generalmente, rojos o azules). Los compuestos fotocrómicos son aplicados en

tecnologı́a fotoóptica como ası́ también en el diseño de dispositivos cuyas propiedades pueden

ser moduladas por luz. Quizás el producto comercial más ampliamente difundido son las lentes

fotocrómicas o de transición. Son lentes de vidrio o plástico que contienen moléculas fotocrómicas

que reaccionan con la luz UV del ambiente oscureciéndose, pero retornan a una forma incolora

cuando el estimulo se interrumpe. En esta aplicación se emplean fotocrómicos térmicamente ines-

tables en su forma coloreada. Los lentes modernos cambiaron las sales de plata usadas desde hace

tiempo por moléculas orgánicas, tales como spironaftoxazinas, incorporadas en polı́meros más

livianos y confortables (fig. 6.1a). Otras aplicaciones de uso común son las indicadores de expo-

sición a luz UV que se adquieren con la compra de protectores solares (fig.6.1b) y en la industria

textil como tintas o telas que cambian de color al exponerse a diferentes niveles de iluminación

[20].

Las reacciones que determinan los cambios estructurales que llevan de A a B pueden ser

electrociclaciones, isomerizaciones en torno a un doble enlace (E-Z), rupturas de enlaces que

implican aperturas de ciclos, migraciones de H, etc. Los isómeros A y B, en general difieren

(a) (b)

Figura 6.1 (a) Lentes comerciales de Transitions Optical, Inc. que incorporan moléculas fo-

tocrómicas, (b) Tarjetas con indicador de radiación UV incorporada a protectores solares
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Estilbeno
hν1−−−−⇀↽−−−−

hν2, o ∆

trans (E) cis (Z)

Azobenceno N
N hν1−−−−⇀↽−−−−

hν2, o ∆

N N

trans (E) cis (Z)

Espiropirano
N O NO2

hν1−−−−⇀↽−−−−
hν2, o ∆

N O

NO2

Isómero Cerrado Isómero Abierto

Cromenos

(naftopiranos) O

hν1−−−−⇀↽−−−−
hν2, o ∆

O

Isómero Cerrado Isómero Abierto

Fulgidas
O

O

O

O

hν1−−⇀↽−−
hν2

O
O

O

O

Isómero Abierto Isómero Cerrado

Diheteroariletenos

S S

F2

F2

F2
hν1−−⇀↽−−
hν2

F2

F2

F2

S S

Isómero Abierto Isómero Cerrado

Figura 6.2 Familias de compuestos fotocrómicos que revierten fotoquı́micamente o térmicamen-

te. Los dos últimos dos ejemplos corresponden a compuestos termicamente estables, y por lo tanto

sólo dan la reacción inversa fotoquı́micamente (tipo P).

también en sus ı́ndices de refracción, constantes dieléctricas, potenciales de óxido-reducción y

otras propiedades. La figura 6.2 muestran la familias de fotocrómicos más utilizados y estudiados.

Las moléculas fotocrómicas pueden ser clasificadas de acuerdo al tipo de transformaciones

quı́micas involucradas en la reacción inducida por luz. Los cambios estructurales más relevantes

116
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R1 R2

R1 R2R1 R2R1 R2

R1 R2R1 R2R1 R2

hν

∆

Figura 6.3 Reacción de ciclización de un 1,3,5-hexatrieno y el mecanismo de reacción iniciada

por luz (arriba) y térmicamente (abajo).

son isomerizaciones en torno a un doble enlace (E-Z) y electrociclaciones. Una isomerización cis-

trans de alqueno, que involucra una rotación de 180° alrededor del doble enlace del alqueno, tiene

lugar como parte del mecanismo de la visión en sus ojos mientras lee esta tesis. Los pigmentos

visuales están compuestos por la proteı́na opsina y el 11-cis-retinal [21]. Este último sufre una

isomerización cis-trans por absorción de luz. Este simple cambio en la forma de la molécula dispara

una cascada de reacciones quı́micas, las cuales son finalmente convertidas en una señal eléctrica

(impulso nervioso) que se propaga en el cerebro y nos permite ver.

De acuerdo con las reglas de Woodward-Hoffmann basadas en la simetrı́a de los orbitales p

para el 1,3,5-hexatrieno, el cierre del anillo inducido por luz se produce en el modo conrotatorio

mientras que la apertura térmica ocurre vı́a el modo disrotatorio. Por lo que el cierre del anillo

para la reacción fotoquı́mica genera una relación trans entre R1 y R2 (fig. 6.3). Si el cierre del anillo

es promovido térmicamente, el proceso ocurre de modo disrotatoria y produce una disposición

cis de R1 y R2. [22, 23]

λc∼340nm−−−−−−⇀↽−−−−−−
λa∼540nm

(a) (b)

A
bs

or
ba

nc
ia

(u
.a

.)

λ (nm)
300 400 500 600 700

Isómero Abierto

λ (nm)
300 400 500 600 700

Isómero Cerrado

Figura 6.4 Espectros de absorción de las formas (a) abierta y (b) cerrada del DAE unido a un

polı́mero anfifólico (PMA-2PC-75NC12).

Al irradiar el diheteroarileteno, isómero abierto (A), con luz UV se produce el cierre del anillo y

se obtiene el isómero cerrado (B) (fig. 6.4). Al irradiar el sistema con luz visible retorna a la forma

abierta. Las propiedades más importantes de estos compuestos son la elevada estabilidad térmica

del isómero cerrado y la alta resistencia a las reacciones de fotodegradación denominadas “fatiga”
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Figura 6.5 Moléculas de diarileteno unidas a una delgada superficies de Au(111) depositado

sobre mica. Las imágenes de STM (a-b) muestran una densidad electrónica (punto mas claro,

“ON”) que puede ser fotomodulado al irradiar la muestra con luz UV y visible. Adaptado de la ref.

[26] ©2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

(o bajo rendimiento cuántico de reacciones de fotodegradación) [24, 25].

Las moléculas fotocrómicas han recibido mucho interés en el desarrollo de dispositivos optoe-

lectrónicos fotomodulables con aplicaciones en interuptores para electrónica molecular [27-29],

puertas lógicas [30], almacenamiento de datos de alta densidad [27, 31, 32], entre otras. En su em-

pleo como interruptores de la conducción eléctrica a nivel molecular, representa un gran desafı́o

incorporarlo en circuitos integrados. En este sentido, se han depositado moléculas fotocrómicas

sobre diferentes superficies [33]. La unión directa de diariletenos a superficies de oro, ası́ también

como nanopartı́culas de oro y plata, ha permitido estudiar las propiedades de estas moléculas

como un sistema modelo para una juntura electrónica y el control de la conductividad eléctrica

mediante estı́mulos externos. En algunos casos, se reportó que la reversibilidad de la reacción

de fotoconversión (principalmente en la ciclización) no ocurre [30, 34]. Resultados similares se

mostraron sobre clusteres de oro [35] o nanopartı́culas de plata [36]. Estos trabajos experimen-

tales y otros teóricos [37] sugieren que la superficie metálica produce un quenching del estado

excitado de la forma abierta de la molécula impidiendo la reacción de ciclización. Sin embargo,

se ha demostrado que estos fenómenos dependen fuertemente de la estructura de la molécula.

Dependiendo del espaciador aromático que separa la molécula de la superficie de oro, se puede

obtener una inducción uni- o bi-direccional de la reacción de fotoconversión [38]. Se han reportado

varios sistemas basados en redes de nanopartı́culas recubiertas con fotocrómicos, las cuales fueron

dispuestas entre dos electrodos, y actuaban como interruptores fotomodulables de la conducción

eléctrica [39, 40], demostrando que el sistema π es el responsable de esta conducción. El grupo

de Feringa en la universidad de Groningen, Holanda, logró fotomodular la conducción eléctrica

a través de una única molécula de heterodiariletenos sobre una superficie de oro [26], como se
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muestra en la figura 6.5.

En este sentido, en los sistemas estudiados en esta tesis, las moléculas de fotocrómico no

se encuentran unidas directamente a la superficie metálica, sino que se ensamblan junto con el

polı́mero anfifı́lico al que están covalentemente unidas. Los ensamblados de polı́meros anfifı́licos

modificados con moléculas fotocrómicas y fluorescentes permiten separar estas las moléculas

∼ 1 nm de la superficie metálica. Mas adelante en este capı́tulo se muestra la reversibilidad de la

reacción de fotoconversión en estos sistemas ensamblados.

6.1.2 Transferencia de Energı́a de Energı́a de Föster fotocrómica (pcFRET)

En la sección 2.6.2 se comentaron las generalidades de la FRET. El primer artı́culo sobre FRET

fotocrómico (pcFRET) fue publicado por el grupo de la Dra. Elizabeth Jares-Erijman en 2002. En

ese trabajo de Giordano y colaboradores [41] el PC es usado como aceptor FRET para el fluoróforo

“Lucifer Yellow cadaverine” (LY), como muestra la figura 6.6.

Figura 6.6 Par pcFRET de Lucifer Yellow Cadaverine como donor FRET y un heteroarileteno que

actúa como aceptor FRET. Adaptado de la ref. [41]

La innovación de pcFRET es que el cambio de la eficiencia FRET no se debe a cambios en la

posición entre el aceptor y el donor (tanto rDA y k2 no cambian), se debe a cambios en la integral

de solapamiento J. Como se explicó previamente, irradiando con luz UV se puede cambiar la

estructura del isómero, modificando las propiedades del espectrales del aceptor y por lo tanto

cambia la integral de solapamiento J de cero a un valor finito reversiblemente. Esto puede lograrse

modificando la emisión de fluorescencia del donor y la absorbancia del aceptor. En la figura 6.7a

se muestra la superposición espectral de emisión de la sonda FC y absorción del fotocrómico.

La utilidad del pcFRET para sondas fotomodulable ha sido inmenso, en parte debido a la

ventaja de tener el fotocromo y el donor como dos entidades independientes pero espacialmente

cerca. Esto permite el uso de colorantes de rendimiento cuántico alto sin reducir su brillo. En este

sentido el grupo de la Dra. Jares-Erijman ha desarrollado sondas fluorescentes fotomodulables

mediante pcFRET, donde el aceptor es un heterodiarileteno y el donor una nanocristal inorgánico

(QDs)[42-44] o un fluoróforo orgánico [44], mediante la formación de un ensamblados de polı́me-

ros anfifı́licos y NPs como los descriptos en el capı́tulo anterior.

En este capı́tulo se describe el estudio de ensamblados de NPs con polı́meros anfifı́licos modi-

ficados con 3HC y DAE como donor y aceptor respectivamente en un par pcFRET, como prueba

de concepto para una sonda fluorescente de polaridad fotomodulable como muestra el esquema

de la figura 6.7b.
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Figura 6.7 (a) Superposición de espectros de emisión de la sonda FC y de absorción del fo-

tocrómico abierto “aPC” y cerrado “cPC”. (b) Esquema del funcionamiento del sensor nanométrico

fotomodulable

6.2 Caracterización de Polı́meros Anfifı́licos Fotomodulables

Se prepararon cuatro polı́meros con diferente concentración de sonda FC y fotocrómico al momen-

to de hacer la reacción de acoplamiento. Se empleó un 20 y 35 % de PC, un 5 y 10 % de FC y siempre

un 75 % de dodecilamina para hacer las reacciones. Concluida la reacción de adición de FC−NH2,

de PC−NH2 y dodecilamina, se purificó cada polı́mero mediante cromatografı́a de exclusión por

tamaño con Sephadex LH-20 como fase estacionaria y cloroformo como eluyente. Se observó al

purificar los polı́meros que hay una cantidad importante de FC−NH2 y de PC−NH2 que no reac-

cionaron. Para determinar la composición de cada polı́mero se preparó una solución de 1 mg mL−1

en cloroformo y se tomaron los espectros UV-Vis antes y después de irradiar con luz UV (340 nm

hasta lograr el estado fotoestacionario). La figura 6.8 muestra los respectivos espectros UV-Vis. La

banda a 540 nm permite determinar la concentración de PC (εPC(540 nm) =17 000 M−1 cm−1 [45]).

Nótese que sólo el isómero cerrado absorbe radiación a λ = 540 nm.

Esta clase de polı́meros se caracterizón mediante espectrometrias UV-Vis, de fluorescencia,
1H-RMN y XPS, obteniéndose resultados aceptables con las dos primeras. Al final de esta sec-

ción se describe brevemente los inconvenientes que presentaron los dos últimos métodos en la

caracterización de los polı́meros funcionalizados.

Giordano [46] y Dı́az [45] determinaron por 1H-RMN que cuando se alcanza el estado foto-

estacionario, excitando el PC a 340 nm para la reacción aPC −−⇀↽−− cPC, el grado de conversión

es

αPS =
cPC

cPC + aPC
= 0,22 (6.2)

lo que se cumple bien para el par donor-aceptor de LY-PC, donde el LY presenta una baja absorción

a 340 nm, y por lo tanto es despreciable la señal de fluorescencia al ser excitado a esa longitud

de onda. En nuestro caso, dado que el máximo de absorción del FC esta muy cercano (350 a
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Figura 6.8 Espectros de absorción de PMA-PC-FC-NC12 en cloroformo donde se observan las

bandas de absorción de cada componente.

360 nm) es de esperar que se obtenga un menor grado de conversión, dado que la emisión del

FC –principalmente en su banda T*– favorecerı́a la reacción de apertura del anillo. Sin embargo,

debemos tener en cuenta que el rendimiento cuántico del FC en CHCl3 es 0.184 [47] y dado que

la concentración de FC es baja (como se muestra mas adelante), es de esperar que el grado de

fotoconversión sea ligeramente menor a 0,22. A partir de esta aproximación, es posible estimar

por defecto la concentración de PC en el polı́mero.

El hombro que se observa a ∼ 360 nm en el espectro del polı́mero sin irradiar corresponde a la

banda de absorción de la sonda FC. Dado que en esa zona del espectro existen también contribucio-

nes tanto de la dispersión de luz del polı́mero como la cola de una banda de absorción del PC en su

forma abierta, se sustrajo esta contribución considerando el espectro de un polı́mero que contenı́a

sólo PC (y dodedilamina). Se observa que la banda obtenida por esta sustracción, coincide muy

bien en posición y en forma con la banda de absorción de la sonda AcFC en cloroformo. Se tomó un

valor aproximado del coeficiente de extinción de la sonda FC (εcPC(540 nm) =36 000 M−1 cm−1).

La estimación del coeficiente de extinción de la sonda FC puede presentar un error considerable,

ya que el espectro de absorción presenta variación con la polaridad del solvente.

Se estimó el contenido de PC y FC a partir de las consideraciones enunciadas arriba, supo-

niendo que la adición de las cadenas de dodecilamina fue completa. Considerando que el PMA

contiene una media de 40 unidades de monómero por cadena, se estimó el número de moléculas

de PC y FC promedio por cadena de polı́mero. La tabla 6.2 muestra los valores estimados de masa

molar, composición ( % en moles) y número de moléculas de PC y FC por cadena de cada polı́mero

preparado. Se puede observar que los valores obtenidos son muy diferentes a la estequiometrı́a de

la reacción, e incluso son similares entre todas las muestras de polı́mero. Los resultados muestran

que la reacción de acoplamiento tiene bajo rendimiento. Una explicación posible se basa en la baja

nucleofilicidad de las aminas aromáticas empleadas como grupo funcional para el anclaje del PC

y la sonda fluorescente al polı́mero.

Considerando que aproximadamente el 22 % del PC unido al polı́mero se encuentra en la forma
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Tabla 6.2 Composición estimada de polı́meros anfifı́licos modificados con PC y FC

PC-FC ( %

inicial)a

Mw

(g mol−1)

% PCa- (n°

PC/cadena)

% FCa- (n°

FC/cadena)

Polı́mero activo

(par D-A/cadena)b

I - 20-05 11 899 1,6 % - (0,64) 0,3 % - (0,12) 5 %

II - 20-10 11 940 1,9 % - (0,75) 0,2 % - (0,08) 4 %

III - 35-05 11 970 2,1 % - (0,83) 0,1 % - (0,05) 3 %

IV - 35-10 12 051 2,4 % - (0,97) 0,3 % - (0,12) 6 %

a el % esta referido a la cantidad de monómeros (grupos anhı́drido).
b el % está referido al total de cadenas de polı́mero, calculado por estadı́stica de Poisson.

cerrada en el estado fotoestacionario, la relación entre donor-aceptor FRET (cPC/FC) varı́a de 1

a 4 (lo que no coincide con las cantidades de reactivos al inicio de la reacción de adición). Esto

es inconveniente, y es de esperar que muchas cadenas de polı́mero contengan sólo PC, sólo FC o

ninguno de ellos. En cambio, para observar FRET es necesario que donor y aceptor se encuentren

a corta distancia uno del otro. Para estimar cuál es la probabilidad de encontrar una cadena

de polı́mero que contenga el par PC-FC, se puede resolver el problema con una distribución de

Poisson ya que al tener baja concentración de PC y FC, es baja la probabilidad de que ambos se

encuentren en una misma cadena. Se consideró como una primera aproximación que la presencia

de cada una de estas moléculas es independiente de la presencia de la otra.

La distribución de Poisson es útil para describir la probabilidad de que ocurra un evento “raro”

(poco probable) y esta dada por

f (λ; k) =
λke−λ

k!
∀λ ∈ <; λ > 0 k ∈ ℵ (6.3)

donde k es el número de veces que se observa un evento; en este caso, la presencia de la molécula

en un sitio, y λ es un parámetro que representa el número de veces que se espera encontrar la

molécula. El parámetro λ esta relacionado con el valor esperado y la varianza (λ = E(X) =

Var(X)), es decir λ = media y en nuestro caso, será el número de moléculas promedio por cadena.

Tomando como ejemplo el caso del polı́mero IV, cada polı́mero tiene en promedio 40 unidades

de monómero, el 2,4 % están ocupadas por PC y el 0,3 % ocupadas con FC. Entonces tendremos

0,24× 40 = 0,97 ∼ 1 unidad de monómero ocupada con PC (λ = 1) por cada cadena, en promedio

y 0,03× 40 = 0,12 unidades ocupadas por FC (λ = 0,1). La tabla 6.3 muestra la probabilidad de

encontrar una cadena con ninguna molécula (k = 0), con una molécula (k = 1), dos moléculas

(k = 2), etc.

Por lo tanto, la probabilidad de encontrar un par donor-aceptor en una cadena de polı́mero

la podemos estimar esperando tener 1, 2, 3 o 4 PC con 1 o 2 FC, y tendrı́amos 0,62× 0,1 = 0,062.

Es decir que ∼ 6 % de las cadenas de polı́mero contienen un par donor-aceptor para pcFRET. En

principio esto es un número mucho mas bajo del esperado. En la última columna de la tabla 6.2 se

muestra la probabilidad ( %) de encontrar una cadena de polı́mero con un par donor-aceptor con
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Tabla 6.3 Ej. polı́mero IV. Cálculo de probabilidad de encontrar una cadena con un determinado

número (#) de moléculas.

λ k =#PC/cadena (A) Prob. λ k =#FC/cadena (D) Prob.

1 0 0.38 0.1 0 0.90

1 1 0.37 0.1 1 0.09

1 2 0.18 0.1 2 0.01

1 3 0.06 -

1 4 0.01 -

Prob. Total 0.62 0.1

1-4 PC y 1-2 FC.

Los intentos de caracterizar estos polı́meros por 1H-RMN no condujeron a resultados satis-

factorios, debido no sólo a la baja concentración de cada molécula, sino también a la carencia de

H con un desplazamiento quı́mico caracterı́stico. Por otra parte, se intentó cuantificar diferentes

polı́meros mediante XPS. Para ello, se sintetizó una 3-HC con un átomo de Br, elemento que sólo

estaba presente en ésta molécula. Los átomos de F sólo están presentes en las moléculas de PC.

Por último, la señal proveniente de los grupos carboxı́licos y los N de las amidas, permitirı́an

tener una relación atómica con la cual determinar la composición del polı́mero. Sin embargo, los

experimentos no resultaron satisfactorios. En el caso del polı́mero con una 3-HC-Br, la señal Br 3d

fue muy poco intensa y no pudo ser sustraı́da del ruido de fondo. Por otro lado, se observó que la

relación F 1s respecto de S 2p propias del PC, era mucho menor que la esperada. Se determinó que

la componente F 1s disminuı́a considerablemente con el tiempo de exposición a los rayos X.

Dado que los largos tiempos de adquisición necesarios en muestras con baja concentración

de moléculas, hace inviable emplear XPS como técnica de caracterización de estos polı́meros

funcionalizados con PC y fluoróforos. Cabe destacar que si bien en los últimos tiempos se ha

popularizado el empleo de XPS como técnica analı́tica, su útilización no es trivial y los resultados

deben ser analizados cuidadosamente. En caso de contar con muestras orgánicas el daño causado

por la radiación puede ser considerable y se le debe prestar especial atención.

Si bien estos sistemas complejos y con baja concentración son difı́ciles de caracterizar, la espec-

trosmetria UV-vis en combinación con fluorescencia nos han permitido estimar la composición

de los polı́meros preparados. Más adelante se describe la caracterización de los ensamblados de

estos polı́meros con nanopartı́culas.

Cinética de Fotoconversión y Eficiencia FRET

A fin de determinar la cinética de fotoconversión del PC en estos polı́meros, se irradió una alı́cuota

del polı́mero funcionalizado en cloroformo (1 mg mL−1) con luz UV para ciclar la molécula, pos-

teriormente, con luz visible para abrirla (340± 10 y 545 nm respectivamente) incrementando el

tiempo de exposición. El experimento fue monitoreado adquiriendo los espectros de absorción

UV-Vis y de emisión de fluorescencia de la sonda FC. La figura 6.9 muestra a modo de ejemplo,
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Figura 6.9 Cinética de fotoconversión de la muestra IV. Las figuras (a) y (c) muestran los espec-

tros de absorción y emisión, respectivamente, para la reacción de ciclación (violeta) y apertura

del anillo (verde). Las figuras (b) y (d) muestran los máximos de absorción y emisión a 540 nm,

ajustados con una curva monoexponencial representando una ley de velocidad de primer orden.

los espectros de absorción y emisión de uno de los polı́meros a distintos tiempos de irradiación

con luz UV y visible. Se observó una disminución importante en la intensidad de fluorescencia,

no recuperando el valor inicial luego de completar el ciclo de cerrado y apertura del anillo. Esto

indica que la sonda FC sufre un proceso de fotoblanqueo (fotobleaching) importante, con una per-

dida de ∼ 20 % de la intensidad de fluorescencia luego del primer ciclo de fotoconversión del PC.

Se supuso que la formación de la forma cerrada y su posterior apertura siguen ocurren a través de

reacciones de primer orden, dado que se trata de una reacción de ciclación (intramolecular) [46].

Si bien los máximos de absorción y fluorescencia en función del tiempo pudieron ser ajustados

por una función monoexponencial (primer orden), pero se contó con pocos puntos y considerando

el fotobleaching observado, los valores de tiempo medio estimados no corresponden a procesos

elementales. Asimismo, los tiempos encontrados tanto por absorción como por fluorescencia son

similares. Es interesante notar que la reacción de ciclación es mucho mas lenta que la reacción de

apertura del anillo.

Tomando la relación de intensidades al inicio y al final del ciclo de cerrado y apertura del
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Tabla 6.4 Caracterización del pcFRET para distintos polı́meros en solución de cloroformo

Nombre E R0 (nm)

20-10 0.294 3.8

35-05 0.303 3.7

35-10 0.343 3.6

PC, se encuentra que hay una disminución del 18,89 % (fig. 6.9). Cabe notar que el fotoblanqueo

del fluoróforo solo ocurre cuando es irradiado con luz UV y que los dos efectos por los que

disminuye la fluorescencia (FRET y flotoblanqueo) son independientes. Por lo tanto, si la señal de

fluorescencia luego de irradiar la muestra con luz UV es IDA, la señal correspondiente al donor

en ausencia de PC, ID =, debe considerarse como la intensidad de fluorescencia de la muestra

luego de ser irradiada con luz visible, para poder descontar disminución de la señal debida al

fotoblanqueo. Ası́ entonces en primera instancia la eficiencia FRET está dada por

E = 1− IDA
ID

= 0,343 (6.4)

La E suele ser utilizada para calcular la separación entre el donor y el aceptor, rD−A a fin de obtener

información estructural del sistema en estudio. El radio de Föster (R0) calculado con la ecuación

2.37 para este polı́mero es 3,6 nm. Si la eficiencia del pcFRET (E) es 0,343 con la ecuación 2.36 se

puede calcular que la distancia promedio (r) a la que se encuentran el PC y FC en el polı́mero

en cloroformo es 4 nm. En nuestro caso, estos valores son sólo estimativos, ya que al desconocer

el indice de refracción del medio (cercano) donde están las moléculas, este se estimó empleando

n = 1,4 (nCHCl3
= 1,4459 y nhexano = 1,375). Asimismo, estos valores

Por lo descripto anteriormente respecto a la probabilidad de tener al azar cadenas de polı́mero

con un par donor-aceptor FRET se puede estimar el “coeficiente de marcado”, es decir, la cantidad

de donores que tienen cerca a un aceptor. Considerando que ambas moléculas están distribuidas

al azar y que la unión de una de ellas a la cadena del polı́mero es independiente de la presencia

de la otra, se puede aproximar que si el 62 % de las cadenas del polı́mero se encuentran con 1 a

4 moléculas de PC, la misma proporción de las moléculas de FC tienen cerca uno o mas PC. Sin

embargo, como en el estado fotoestacionario aproximadamente el 22 % de las moléculas del PC

(cPC) pueden actuar como aceptores FRET, la relación cPC:FC estará dada por 0,62× 0,22 = 0,14.

Es decir que sólo el 14 % de las moléculas de FC tendrán cerca una molécula de cPC para tener

FRET. Esta muy baja relación cPC:FC no es consistente con la eficiencia FRET calculada (ecuación

6.4). Incluso al emplearla ecuación 2.39 para calcular la eficiencia en condiciones de baja relación

A:D, al emplear el valor fA = 0,14 se obtiene un valor de E > 1, lo que no tiene sentido fı́sico. Esto

implica que el valor de E calculado anteriormente no es correcto, y el error radica en la relación

de intensidades IDA/ID. Debemos considerar un el efecto de filtro interno entre la absorbancia

del cPC en la zona de ∼ 360 nm que podrı́a contribuir a un error en la determinación de la

eficiencia FRET. A modo descriptivo, la absorbancia el cPC a ∼ 360 nm es similar a su absorbancia

a ∼ 540 nm (AbscPC
360 ≈ 18 000 M−1 cm−1). Considerando que la relación total de PC a FC es 10:1,

y que en el estado fotoestacionario hay una relación 2:10 entre cPC:PC, tendremos una relación
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2:1 entre cPC:FC. En este sentido, tendremos aproximadamente la misma absorbancia a 360 nm

tanto del cPC como del FC (AbscPC
360 × 2 ≈ AbsFC

360). Por lo tanto, es de esperar que la disminución

de la emisión del fluoróforo luego de irradiar con luz UV, no sólo se debe al fotoblanqueo sino

también a la FRET, si no también a la absorción del cPC de la radiación de excitación del fluróforo

al momento de tomar su espectro de emisión con el espectroflurómetro.

Lo que se observó también, es que la relación IN∗/IT∗ varı́a a medida que cambia la eficiencia

del FRET. Aumenta la relación IN∗/IT∗ de 0,213 hasta 0,28 cuando se logra el estado fotoestacio-

nario, y vuelve a tomar el valor 0,213 cuando se elimina el FRET. La relación IN∗/IT∗ no se ve

afectada por el fotoblanqueo. Este proceso sólo debe provocar una disminución de la señal de

flourescencia. Dado que el PC como aceptor FRET se comporta como un extintor de la fluores-

cencia que afecta principalmente a la banda T*, la variación de la relación IN∗/IT∗ en principio

indicarı́a que el equilibrio del ESIPT para la sonda FC estarı́a dominado por un control cinético

(ver sec. 5.1.1). Este resultado está de acuerdo con que esta sonda presenta un equilibrio ESIPT

inusualmente lento. [48]

6.3 Caracterización de Ensamblados de Polı́meros Fotomodula-

bles y Nanopartı́culas

Se prepararon ensamblados de AuNP de 2 y 4 nm y PdNP de 3 nm con un PMA-PC-FC-NC12

siguiendo el procedimiento general descripto en la sección 3.4 sin utilizar agente entrecruzador.

Las PdNPs fueron provistas por Gaston Corthey del grupos de Nanoscopias y Fisicoquı́mincas

de Superficies de INIFTA, y en la ref. [49] se describen los detalles de su preparación. Los

ensamblados fueron purificados por cromatografı́a de exclusión por tamaños (CET) y también

por electroforesis en gel de agarosa (EGA), usando en ambos casos buffer TBE 1x como eluyente

y electrolito respectivamente. El equipo de HPLC que se utilizó dispone de un detector UV-Vis

(540 nm). La figura 6.10a muestra la absorbancia de las distintas fracciones obtenidas en la CET,

junto con la emisión de fluorescencia a 550 nm (emisión de la banda T* de FC). La absorción a

540 nm no solo es la que determina el HPLC, si no también es cercana a la absorción del plasmón

de Au en las NP, mientras que a 287 nm existe una banda intensa propia de la absorción de

los anillos aromáticos (presentes en PC y FC). Las fracciones n° 16 y 17 presentan la máxima

absorción a 540 nm indicando la presencia de AuNP. Las fracciones posteriores presentan una

mayor absorción a 287 nm respecto de 540 nm, indicando que hay una cantidad apreciable de

polı́mero sin AuNP. Asimismo, la señal de fluorescencia es más intensa en estas últimas fracciones.

Dado que las AuNP de 2 nm y las de PdNP no tienen absorción de plasmones, el HPLC no podı́a

detectar su pasaje. Por lo que se colectaron fracciones en un rango similar en tiempos de elusión,

y luego se caracterizó cada fracción por espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia. Como en estos

ensamblados no se utilizó agente entrecruzador, es de esperar que el polı́mero no ensamblado no

forme grandes agregados poliméricos (como se mostró antes, sección 5.3). Además, hay que tener

en cuenta que en estos métodos de purificación las muestras sufren dilución y en caso de existir

micelas, si la concentración del polı́mero es menor que la concentración micelar crı́tica (CMC), estas

sufrirı́an cambios. Recordando que en la CET las primeras fracciones son de aquellos componentes
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Figura 6.10 (a) máximos de absorción y fluorescencia para cada fracción obtenida por CET, (b)

imágenes de un gel de agarosa con los ensamblados sin agente entrecruzados, (c) distribución de

tamaños por DLS y (d) espectros de fluorescencia de FC en los ensamblados purificados por CET

y EGA.

mas voluminosos, se puede deducir de los ensamblados presentan un tamaño mayor que el

polı́mero libre no ensamblado puede –o no– estar formando pequeños aglomerados. Resultados

similares se obtuvieron al purificar los ensamblados por EGA. Como se muestra en la figura 6.10b,

las bandas correspondientes al polı́mero no ensamblado migran más que los ensamblados de NPs,

a diferencia de lo que ocurrı́a cuando se empleó agente entrecruzador (ver fig. 5.10).

Se determinó el tamaño de las diferentes fracciones obtenidas en la CET ası́ cómo de las

fracciones obtenidas por la EGA, mediante dispersión de luz dinámica (DLS). En la figura 6.10c

se muestran los resultados obtenidos por DLS, donde se observa que el polı́mero libre forma

ovillos o micelas de unos 6 a 8 nm y los ensamblados presentan un tamaño mayor de 10 nm. Los

ensamblados de AuNP de 2 nm presentan por DLS un tamaño menor que el de los ensamblados
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(a) (b) (c)

Figura 6.11 (a) y (b) muestran imágenes de microscopia SEM de una muestra de AuNP@PMA-

PC-FC-NC12 (c) espectro EDS con el que se determina la presencia de Au en la muestra. Imágenes

tomadas en el Centro de Microscopı́a Avanzada de la Facultad de Ciencias Exactas de la Univer-

sidad de Buenos Aires, con un microscopio de barrido de electrones modelo SUPRA™40 de Carl

Zeiss con una columna GEMINI®FESEM

con AuNP de 4 nm y PdNP de 3 nm. Se intentó caracterizar una muestra en ensamblados con

AuNP de 4 nm purificados por EGA mediante microscopia de barrido de electrones (SEM), como

se muestra en la figura 6.11. Se puede observar en la figura 6.11a un cúmulo de esferas de un

tamaño aproximado de 10 nm, donde el espectro EDS (Energy-dispersive X-ray spectroscopy) en la

figura 6.11c muestra la presencia de Au en esos cúmulos. Sin embargo en otras zonas de la muestra

fue muy difı́cil poder tomar imágenes similares dado que se observaban alteraciones del material

a al aumentar el tiempo de exposición a la radiación de electrones, como se puede observar en la

figura 6.11b.

En la figura 6.10d se comparan los espectros de fluorescencia de los ensamblados y micelas de

polı́mero libre purificados por las dos técnicas, junto con una muestra de polı́mero sin ensamblar

disuelto directamente en buffer TBE 1x. Primeramente se puede notar que las muestras purifi-

cadas por EGA, presentan una mayor relación IN∗/IT∗ respecto de las muestras purificadas por

CET, lo que indicarı́a una mayor exposición de la sonda FC a un entorno de mayor polaridad.

Dado que se trata de los mismos ensamblados, purificados por métodos diferentes, el método

de purificación modifica la estructura de los ensamblados. La EGA si bien es una técnica “sua-

ve” que permite separar proteı́nas, el campo eléctrico aplicado podrı́a alterar la estructura de los

ensamblados. Al mismo tiempo, el calor generado al aplicar altas diferencias de potencial (70

a 100 V, unos 10 V cm−1) podrı́a modificar la estructura de los ensamblados. Por otro lado, la

fracción de polı́mero no ensamblado recuperado del gel de agarosa presenta la misma relación

IN∗/IT∗ que las NP ensambladas, purificadas por la misma técnica. Mas adelante se discutirán los

resultados obtenidos en fluorescencia resuelta en el tiempo para poder interpretar las diferencias

entre estas muestras. Al comparar estos espectros de fluorescencia con los de la misma sonda FC

discutidos en la sección 5.4 se observan algunas diferencias. Los ensamblados AuNP@PMA-PC-

FC-NC12 presentan una menor relación IN∗/IT∗ que los ensamblados AuNP@PMA-FC-NC12 (0,2

y 0,5 respectivamente), al mismo tiempo la bandas N* no se encuentran tan definida.

La tabla 6.5 muestra los valores de eficiencia FRET para diferentes ensamblados y el polı́mero
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Tabla 6.5 Eficiencia FRET para diferentes ensamblados de un mismo polı́mero.

Muestra Purificación E IN∗/IT∗

Inicial cPC aPC

2nm AuNP@PMA-PC-FC-NC12 HPLC 0.299 0.218 0.25 0.19

4nm AuNP@PMA-PC-FC-NC12 HPLC 0.358 0.218 0.31 0.216

4nm AuNP@PMA-PC-FC-NC12 Gel 0.336 – – –

Polı́mero Libre Gel 0.346 0.31 0.45 0.33

libre en solución acuosa. Si bien los efectos de fotoblanqueo, y filtro interno son similares, se puede

obtener información útil respecto de estos ensamblados. Se puede notar que el valor calculado de

eficiencia FRET de los ensamblados de AuNP de 2 nm es similar al encontrado para este mismo

polı́mero en cloroforno (ver tabla 6.4). Sin embargo para los otras muestras se tienen eficiencias

un poco mayores. Si bien se podrı́a suponer que valores mas grandes de eficiencia indican mayor

cercanı́a donor-aceptor, en estos casos es posible que se trate de errores experimentales, ya que

como se mostró en la figura 6.10d no se observan diferencia en la relación IN∗/IT∗ de las fracciones

obtenidas por cada método de purificación.

6.3.1 Caracterización por Fluorescencia Resuelta en el Tiempo.

En trabajos anteriores se han interpretado los decaimientos de fluorescencia de ambas bandas, N*

y T*, con una función biexponencial en la cual el tiempo corto corresponde a la transferencia de

protón y un tiempo largo correspondiente al decaimiento de fluorescencia [50]. Se ha mostrado

que la sonda 2-(2-furil)-3-hidroxicromona (molécula análoga a la sonda FC, pero sin el grupo

amida en la posición 6) presenta una dinámica de transferencia de protón del orden de ∼100

a 260 ps (∼1000 veces mas lento que para FE) usando un conjunto de solventes de diferente

naturaleza. [48]. Por otra parte, los tiempos mas largos (0,4 a 1,5 ns) están relacionados con el

decaimiento de fluorescencia. Los tiempos de vida cortos para ambas bandas son prácticamente

iguales (τN∗
1 ≈ τT∗

1 ) lo que indica que están relacionados al ESIPT y la amplitud αT∗
1 tiene signo

negativo ya que los estados T* se generan a partir de los estados N* [48].

En nuestro caso, la sonda FC en requirió el uso de dos o tres exponenciales para la banda N* y

dos para la banda T*, en los ajustes de decaimiento de fluorescencia. Este primer resultado puede

interpretarse considerando que la sonda se encuentra en diferentes entornos o que el decaimiento

no sigue la ley exponencial [51]. Esta última posibilidad se descartó ya que en la bibliografı́a se ha

demostrado que el ajuste exponencial es adecuado [48, 50, 52]. Mientras tanto, la interpretación

según la cual la sonda fluorescente se encuentra en diferentes entornos está soportada por lo

resultados discutidos en la sección 5.5. Dado el ancho excesivo del pico (∼ 1,2 ns) del pulso de

excitación no fue posible determinar los tiempos de vida relacionados con el ESIPT. Si la sonda

se encuentra en diferentes posiciones respecto de la superficie del ensamblado estará afectada

de diferente manera por un quencher. Por esto, se obtienen diferentes tiempos en los que la

molécula puede permanecer en su estado excitado. Es de esperar que si la sonda se encuentra mas
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expuesta al exterior del ensamblado, sufra un mayor número de colisiones que si se encuentra en

el interior. De todos modos, muchos de los ajustes no fueron adecuados y presentaban valores de

χ2
R muy alejados de la unidad. Esto dificulta el análisis cuantitativo y se deben tomar los valores de

tiempo de vida ( τ) con mucha cautela. En general, lo valores de τ están en el rango de τ1 < 1 ns;

1,2 ns < τ2 < 3 ns y 5 ns < τ3 < 8 ns. Considerando los valores de las amplitudes, se observó que

la banda N* presentó sus tres valores muy similares, pero la banda T* mostró que αT∗
2 y αT∗

3 son los

preponderantes. Por esto es de esperar que la componente de tiempo más corto presente un gran

error. Nótese que la componente de tiempo más corto tendrı́a asociados mayores errores relativos,

ya los tiempos de vida son cercanos al limite de detección del equipo y al tiempo del ESIPT.

El Dr. Klymchenko1 de la Universidad de Estrasburgo, Francia, es uno de los investigadores

con más experiencia en el análisis de sondas fluorescentes ESIPT, con una amplia experiencia

en con sondas fluorescentes ESIPT, principalmente 3HCs. En una comunicación personal, ha

comentado que interpretar los resultados de fluorescencia resuelta en el tiempo empleando la

sonda FC (unida con un grupo amida en la posición 6) presenta serias dificultades. Por ello, al

investigar la interacción de péptidos y oligonucleótidos no ha incluido esa clase de experimentos

en sus publicaciones [zamotaiev˙improved˙2011, 53], y sólo fueron presentados los resultados de

fluorescencia en estado estacionario.

Al comparar los decaimientos de fluorescencia para las diferentes muestras se encuentran

resultados importantes. La figura 6.12 muestra los decaimientos de fluorescencia de las bandas

N* y T* para las muestras purificadas por EGA y CET, respectivamente. La diferencia que se

encuentra es que los ensamblados sobre AuNP de 4 nm presentan un decaimiento más rápido

en ambas bandas para las muestras purificadas por EGA. Al mismo tiempo se puede notar que

no hay diferencias significativas en los tiempos de vida de los ensamblados de AuNP de 2 nm,

PdNP de 3 nm y la muestra del polı́mero no ensamblado recuperado del gel de agarosa. Este

último resultado está de acuerdo con lo sugerido a partir de los ensayos de fluorescencia en estado

estacionario mostrado en la figura 6.10d. Esto es, la purificación por EGA no es suficiente para

separar completamente los ensamblados de las micelas poliméricas.

Tampoco se observan diferencias significativas en los tiempos de vida en las muestras purifica-

das por CET, aunque es importante notar que los ensamblados sobre PdNP de 3 nm muestran un

tiempo de decaimiento para la banda N* ligeramente menor que en los ensamblados sobre AuNPs.

Sin embargo, al comparar los decaimientos de fluorescencia de cada ensamblado para ambos

métodos de purificación se observan algunas diferencias. Los ensamblados sobre AuNP de 4 nm

presentan decaimientos muy similares en la banda N*, pero la banda T* muestra un decaimiento

más rápido en la muestra purificada por EGA. Los ensamblados de AuNP de 2 nm, PdNP de 3 nm

muestran aproximadamente el mismo decaimiento en la banda T*, pero la banda N* muestra un

decaimiento más rápido en las muestras purificadas por CET.

Viendo que esta información es difı́cil de interpretar considerando un mismo modelo para

todos los ensamblados. Es importante considerar algunos resultados cualitativos que se muestran

en la próxima sección, que ayudan a interpretar este tipo de ensamblados.

1https://www.researchgate.net/profile/Andrey Klymchenko
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Figura 6.12 Decaimientos de fluorescencia de los ensamblados de PMA-PC-FC-NC12 sobre NP

de Au y Pd, purificados por (a, b) electroforefis en gel de agarosa (EGA) y (c, d) cromatografı́a de

exclusión por tamaño (CE)

6.4 Efecto de los cambios de composición de los polı́meros sobre

la calidad de los ensamblados

La interacción entre las moléculas unidas al polı́mero puede afectar la posición que adquieran estas

al formar los ensamblados. En los polı́meros preparados con una gran cantidad de fotocrómico

(∼ 6 %) y menor cantidad de dodecilamina (50 %) se formaron ensamblados que presentaron una

relación IN∗/IT∗ = 1,7, indicando que la sonda FC se encontraba expuesta a un medio de alta

polaridad. En la figura 6.13 se muestra los espectro de emisión de la sonda FC en dos ensamblados

con diferente proporción de moléculas voluminosas y cadenas alquı́licas.

Es interesante considerar otros resultados cualitativos obtenidos al preparar los distintos en-

samblados. Se puede notar que cuanto mayor es la cantidad de moléculas voluminosas unidas
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Figura 6.13 Espectros de emisión de dos polı́meros ensambaldos. La principal diferencia entre

ellos radica en la composición de dodecilamina

al polı́mero, y menor la cantidad de cadenas de dodecilamina, es mayor la proporción de sondas

fluorescentes expuestas al solvente. Asimismo, se observó que las suspensiones de los ensambla-

dos con baja proporción de dodecilamina en solución alcalina presentaban un aspecto turbio, y

se obstruı́an los filtros de 0,22 µm y hasta los de 0,44 µm de tamaño de poro. Mientras tanto, los

ensamblados de NPs con polı́mero que sólo contenı́an cadenas de dodecilamina (PMA-75NC12) se

disolvı́an instantáneamente en solución alcalina. Se preparó un polı́mero que contenı́a moléculas

de anilina en reemplazo de las cadenas de dodecilamina, y los ensamblados que se intentaron pre-

parar con este polı́mero y AuNPs de 4 nm formaron suspensiones muy turbias en solución alcalina

y nunca pudieron ser purificados. Aquellos ensamblados con menor cantidad de dodecilamina (ej.

PMA-50NC12) formaban ensamblados poco estables. Estos resultados sugieren que los polı́meros

menos sustituidos con moléculas voluminosas tienen una mayor probabilidad de formar ensam-

blados con las NPs. En un trabajo en colaboración con el Dr. Sebastian Dı́az del grupo de Dinámica

Celular dirigido por el Dr. Thomas Jovin en el Intituto Max Planck de biofı́sico-quı́mica de Göttin-

gen, Alemania, se observó que los ensamblados de polı́meros anfifı́licos similares ensamblados

sobre nanocristales semiconductores (quantum dots) presentaban mayor afinidad para formar

ensamblados con cadenas de polı́mero poco sustituidas con grupos voluminosos [44]. Además, se

determinó que esos ensamblados sufrı́an cambios similares a los mostrados en el capitulo 5 frente

a agregados de cosolvente. Las moléculas de fotocrómico actúan como aceptores pcFRET de la

fluorescencia del QD (emisión a 540 nm) en el centro del ensamblado. Esos ensamblados también

contienen un fluoróforo Alexa650 (emisión 650 nm) como referencia, al cual llamaremos QD-PC-

Alexa. La figura 6.14 muestra los espectros de absorción y emisión para sucesivos agregados de

i-PrOH expresado en % de volumen [45]. Se observa que en todos los casos se presenta un cambio

de comportamiento al rededor del 20 % de i-PrOH, concentración similar a la encontrada con los

ensamblados que contenı́an la sonda FC. La figura 6.14b muestra los espectros de absorción de

QD a 395 nm, PC a 540 nm y Alexa a 650 nm. La figura 6.14c muestra la disminución de la señal

de emisión del QD en un ensamblado de referencia que sólo contenı́a cadenas de dodecilamina.

Por último la figura 6.14d muestra la emisión de fluorescencia para el ensamblado QD-PC-Alexa,
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S E C C I Ó N 6 . 4 . C O M P O S I C I Ó N D E L O S P O L Í M E R O S Y C A L I D A D D E L O S E N S A M B L A D O S .

i-PrOH

Alexa-650

cPC

aPC

QD

(Alexa)
(PC)
(QD)

(Alexa)
(QD)(QD)

(a) (b)

(c) (d)

Figura 6.14 (a) Esquema de modificación de la estructura de los ensamblados QD-PC-Alexa con

agregados de i-PrOH. (b,c,d) Muestran la absorción y emisión caracteristicas de cada especie en

este sistema, frente a sucesivos agregados de i-PrOH ( % v/v). (b) Absorción, (c) emisión de un

QD (540 nm) ensamblado con un polı́mero que sólo contiene dodedilamina, (c) emisión de los

ensamblados QD-PC-Alexa. Adaptado de la ref. [45]

donde se observa una disminución de la emisión del QD y luego un aumento a ∼ 20 % v/v de

i-PrOH. Estos resultados han sido interpretados considerando un hinchamiento (swelling) del

ensamblado hasta llegar a desarmar el mismo separando el QD del polı́mero.

En la figura 6.15b se observa una estela rojiza en la parte posterior al avance de los ensam-

blados, lo que indica inestabilidad de los mismos. Dicha inestabilidad puede deberse a que las

nanopartı́culas formaron ensamblados con diferente grado de cubrimiento de polı́mero, lo que da

como resultado ensamblados con diferente relación carga-radio y la consecuente banda ancha en

la migración por el gel. También se debe considerar la posibilidad de que los ensamblados sufran

pérdida parcial de las cadenas del polı́mero a medida que transcurre el tiempo que son expues-

tos a la diferencia de potencial eléctrico durante la purificación. Si los polı́meros se encuentran

débilmente ensamblados con las NPs debido a una alta concentración de moléculas voluminosas

se favorecerá la perdida de las hebras cargadas, lo que también disminuye la relación carga-radio.

El grupo del Dr. Mariscal de la Universidad de Córdoba, ha desarrollado un potencial semi-

empı́rico para simular computacionalmente la interfase oro-tiol, con el cual es posible considerar

tioles de cadena larga. En la figura 6.16 se muestran imágenes simuladas de tres geometrı́as distin-

tas del carozo metálico y de la estructura de los tioles que recubren las AuNP. Se puede notar que

las cadenas de tioles sobre las caras facetadas de las AuNPs forman “racimos” empaquetados, de

manera similar a lo que ocurre en una SAM, dejando grandes espacios entre las cadenas unidas

a cada cara. Asimismo, como se describió en el capı́tulo 4 las AuNPs@SC12 podrı́an presentar
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(a) (b)

Figura 6.15 Imágenes de geles de agarosa en la purificación por electroforesis de ensamblados

con polı́mero con (a) bajo número de moléculas voluminosas (ensamblados estables) y (b) mayor

número de moléculas voluminosas (ensamblados poco estables).

Figura 6.16 Estructura de la interfase Au-tiol para diferentes geometrı́as de AuNP. Reproducido

de la ref [54] ©Royal Society of Chemistry 2011

cantidades importantes de tiol fisisorbido a la capa orgánica de las NPs, lo que podrı́a interferir

con la formación de los ensamblados.

Esta estructura es muy diferente a la capa de trialquilfosfinas u óxido de trialquilfosfina que

recubren generalmente a los QDs. Es de esperar que estas moléculas por tener tres cadenas

alquı́licas unidas a un mismo átomo de P, que es el punto de anclaje a la superficie, formen un

empaquetamiento menos compacto.

6.5 Discusión y Conclusiones Parciales

Con los resultados expuestos en el capı́tulo anterior (Cap. 5) se podı́a inferir que el rendimiento de

la reacción de acoplamiento de las sondas fluorescentes al polı́mero anfifı́lico era bajo. Al comienzo

de este capı́tulo se mostró que el rendimiento de esta reacción no sólo es bajo, sino también que

no depende en forma simple de la cantidad de reactivos. En la tabla 6.2 se mostró que al duplicar

la cantidad de FC durante la reacción no se tuvo un resultado muy diferente en la concentración

de esta sonda en el polı́mero resultante. Algo similar se encontró respecto a la concentración
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del PC. Poder mejorar la forma de anclaje de estas moléculas al polı́mero es un punto esencial

para obtener polı́meros y ensamblados mas homogéneos y con mayor concentración de moléculas

funcionales. Asimismo, la composición del polı́mero es difı́cil de determinar, mas aún cuando la

concentración relativa de cada componente. De hecho, la composición de los polı́meros descriptos

en el capı́tulo anterior no se pudo determinar con presición, debido a la baja concentración de

las sondas fluorescentes. En las reacciones de acoplamiento se emplearon concentraciones de 1 a

2 % (respecto de los grupos anhı́drido), por lo que suponemos que la concentración real de estas

moléculas es unas 10 veces menor que las obtenidas en los polı́meros descriptos en éste capı́tulo.

El bajo rendimiento de la reacción de acoplamiento directo de las moléculas aromáticas funcio-

nalizadas con un grupo amina y los grupo anhı́dridos del polı́mero, conduce a un sistema poco

homogéneo. Considerando una distribución de Poisson se estimó que sólo el 6 % del polı́mero

sintetizado contiene el par donor-aceptor requerido para tener pcFRET y modular la señal de

emisión de la sonda fluorescente en los ensamblados.

Al final de éste capı́tulo se mostraron algunos resultados cualitativos de diferentes polı́meros

y ensamblados. Se mostró que la estabilidad de los ensamblados depende fuertemente de la

forma de prepararlos y de la composición de los polı́meros. La proporción de cadenas alquı́licas

es posiblemente la principal razón de estabilidad de los ensamblados. Desde luego, esto limita

la cantidad de moléculas que se pueden unir al polı́mero por reacción directa con los grupos

anhı́dridos.

Los resultados obtenidos respecto a la eficiencia FRET deben ser considerados con cautela.

En principio, los valores de E parecen muy elevados considerando la baja probabilidad de tener

un par pcFRET en la misma cadena de polı́mero, considerando una distribución al azar de las

moléculas. Dado que la determinación de las intensidades podrı́a estar afectada por considerable

error, es de esperar no que haya mucha diferencia entre los valores obtenidos. De todos modos,

también se debe tener en cuenta la posibilidad de que la unión de las moléculas al polı́mero no sea

al azar, como se supuso al estimar la probabilidad de encontrar pares donor-aceptor. Puesto que

las moléculas que se unen son aromáticas, es posible que las interacciones π-π intermoleculares

induzcan adiciones de moléculas en posiciones cercanas y no al azar. La mayor cercanı́a entre las

moléculas aumentarı́a la eficiencia FRET.

Si bien el análisis de los tiempos de vida es muy complejo, los resultados son consistentes con la

idea de que las sondas se encuentran distribuidas en diferentes entornos. Mas aún, considerando

que el tiempo medio de la reacción ESIPT para la sonda FC es ∼ 100 ns en micelas aniónicas

y que se encuentre muy cerca del lı́mite de resolución en las experiencias realizadas, el análisis

puede contener un error importante principalmente los tiempos de vida más cortos. Asimismo,

en los casos que se necesitó emplear tres funciones exponenciales para ajustar los decaimientos

de fluorescencia de la banda T*, para los tiempos de vida más cortos (τT∗
1 < 1 ns) se encontró que

las amplitudes son muy pequeñas (αT∗
1 < 0,1) por lo cual no son consideradas en el análisis. Por

esto, considerando que fueron necesarios dos tiempos para ajustar el decaimiento de fluorescencia

de la banda T*, es razonable considerar que la sonda FC se encuentra en posiciones diferentes.

Nótese que estos resultados son consistentes con los obtenidos mediantes flourescencia en estado

estacionario discutidos en el capı́tulo anterior.
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Son muy importantes los resultados obtenidos respecto de la relación IN∗/IT∗ con y sin pcFRET.

Desafortunadamente dado que los decaimientos de fluorescencia son muy complejos de analizar

y debido a los errores en la determinación de la eficiencia de FRET por esto estacionario no se

pudo determinar el tiempo de vida relacionado con el decaimiento de fluorescencia por pcFRET

(quenching). Por esto, debemos considerar dos posibles causas respecto a la variación de IN∗/IT∗ .

Lo primero a considerar se desprende de los expuesto en la sección 5.1.1 y como se muestra en la

figura 5.3a. En caso que la velocidad del quenching sea más rápida que la reacción ESIPT, existirı́a

un dominio cinético del fenómeno y se podrı́a observar una diferencia entre la relación IN∗/IT∗

en presencia y ausencia de un extintor, similar a lo mostrado en la tabla 6.5. Esta interpretación

no puede asegurarse dado que desconocemos el tiempo de vida relacionado con el pcFRET. La

otra posibilidad, es considerar una vez más que la sonda se encuentra en diferentes posiciones

(entornos). Las moléculas de la sonda que están expuesta al exterior (en contacto con el agua)

contribuyan a la señal total de fluorescencia principalmente con la banda N* que justamente no

está tan afectada por el pcFRET, ya que la banda T* es la que presenta un mejor solapamiento con

la banda de absorción del cPC. En ese caso, las moléculas que se encuentran en un entorno de

menor polaridad presentan un mejor solapamiento de espectral.

El sistema es muy complejo y por lo tanto, los resultados son muy difı́ciles de interpretar ya

que la sonda estarı́a en diferentes posiciones y la señal de fluorescencia no se corresponde con

un modelo simple. Es importante destacar que se pudo obtener mucha información que ayudó a

tener una mayor comprensión de la estructura de este tipo de ensamblados. Estos ensamblados

supramoleculares son muy versátiles y por lo tanto tienen mucho potencial para ser utilizados

como sondas o como “actores” en experimentos con sistemas biológicos. La funcionalización

posterior de los ensamblados mediante los grupos carboxilato, permitirı́a unir moléculas para

reconocimiento especı́fico (biotina, nucleótidos, anticuerpos, entre otros) y ası́ expandir aun más

su campo de aplicación.
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(2) Sun, Y.; Wallrabe, H.; Seo, S.-A. y Periasamy, A. “FRET Microscopy in 2010: The Legacy of

Theodor Förster on the 100th Anniversary of his Birth” ChemPhysChem 2011, 12, 462-474.

(3) Ishikawa-Ankerhold, H. C.; Ankerhold, R. y Drummen, G. P. C. “Advanced Fluorescence

Microscopy Techniques|FRAP, FLIP, FLAP, FRET and FLIM” Molecules 2012, 17, 4047-4132.

(4) Jares-Erijman, E. A. y Jovin, T. M. “FRET imaging” Nature Biotechnology 2003, 21, 1387-1395.

(5) Pietraszewska-Bogiel, A. y Gadella, T. “FRET microscopy: from principle to routine techno-

logy in cell biology: FRET MICROSCOPY” Journal of Microscopy 2011, 241, 111-118.

(6) Gadella, T. W. y Jovin, T. M. “Oligomerization of epidermal growth factor receptors on A431

cells studied by time-resolved fluorescence imaging microscopy. A stereochemical model

for tyrosine kinase receptor activation.” The Journal of cell biology 1995, 129, 1543-1558.

136

http://dx.doi.org/10.1002/cphc.201000664
http://dx.doi.org/10.1002/cphc.201000664
http://dx.doi.org/10.3390/molecules17044047
http://dx.doi.org/10.3390/molecules17044047
http://dx.doi.org/10.1038/nbt896
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2818.2010.03437.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2818.2010.03437.x
http://jcb.rupress.org/content/129/6/1543.abstract
http://jcb.rupress.org/content/129/6/1543.abstract
http://jcb.rupress.org/content/129/6/1543.abstract


R E F E R E N C I A S

(7) Van Munster, E. B.; Kremers, G. J.; Adjobo-Hermans, M. y Gadella, T. W. “Fluorescence

resonance energy transfer (FRET) measurement by gradual acceptor photobleaching” Journal

of microscopy 2005, 218, 253-262.

(8) Wang, L.; Chen, T.; Qu, J. y Wei, X. “Photobleaching-Based Quantitative Analysis of Fluo-

rescence Resonance Energy Transfer inside Single Living Cell” Journal of Fluorescence 2010,

20, 27-35.

(9) Chen, Y.-C. y Clegg, R. M. “Fluorescence lifetime-resolved imaging” Photosynthesis Research

2009, 102, 143-155.
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Capı́tulo 7

Conclusiones Finales y Perspectivas

En esta tesis se ha estudiado la modificación de la superficie de nanopartı́culas de oro con el objeti-

vo final de contribuir al desarrollo de un sensor fluorescente fotomodulable a escala nanométrica.

Estos sensores están formados por dos partes esenciales: un centro metálico y una coraza orgánica.

La nanopartı́cula de Au en el centro tiene un tamaño menor a 4 nm, sobre la que se ensambla

un polı́mero anfifı́lico. Este último fue modificado con moléculas fluorescentes y fotocrómicas

que actúan como sonda y fotomodulador, respectivamente. Estas dos partes, nanopartı́culas y

polı́mero, se prepararon, purificaron y caracterizaron, para luego ser ensamblados, formándose

ası́ una sonda fluorescente fotomodulable.

En relación con la sı́ntesis y caracterización de AuNPs, se prepararon partı́culas hidrofóbicas,

recubiertas por dodecanotiol, mediante el método de dos fases de Brust-Schiffrin, e hidrofı́licas,

mediante reacciones de intercambio de ligandos.

El método de dos fases de Brust-Schiffrin resultó adecuado para controlar los tamaños de

AuNPs recubiertas por dodecanotiol. Estas fueron caracterizadas por espectroscopia de absorción

UV-Vis, XPS y TEM. Se encontró que estas AuNPs tienen distribuciones de tamaños estrechas,

son extremadamente estables, pueden purificarse y manipularse en forma simple y segura. Por

ello, se las eligió para ensayar la formación de ensamblados con polı́meros anfifı́licos. Por otra

parte, se realizaron importantes avances en la caracterización del daño por radiación que sufren

los agentes protectores de estas AuNPs cuando se estudian por XPS. El principal efecto encon-

trado es el incremento de la señal atribuida comúnmente a tiol libre o disulfuros. Con el fin de

minimizar el daño por radiación, se realizaron medidas de XPS en condiciones muy disı́miles, em-

pleando fuentes de rayos X de laboratorio y luz de sincrotrón. Aunque no fue posible establecer

una metodologı́a general para evitar esta clase de daño, fue posible caracterizarlo. Asimismo, se

concluyó que las AuNPs con las que se prepararon los ensamblados no presentan cantidad signi-

ficativa de tiol libre. Si estas especies formaran parte de la capa protectora, en lugar de provenir

exclusivamente de la irradiación con rayos X, esto representarı́a un inconveniente en la formación

de los autoensamblados con las cadenas alquı́licas de los polı́meros anfifı́licos.

Se realizaron con éxito reacciones de intercambio de ligandos sobre AuNPs recubiertas con

moléculas que interactúan débilmente con la superficie metálica, utilizando diferentes tioles que se

unen covalentemente con el Au. Se emplearon tioles con grupos carboxilatos que permiten obtener
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AuNPs solubles en agua. Las reacciones de intercambio de ligandos representan una alternativa

interesante a la sı́ntesis de Brust-Schiffrin de una fase donde se emplean tioles hidrosolubles. En

esas condiciones, algunos tioles –tal es el caso del TMA- forman tiolatos de Au(I) muy estables,

los que no pueden ser reducidos completamente en las condiciones de reacción. El método de

intercambio de ligandos, llevado adelante con un defecto estequiométrico de tiol en relación a la

cantidad total de Au en las AuNPs, permitió obtener AuNP@TMA que no presentaban especies

de tiolato de Au(I). Estas AuNP@TMA presentan la propiedad de ser solubles en soluciones

acuosas en un amplio rango de pH, lo que las hace muy interesantes para aplicaciones en sistemas

biológicos. Se determinó por XPS que estas AuNP@TMA presentaban una cantidad significativa

de azufre atómico coadsorbido a la superficie de Au. Además, mediante un estudio exhaustivo

del sistema Au-TMA, tanto en AuNPs como en SAMs formadas sobre Au(111), se determinó que

el azufre atómico se origina durante el proceso de adsorción del tiol. Con el apoyo de cálculos

teóricos, en los que se obtuvieron las frecuencias vibracionales de la unión C−S, se concluyó que

la cercanı́a del grupo carboxilato a la función tiol favorece el clivaje de dicha unión. Más aún, se

propuso un mecanismo de ruptura de este enlace, donde el grupo saliente con carga negativa se

encuentra relativamente estabilizado por resonancia. Este mecanismo se sustenta, además, en la

comparación entre resultados obtenidos para intercambios en fase acuosa (THPA-AuNP@TMA) y

orgánica (TOAB-AuNP@TMA). Las partı́culas protegidas por TOAB, dispersas en tolueno, fueron

modificadas con TMA y presentaron una mayor cantidad de azufre atómico respecto de las THPA-

AuNP@TMA. Esto se explicó considerando que los cationes tetraoctilamonio (TOA) presentes

en la superficie de la AuNP@TOAB precursoras, pueden formar pares iónicos con los grupos

salientes aniónicos, favoreciendo el proceso de clivaje.

La sı́ntesis y caracterización de polı́meros modificados con flouróforos y/o fotocrómicos con-

dujo a resultados interesantes. En primer lugar, estos polı́meros presentaron baja concentración de

especies ópticamente activas, en relación con las cantidades esperadas. Posiblemente la causa de

ello haya sido la baja reactividad que pueden presentar las aminas aromáticas (grupos funcionales

mediante los se unieron covalentemente los fluoróforos y fotocrómicos), a pesar de contar con un

polı́mero con grupos anhidrı́do. La quı́mica orgánica ofrece muchas herramientas para mejorar

la funcionalización de los polı́meros con fluoróforos y fotocrómicos. Alternativas atractivas son

la modificación de estas moléculas con espaciadores que presenten grupos más reactivos, como

aminas alifáticas, o la polimerización de monómeros que contengan las moléculas funcionales. El

otro aspecto interesante, es que es posible purificar los polı́meros modificados y utilizarlos en la

formación de ensamblabos supramoleculares.

Uno de los aspectos relevantes es la purificación de los ensamblados. Se ensayaron múltiples

técnicas de separación, resultando apropiadas sólo la cromatografı́a de exclusión por tamaños

y la electroforesis en gel de agarosa. Las diferencias encontradas en los espectros de emisión

de una muestra dada purificada por estos métodos muestran, por un lado, que estos sistemas

pueden sufrir profundas alteraciones durante su fraccionamiento y, por otro, que debe tenerse

sumo cuidado en la interpretación de los resultados.

Los ensamblados que contenı́an sólo la sonda fluorescente permitieron comprender los cam-

bios que pueden sufrir estas estructuras supramoleculares frente a modificaciones de la polaridad,
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fuerza iónica o pH del medio. Las 3HC como sondas ESIPT son muy sensibles a todos estos cam-

bios y, puesto que éstos no siempre pueden ser desacoplados, se dificulta la interpretación de los

resultados. Asimismo, los estudios del comportamiento de las sondas FE y FC en los ensamblados

frente al agregado de cosolventes permitieron postular que estas moléculas pueden sufrir cambios

en sus posiciones respecto de la superficie. Estos cambios de posición exponen bruscamente la

sonda a diferentes medios y esto se manifiesta en las variaciones de sus espectros de emisión. Por

otro lado, para la sonda FC los corrimientos de la banda T* hacia mayores longitudes de onda

y de la banda N* hacia bajas longitudes de onda sugieren su localización en un entorno rı́gido,

mientras que los cambios del rendimiento cuántico son indicativos de interacción con el medio

circundante.

Al estudiar los decaimientos de fluorescencia resuelta en el tiempo, se encontró que los re-

sultados no se pueden interpretar por un modelo simple para una sonda ESIPT. La necesidad

de incorporar al ajuste múltiples decaimientos sugiere la posibilidad de contar con la sonda en

diferentes entornos, lo que está en buen acuerdo con las conclusiones obtenidas para los espectros

de fluorescencia en estado estacionario.

El estudio del desarrollo de un sensor de polaridad fluorescente y fotomodulable, es una

interesante prueba de concepto con potencial aplicación en microscopia de fluorescencia. La sonda

FC sufrió un proceso de fotoblanqueo considerable cuando se irradió el sistema para la reacción

de ciclación del fotocrómico. Esto puede solucionarse seleccionando un par pcFRET+ESIPT que

presente mayor separación de la banda de absorción del donor y la longitud de onda a la que

se irradia el PC. La obtención de mayores concentraciones de flouróforo y altos rendimientos

cuánticos, permitirı́a preparar un sensor de polaridad, fotomodulable sin parpadeo y con alto

brillo. Si esto se lograse, se estarı́a frente a un sistema de potencial aplicación en microscopias de

fluorescencia. En otras palabras, la idea que soportar un polı́mero funcionalizado con fluróforos

sobre NPs conjuga las bondades de ausencia de parpadeo de los polı́meros fluorescentes, con el

pequeño tamaño que se logra al formar los ensamblados.
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