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Resumen

La capacidad de los seres vivos para responder a estimulos y procesar informacion
proveniente de sus entornos ha alentado a los cientificos a desarrollar nanosistemas integrados
que muestren funciones y capacidades similares. En este sentido, los poros biologicos han
sido una gran fuente de inspiracion debido a su exquisito control sobre el transporte de iones
hacia dentro y fuera de las células, una caracteristica que en ultima instancia juega un papel
preponderante en multiples procesos fisiologicos como por ejemplo, en la transduccion de
estimulos fisicos en sefiales nerviosas. El desarrollo de nanoporos y nanocanales abidticos,
que responden a determinados estimulos quimicos, fisicos o bioldgicos produciendo senales
“jontrénicas™, es ahora una realidad gracias a la combinaciéon de las ciencias de las
superficies “blandas” con distintas técnicas de nanofabricacion. La interaccion entre la
riqueza funcional de componentes moleculares predisefiados y las notables caracteristicas
fisicas de los nanoporos y nanocanales desempefia un papel critico en la integracion racional
de las funciones moleculares en los entornos nanofluidicos, lo que nos permite prever y
disefiar nanosistemas biomiméticos basados en nanoporos que responden a una variedad de
estimulos externos tales como pH, potencial redox, concentracion de moléculas, temperatura
0 luz. La transduccion de estos estimulos en una respuesta "iontronica" predefinida puede
amplificarse explotando el nanoconfinamiento y efectos fisicoquimicos tales como
distribucion de carga, restricciones estéricas, desplazamientos de equilibrio o cambios locales
en la concentracion idnica, por citar algunos ejemplos. Mientras que en las ultimas décadas
los cientificos y tecnologos se han centrado principalmente en sus aspectos fundamentales y
en el estudio en profundidad de sus interesantes propiedades de transporte, desde hace varios
afios la investigacion de sistemas nanofluidicos ya ha empezado a desplazarse hacia el
desarrollo de aplicaciones practicas especificas. En este trabajo doctoral se muestran diversas
formas de construccion de dispositivos nanofluidicos iontronicos utilizando como herramienta
fundamental la técnica ion-track-etching de fabricacion de nanocanales junto con técnicas de
modificacién de superficies para conferir responsividad especifica a diferentes estimulos,
entre ellos el pH, concentracién de potasio, azicares, urea e incluso, potencial eléctrico. Las
técnicas de modificacion utilizadas en esta tesis van desde la formacién de monocapas de

moléculas funcionales covalentemente unidas a la superficie de los nanocanales o la

* . . .

lontronica: Es una tecnologia emergente que consiste en el control sofisticado de iones como
portadores de sefales y que funciona como puente entre la electronica de estado-so6lido y los sistemas
biologicos




polimerizacién quimica y electroquimica de polimeros conductores hasta la formacion de

ensamblados electroestaticos hibridos bioldgicos combinando polielectrolitos y enzimas.
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Abstract

The ability of living beings to respond to stimuli and process information from their
environments has encouraged scientists to develop integrated nanosystems that show similar
functions and capabilities. In this sense, biological pores have been a great source of
inspiration due to its exquisite control over the transport of ions in and out of cells, a feature
that ultimately plays a preponderant role in multiple physiological processes such as the
transduction of physical stimuli in nerve signals. The development of abiotic nanopores and
nanochannels, which respond to certain chemical, physical or biological stimuli producing
"jontronic" signals, is now a reality thanks to the combination of "soft" surface sciences with
different nanofabrication techniques. The interaction between the functional richness of
predesigned molecular components and the remarkable physical characteristics of nanopores
and nanochannels plays a critical role in the rational integration of molecular functions in
nanofluidic environments, which allows us to predict and design biomimetic nanosystems
based on nanopores that respond to a variety of external stimuli such as pH, redox potential,
concentration of molecules, temperature or light. The transduction of these stimuli in a
predefined "iontronic" response can be amplified by exploiting nanoconfinement and
physicochemical effects such as charge distribution, steric restraints, equilibrium
displacements or local changes in ionic concentration, to name a few examples. While in the
last decades research has been focused mainly on its fundamental aspects and on the in-depth
study of its interesting transport properties, during the last years research of nanofluidic
systems has already begun to move towards the development of specific practical
applications. In this doctoral work, various forms of construction of iontronic nanofluidic
devices are shown, using the ion-track-etching technique of nanochannel fabrication as a
fundamental tool together with surface modification techniques to confer specific
responsiveness to different stimuli: pH, concentration of potassium, sugars, urea and even,
electric potential. The modification techniques used in this thesis range from the formation of
monolayers of functional molecules covalently bound to the surface of nanochannels or
chemical and electrochemical polymerization of conductive polymers to the formation of

electrostatic biological hybrid assemblies combining polyelectrolytes and enzymes.
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Capitulo 1

Introduccion

Gran parte de la inspiracion de cientificos y tecnologos para construir dispositivos altamente
funcionales proviene de la busqueda del hombre de imitar el disefio tecnologico de la
naturaleza. Las estructuras bioldgicas proporcionan una amplia gama de sistemas con
diferentes funciones que sirven como fuente de inspiracion a las ciencias fisicas y de los
materiales. De esta manera, la investigacion en materiales biomiméticos facilitd numerosas
vias para la creacion de materiales multifuncionales mezclando conceptos de diferentes
disciplinas."” Por ejemplo, a medida que nos adentramos en el nuevo siglo, la convergencia
entre la quimica, la fisica y la nanotecnologia parece ofrecer oportunidades casi ilimitadas
para construir nanosistemas y dispositivos biomiméticos a través de enfoques tanto “bottom-
up” como “top-down”. En todos los sistemas vivos los canales biologicos funcionan como
nanodispositivos encargados de regular funciones claves como el mantenimiento del potencial
eléctrico transmembrana, flujos i6nicos y el transporte molecular a través de los limites de las
células. Ademas, los organismos vivos utilizan la transduccion y amplificacion de sefales
basadas en estos canales biologicos de respuestas quimicas selectivas y hacia estimulos
particulares. Desde una perspectiva pragmatica podriamos decir que la transduccion y la
amplificacion de sefiales que implican el transporte de iones a través de canales entran en
juego en casi todos los dominios de la vida. En este sentido, las virtudes de trabajar con
elementos fluidicos nanoestructurados son cada vez madas reconocidas por la comunidad
cientifica.>* Esto ha llevado a la aparicion de la nanofluidica, un 4rea de investigacién que
estd actualmente a la vanguardia de la ciencia de los materiales y la ingenieria.”™® El
advenimiento de nuevas estrategias para crear nanoporos y nanocanales de estado sélido ha
dado lugar a un creciente dominio en la construccion de estructuras nanofluidicas y ha dado
un impulso decisivo no solo al desarrollo de esta excitante area de la nanotecnologia, sino
también abri6 nuevas posibilidades para el desarrollo de una ingenieria de nanoporos y
nanocanales en donde arquitecturas con diversas formas y didmetros pueden ser controladas

hasta unos pocos nanémetros.” Ejemplos tipicos son los nanocanales track-etched, ®
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nanopipetas, ’ y nanoelectrodos.'® Este esfuerzo dio lugar a conceptos de disefio para construir
nanocanales completamente "abidticos" con dimensiones comparables a las de los poros
biologicos. !

Una de las principales atracciones de estos elementos nanofluidicos es su excelente capacidad
para controlar y manipular el transporte de las especies quimicas y bioquimicas que fluyen a
través de ellos, permitiendo asi la construccion de circuitos idnicos capaces de detectar o
separar diversas especies en soluciones acuosas. Ademas, se ha demostrado que estos
dispositivos nanofluidicos presentan propiedades de transporte similares a los canales i6nicos
de proteinas bioldgicas ya que en ambos se observan fenémenos tales como selectividad
ionica, rectificacion de corriente, inhibicion de flujo por pH o cationes divalentes, e incluso
fluctuaciones de corrientes ionicas relacionadas a las propiedades del canal. En el caso
particular de nanocanales asimétricos, surgen interesantes efectos de rectificacion cuando la
superficie del canal estd cargada y las dimensiones son comparables a la longitud de Debye. '
Estas fascinantes propiedades fisicoquimicas mostradas por nanocanales o nanoporos
cargados proporcionaron un escenario ideal para crear nuevas arquitecturas nanofluidicas
funcionales y direccionables y también llevaron al nacimiento de una nueva area de
investigacion sobre el disefio de dispositivos basados en nanocanales que dependen del
transporte 106nico gobernado por carga superficial. Este campo se ha llamado "iontronica", y
fue mencionado por primera vez por Han et al. por analogia con la electronica que se ocupa
de dispositivos que controlan el transporte de electrones (o huecos). > Sin embargo, con el fin
de conferir selectividad y manipular el transporte id6nico a través de nanocanales de estado
solido, es necesario desarrollar y explorar nuevos métodos para la funcionalizacion de las
paredes de los nanoporos y nanocanales. Por lo tanto, la creacion de nanocanales funcionales
capaces de actuar como canales ionicos selectivos o sensores nanofluidicos inteligentes
depende fundamentalmente de nuestra capacidad para ensamblar y construir arquitecturas
moleculares dentro de geometrias confinadas con dimensiones comparables al tamafio de los
bloques de construccion. Para realizar operaciones de transporte i6nico utilizando dispositivos
nanofuidicos necesitamos dotarlos de mecanismos adicionales de gating artificial a través de
la integracion de propiedades especificas de materiales poliméricos, supramoleculares y
bioldgicos para beneficiarse de los efectos de volumen excluido, distribuciones de carga y
funciones especificas que estos bloques de construccion pueden conferir a los nanocanales.

De esta manera, podriamos disefiar sistemas nanofluidicos con la capacidad de transducir
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sefales fisicas, biologicas o quimicas en una corriente idnica medible y controlable, es decir,

. roo. 14
lectura "iontronica".

El uso de nanocanales de estado s6lido u otros elementos nanofluidicos para el desarrollo de
nuevos paradigmas para aplicaciones de transduccion y deteccion de seniales se basa en la
preparacion de sistemas capaces de responder especificamente a un determinado estimulo
(fisico, quimico o bioldgico) que genere un producto quimico predefinido o cambios
bioquimicos o supramoleculares en las paredes de los poros. La idea central se basa en el
hecho de que estimulos fisicos, quimicos o bioldgicos podrian modular las caracteristicas
fisico-quimicas de la pared de poros con un efecto concomitante en las propiedades de
transporte i6nico.”> Como tal, la sinergia resultante de la combinacion de componentes
organicos, poliméricos o incluso bioldgicos con funciones pre-seleccionadas y las notables
caracteristicas fisicas de los nanocanales de estado solido puede ofrecer nuevas vias de

procesamiento de informacion, deteccion, transduccion y amplificacion de sefiales.
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Capitulo 2

Contextos, conceptos y objetivos

2.1. ;Qué es la Nanofluidica y para qué sirve?

Como lo expresaron Eijkel y van den Berg, la nanofluidica puede definirse como e/ estudio y

la aplicacion del movimiento de fluidos dentro y a través de estructuras que tienen al menos

una dimension entre 1 y 100 nm." Si bien el nombre es relativamente nuevo, la nanofluidica
es si no lo es, estando implicita en muchas otras disciplinas. El motivo por el cual esta ciencia
de los fluidos en la nanoescala que se mantuvo implicita durante muchos afos haya recibido
un nombre en particular se debe al desarrollo de su hermana mayor, la microfluidica durante
la década de 1990, como asi también del desarrollo y prominencia de las nanociencias y
nanotecnologias. La invencion de nuevas herramientas de caracterizacion y fabricacion en la
nanoescala, tales como los microscopios de barrido por sondas, las técnicas de litografia con
haces de electrones, rayos X o iones conjuntamente con el desarrollo de técnicas de
microfabricacion como la litografia blanda y las técnicas de ensamblado “bottom-up” han
permitido que el estudio y la aplicacion de la nanofluidica sea mucho mas accesible, al
mismo tiempo que ofrecen un control antes impensado de las propiedades de los materiales en
la escala del nanometro. Es por esto que las expectativas puestas en este campo son

naturalmente altas.

La definicién de nanofluidica como se la presento aqui, incluye el estudio estructuras tales
como nanocanales, nanoporos y nanotubos asi como de materiales mesoporosos y ciertos
canales de proteinas cuyos tamafios estan dentro del rango nanométrico (como las porinas a-
hemolisina o la porina micobacteriana) los cuales en su conjunto se pueden nombrar
genéricamente como dispositivos nanofluidicos. Con el fin de evitar ambigiiedades al utilizar
los diferentes nombres de estos dispositivos, se ha propuesto que el término nanoporo se
mantenga para estructuras con baja relacion de aspecto (longitud / didmetro), es decir,
estructuras donde el largo del elemento fluidico es comparable a su didmetro; mientras que el

término nanocanal se utilice para estructuras con alta relacion de aspecto, estructuras para las
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cuales la longitud del eje principal es mucho mayor que el didmetro. Por otra parte, el término
nanotubo se utiliza para estructuras en las que el componente fluidico no estd soportado
inicialmente por una membrana. Materiales mesoporosos €s un nombre comun para los
materiales sintéticos que contiene una alta densidad de nanoporos por unidad de superficie. La
razén por la cual esta disciplina se encarga del estudio de todos estos diferentes materiales
estd relacionada con el hecho de que todos ellos comparten el mismo comportamiento fisico
relacionado con sus dimensiones reducidas, i.e. nanoconfinamiento. Durante los Gltimos afos
ha habido un gran aumento en las publicaciones relacionadas con la nanofluidica (Figura 2.1),
especialmente impulsado por la publicacion de varias obras seminales que demostraron la
importancia de la nanofluidica para las tecnologias futuras, como son el caso de los chips para
quimica analitica basados en "molécula tnicas", micro-sistemas de andlisis total (UTAS) y
conversion de energia. Ademas, en los ultimos afios hemos presenciado la aparicion de una
nueva tecnologia de secuenciacion de ADN utilizando nanoporos, que lentamente se estd
convirtiendo en el futuro del andlisis genético (Figura 2.1). Més atn, se ha ido desarrollando
un consenso sobre la valoracion de las temadticas relacionadas a la nanofluidica relacionadas a
diversos campos de estudio, particularmente en las ciencias biologicas. Los organismos
bioldgicos, a nivel primario celular, funcionan en un entorno nanofluidico en donde el
transporte selectivo de iones y moléculas es de principal importancia para la creacion de
gradientes de energia (impulso nervioso) o para llevar a cabo diversas reacciones bioquimicas
(como la replicacion o transcripcion de ADN) con gran eficiencia. Los dispositivos
nanofluidicos celulares, tipicamente canales i6nicos proteicos, cumplen un rol fundamental en
la fisiologia de los organismos, comparable al rol que cumplen las enzimas en los procesos

metabolicos (Figura 2.1).

Sin embargo, mientras se sigue trabajando y desarrollando este campo con el objetivo de
desarrollar nuevas tecnologias que permitan revolucionar los campos de la quimica,
bioquimica y ciencias de los materiales y biomédicas en general, es importante no dejar de
lado las raices de la nanofluidica - las cuales se encuentran en diversas disciplinas. De no
tener esto en cuenta se puede dar con el “redescubrimiento” de fendmenos clasicos como ha
sucedido recientemente, por ejemplo, con el fenémeno de exclusion de co-iones (Donnan)?.
Es por esto mismo, que en este capitulo nos encargaremos de describir los fendmenos
fisicoquimicos que a nuestro entender son fundamentales para entender y reconocer la

importancia de los experimentos realizados en esta tesis.
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Figura 2.1. (a) Crecimiento del numero de publicaciones ISI encontradas con "microfluidic
*"y "nanofluidic *" desde el aiio 1990 hasta el 2010. La insercion muestra el mismo grafico
de forma logaritmica, indicando un tiempo de duplicacion de publicacion de 15 meses para
"microfluidic *" y un tiempo de duplicacion de 20 meses para "nanofluidico *" (lineas azul
claro y amarillo respectivamente). (b) Esquema simplificado de la recepcion del dolor
nociceptivo. Aqui se pone en evidencia la importancia de receptores “nanofluidicos” como
sensores biologicos a estimulos externos cuya presencia se transduce en una cascada de
informacion que determina la reaccion de un organismo (evasion del dolor, por
ejemplo).(adaptado de ref.3) (c) Fotografia de un dispositivo Mini-ion de Oxford nanopore
technologies conectado a una computadora portatil. Este dispositivo marco la culminacion de
la primera etapa de desarrollo de secuenciadores portatiles de ADN y el comienzo de la
tercera generacion de secuenciadores ya que permite la determinacion de genomas completos
en tiempo real y con tiempos en el orden de minutos a dias (dependiendo de la extension del

genomay) y bajos costos. El dibujo anadido, muestra de manera simplificada el fundamento de
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medicion del dispositivo, que funciona sensando pulsos resitivos. (d) Graficos de potencial y
corriente osmotica versus tamano de poro para un dispositivo de conversion de energia a
partir de un gradiente de concentracion generado por el fenomeno de polarizacion de la
concentracion, la permselectividad del sistema (nanoporos de MoS,) contribuye a la
generacion de un potencial osmotico. Se observa un cruce de las curvas para un tamaro de
~10 nm, en este punto se encuentra el maximo de la potencia generada por el dispositivo que

es de 10° Watts/m” (adaptado de ref.4)
2.2. Conceptos fundamentales

Los diversos dispositivos nanofluidicos que existen en la actualidad son sistemas altamente
inhomogéneos y quimicamente complejos. Con el objetivo de proveer cimientos solidos para
entender los fendémenos nanofluidicos, en las proximas secciones de este capitulo vamos a
describir algunos conceptos termodinamicos y de fenémenos de transporte de relevancia para

los experimentos realizados en los capitulos siguientes.

2.2.1. Potencial Quimico y teoria de Poisson-Boltzmann

Un sistema en equilibrio, en contacto con un reservorio térmico y de presion, minimiza la
energia libre de Gibbs sobre sus multiples estados a la temperatura y presion de los
reservorios. Debido a esto, la energia libre de Gibbs es de gran utilidad para sistemas a T y P
constantes, lo cual es el caso normal para las reacciones quimicas que ocurren en la

naturaleza. La ecuacion fundamental de Gibbs se puede escribir como,

dG = —SdT + Vdp + Zuidni 0
i

Donde la energia libre de Gibbs se define como la suma de los productos de los diferenciales
de cantidades extensivas con sus cantidades intensivas conjugadas energéticamente. Para el
caso de n (numero de moléculas), la cantidad intensiva asociada se denomina potencial
quimico de dicha especie y se define formalmente como,

oG
= (29) :
l on; n;(j#i),0,T @
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El u; da una medida de la tendencia de la especie a cambiar su posicidon en el espacio o de
reaccionar con otras sustancias o transformarse en otro estado de agregacion. Por ejemplo, si
el potencial quimico de A es mayor que el de B, una sustancia se transportaria de A a B, se
transformara de A en B o cambiara de la fase A a la B.” En equilibrio, los potenciales
quimicos de todas las especies son constantes a través del sistema, por lo tanto no hay flujos

netos de moléculas o reacciones quimicas.

El potencial quimico puede escribirse separando sus distintas contribuciones,

U= po+ kgTln (Cic(f)) + pi*(r) (3)

donde g es el potencial quimico estdndar en un estado ideal (estado de referencia), C; es la
concentracion de la especie, C' es la concentracion estandar y ks, la constante de Boltzmann.
El ultimo término es el exceso de potencial quimico el cual esta relacionado con la presencia
de interacciones con otras particulas o campos de fuerza, como por ejemplo un campo
electrostatico. Como uno podria imaginarse, este tltimo término es de gran importancia para
la nanofluidica debido al hecho de que necesitamos considerar el efecto que tienen los campos
eléctricos provenientes de las cargas de la superficie de los nanocanales sobre los iones. Si
consideramos solamente la presencia de un campo electroestatico externo pf* = q;i(r),

entonces podemos reescribir la ecuacion 3 como,

¢;(r)

C*

k= tto + kg Tin (C2) + @) )

Esta forma de escribir el potencial quimico suele llamarse potencial electroquimico en
algunas disciplinas. Como fue explicado anteriormente, en equilibrio no existe ningun
gradiente de potencial quimico y por lo tanto el gradiente de fuerzas difusionales (que
provienen de los primeros dos términos) deben ser iguales al gradiente de fuerzas

electroestaticas (tltimo término),

Vu; = —q;Vyp(r) )
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Si resolvemos esta ecuacion considerando los valores de "bulk" (i = 0, n;= n;°= 1000Nc;)
obtenemos la ecuacion de Boltzmann la cual nos provee de la distribucion espacial local de

cada tipo de ion como funcidn del potencial electroestatico,

q;V(r)

o) ©)

n; = n;"exp(—
El paso siguiente es aplicar la ecuacion de Poisson para encontrar como se relaciona la

distribucion de los distintos iones con el potencial eléctrico,

d* p
2 = = - 7
vy dr? E0&r ™

Donde p es la densidad volumétrica de carga de todos los iones cerca de la superficie y &, &,
son las permitividades del vacio y del solvente (agua). Combinando las ecuaciones 6 y 7 y
considerando la densidad volumétrica de carga p = ),;n;q; = e ),; n;z; se obtiene finalmente

la ecuacion de Poisson-Boltzmann,

d*y e —z;ey(r)
Vi =—=— En?"z-ex —
l/) : l L p [ kBT (8)
L
Como se verd a continuacion, esta ecuacion es ampliamente utilizada para el estudio de

fendomenos de superficies.

2.2.2. Interacciones electroestaticas en superficies. Importancia de la Doble Capa

Eléctrica (DCE)

Como ocurre en muchos casos de la fisicoquimica, el comportamiento y las propiedades de
los sistemas macroscopicos presentan importantes transformaciones a medida que reducimos
su tamafio, donde tipicamente las longitudes de los sistemas se hacen comparables con las
distancias moleculares o las distancias caracteristicas de las interacciones. En el caso de la
nanofluidica, donde nos interesa entender la relacion entre campos de energia aplicados y el
comportamiento de iones dentro de estructuras confinadas, la escala de longitud caracteristica

a tener en cuenta es la de las interacciones electrostaticas. En los ambitos de la ciencia de
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superficies y electroquimica esta relacion es parcialmente descripta por la teoria de la doble

capa eléctrica.

La doble capa eléctrica se puede entender como un efecto de polarizacion de las
concentraciones de iones hacia una superficie cargada cuando ésta se encuentra inmersa en
una solucion electrolitica. Este fendémeno da lugar a la formacion de una capa de contraiones
fuertemente adsorbida cerca de la pared (capa de Helmholtz) y una capa mas débilmente
adsorbida (capa difusional). La longitud de la DCE es una funcién de la concentracion de los
electrolitos y puede ser determinada a partir de la resolucidon analitica de la ecuacion de
Poisson-Boltzmann (PB, ecuacion 8) bajo la suposicion de que el potencial eléctrico dentro de
la DCE es bajo, i.e. z;elp <25.7 mV. En este caso, las exponenciales se pueden expandir como

exp(-a) =1- a resultando la ecuaciéon de PB en,

d2
vy = T8 = ) ©)
Donde
_(e2Xinyz}
K _< &o&rkgT > (10)

El parametro k es conocido como parametro de Debye-Huckel y las ecuaciones como
ecuaciones de Debye-Huckel. Aqui, n;° es la concentracion del ion i en solucion, Z; su carga
formal, &,, & y kg las permitividades del vacio, del medio (relativa) y la constante de
Boltzmann, respectivamente. Como se puede ver en la figura 2.2, dentro de la DCE el
potencial eléctrico decae exponencialmente desde la superficie. La distancia caracteristica de
este decaimiento, 14 = k™1 es conocida como la longitud de Debye y es considerada como la
dimension de la DCE. La tabla 1 muestra los valores de la A4 para distintas concentraciones

de una sal monovalente en agua (g,=78) a una temperatura de 300 K.

C(mol.I™") Ag(nm)
0.001 9.62
0.01 3.04
0.1 0.96
1 0.30

Tabla 1. Valores de longitud de Debye para distintas concentraciones de sal monovalente a

300 K.
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Puede verse que para concentraciones que varian entre 10-100 mM, la A; toma valores entre ~
1-3 nm por lo que su contribucién al comportamiento de una solucioén en el interior de un
canal puede ser despreciada para canales micrométricos; sin embargo, para canales cuyas
dimensiones oscilan entre 10 y 50 nm, la contribucién comienza a ser mas sustancial mientras
que en confinamiento extremo < 5 nm puede incluso llegar a darse el caso donde la DCE se
solape consigo misma (Figura 2.2). En este caso, la solucion dentro del nanocanal estd
completamente polarizada, lo que significa un incremento en la concentracion de contraiones
y un decrecimiento de la concentracion de coiones. Este fendmeno se conoce como
polarizacion de concentracion y se caracteriza experimentalmente como una meseta a bajas
concentraciones en un diagrama de conductancia idnica en funcion de la concentracion
(Figura 2.3), lo que significa que en esta region la concentracion de portadores de corriente
dentro del canal estd regulada (o determinada) por la superficie de los canales y no por la
concentracion de bulk de la solucion. Fuera de esta region, la conductancia aumenta
linealmente con la concentracion de bulk. El hecho de que en los canales nanométricos el
control de la concentracion de iones esté regulado por la superficie y particularmente, por la
distribucion, tipo y magnitud de la densidad carga superficial, es de importancia capital para
la mayoria de las aplicaciones nanofluidicas, debido a que el cambio de esta distribucion
permite regular la concentracion de los portadores y en ultima instancia el transporte de

dichas especies dentro de los canales.

Un modelo simplificado para explicar la relacion entre la conductancia (G) de un nanocanal
con la concentracion de electrolito en solucion y con los pardmetros geometricos del canal fue
presentado por Schoch ef al. Considerando tanto la conductancia de bulk como el exceso de
conductancia de contraiénes que proviene de aplicar la condicion de electroneutralidad y del

apantallamiento de las cargas superficiales,®

wh w
G = (ug+ +#Cl—)CNA37+ 2.“1(+O-SE (1D

Donde w, &y d son la anchura, la altura y la longitud de un nanocanal, respectivamente.
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Figura 2.2. (a) Esquema de la doble capa eléctrica, donde se puede observar la capa de
Helmholtz (fuertemente adsorbida) y la capa difusional. (b) Grdfico esquematico de la
evolucion del potencial eléctrico en funcion de la distancia normal a la superfie (x), se
representa aqui la longitud de Debye (Ay4) y la posicion del plano de corte, cuyo potencial se
conoce como potencial zeta ({). Este ultimo es un parametro que puede medirse
experimentalmente. (c) Esquemas de un microcanal y un nanocanal en donde se puede
observar el incremento en el fenomeno de polarizacion de la concentracion con el

confinamiento de la solucion.

El primer término de esta ecuacion es la conductancia de bulk mientras que el segundo es la
conductancia por exceso de contraiones, Un andlisis rapido de esta ecuacion muestra que para
una concentracion de iones alta prevalece el primer término, el cual conduce al
comportamiento lineal tipico del bulk y a una dependencia también lineal con la altura del
canal. Es importante marcar que el canal considerado en este modelo es una ranura donde la

dimension nanométrica es la altura, 4. Por otro lado, a concentraciones de iones bajas, es el
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segundo término el que prevalece debido a que no posee ninguna dependencia con la
concentracion, aunque si con los pardmetros geométricos del nanocanal. La Figura 2.3

muestra como afecta cada parametro el comportamiento de la conductancia del nanocanal.

A

Log (conductancia)
_GO

ct = 0.5c¢
Log (Concentracion de KCI)
Figura 2.3. Grdfico log-log de la conductancia de un nanocanal versus la concentracion de

electrolito. Se muestran la influencia de la carga superficial (as*) asi como de cada

parametro geométrico del nanocanal presentados en la ecuacion 3.
2.3. Generacion de sefales "iontronicas" en dispositivos nanofluidicos

Un predecesor verdaderamente iconico de las tecnologias actuales de nanoporos y
nanocanales es la técnica de Coulter-counting,’en la que pequefios objetos que pasan a través
de un poro micrométrico desencadenan una perturbacion detectable de la corriente idnica que
fluye a través del mismo. Posteriormente, durante la década de 1970, la investigacion
experimental basada en medidas de corrientes a través de canales i6nicos surgidé como un
enfoque valioso para caracterizar los canales i6nicos biologicos inmersos en las membranas
celulares.*” Este nuevo enfoque experimental permitié el estudio de los canales i6nicos
responsivos al voltaje (Voltage-gated), los cuales son capaces de controlar el paso de iones a
través de las membranas plasmaticas de las células excitables en respuesta a diferentes
estimulos externos, tales como moléculas especificas llamadas ligandos. Una de las lecciones

mas importantes que podemos aprender de los poros bioldgicos es que, a pesar de que el
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proceso de gating esta principalmente mediado por cambios conformacionales, en general, el

mecanismo de gating depende del estimulo.

En estrecha analogia con los poros biologicos, la presencia de estimulos especificos también
puede provocar cambios detectables de la corriente idnica que pasa a través de nanocanales
sintéticos a partir de medidas conductimétricas. Los procedimientos de medida de corrientes
i6nicas son sumamente asequibles ya que requieren de instrumentacion muy simple en
comparacion con otras tecnologias de deteccion tales como resonancia de plasmoén superficial
(SPR), microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) o técnicas de fluorescencia. Ademas, las
tecnologias de deteccion basadas en nanoporos o nanocanales son compatibles con el uso de
arreglos de nanocanales para que diferentes sefales fisicas, quimicas o bioldgicas puedan ser

procesadas simultdneamente.

El proceso de medicion conductimétrico de nanocanales de estado solido tipicamente implica
la realizacion de medidas de '"estado estacionario" que muestran cambios en las
caracteristicas "corriente-potencial" del canal (I-V) antes y después de exponer al mismo a
cierto estimulo. En los Ultimos afios, el enfoque de estado estacionario ha ganado interés
creciente debido a su simplicidad experimental intrinseca para transducir diferentes estimulos

especificos en senales 10nicas reproducibles.

La respuesta I-V primaria del nanocanal depende en gran medida de sus caracteristicas
geométricas y particularmente de la simetria de su distribucion de cargas en la superficie, las
cuales afectan a su vez la distribucion de iones dentro del canal. Las geometrias simétricas o
asimétricas de los nanocanales definen las propiedades de transporte idnico simétrico

(6hmico) o asimétrico (no 6hmico) (Figura 2.4).

Los nanocanales simétricos, como por ejemplo los nanocanales cilindricos, exhiben una
respuesta 6hmica, es decir, curvas I-V lineales. Por otra parte, los nanocanales asimétricos -
respecto al plano principal de la membrana o lamina que contiene el canal - exhiben
propiedades de rectificacion idnica observadas experimentalmente como una respuesta
asimétrica (no lineal) en las curvas I-V. Este comportamiento no-ohmico implica que la
magnitud de las corrientes idnicas para voltajes aplicados de una polaridad difiere
significativamente de la magnitud de corrientes ionicas para voltajes de la polaridad opuesta.'
Actualmente esta ampliamente aceptado que la rectificacion idnica es consecuencia de la

ruptura en la simetria de la distribucion del potencial eléctrico dictado por la interaccion entre
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la carga de las paredes de canal y los portadores idnicos, es decir: los iones que pasan a través

del canal.!"?

Esta ruptura de simetria se puede observar en nanocanales conicos cargados
(asimetria geométrica) pero no en nanocanales cilindricos (simetria geométrica) para una
distribuciéon homogénea de carga en ambos casos. También se ha demostrado que una
distribuciéon no homogénea o asimétrica de las cargas superficiales de canales simétricos

., . . . ., . .. L, e 1
también puede conferir propiedades de rectificacion a los dispositivos nanofluidicos. "

Por lo tanto, las capacidades de deteccidon y transporte i6nico de los nanocanales asimétricos
dependen fuertemente de la forma (o asimetria) de los poros, es decir, de parametros tales
como el didmetro de la punta y la base o de la longitud del nanocanal. '* Una caracteristica
importante de nanocanales asimétricos, en comparacion con los nanocanales cilindricos, es
que la mayor parte de la caida de potencial causada por el nanocanal estd concentrada
alrededor de la punta (la apertura mas pequefia). En este contexto, debemos mencionar que, en
principio, la selectividad i6nica s6lo puede conseguirse si el diametro del canal (o al menos de
la punta) es comparable al espesor de la doble capa eléctrica para una solucion con una fuerza
ionica dada (Ecuacion 10). Ejemplos comunes en donde se observa rectificacion de la
corriente i6nica son nanopipetas de vidrio,"> nanocanales track-etched,'® y nanoporos de

. |
nitruro de silicio.!”

La fabricacion de canales adecuados para "iontronica", es decir, con pocos nm de diametro y
geometria controlada, es muy dificil. Las nanopipetas de vidrio se preparan en su mayor parte
mediante técnicas estandar de traccion usando laseres y proporcionan nanocanales de
diametro ~ 20-50 nm. Los nanoporos de nitruro de silicio se preparan mediante técnicas de
haces de electrones o 1ones proporcionando canales con pocos nm de diametro y longitudes de
pocas decenas de nm. Por otro lado los nanocanales Track-etched se preparan por una técnica
desarrollada en la década de 1980 en el GSI Helmholtz Center en Darmstadt (Alemania)
mediante una combinacion Unica de irradiacion con iones pesados rapidos (alta energia), y
posterior degradacion quimica (efching), produciendo nanocanales individuales en ldminas
poliméricas tales como politereftalato de etileno (PET), policarbonato (PC) y poliimida (PI)
con excelente control sobre la geometria de los poros y el tamafio. Ademas, la presencia de
grupos carboxilo en la superficie de nanocanales track-etched permite la modificacion

quimica subsiguiente de las laminas lo que confiere nuevas propiedades a los nanocanales.
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BLOQUES DE CONSTRUCCION MOLECULARES RESPONSIVOS A ESTIMULOS
Ensamblados Poliméricos, Grupos Organicos Funcionales, Elementos de Reconocimiento Molecular

(a) [

nanocanal —

Estimulos quimicos, fisicos
y bioldgicos

l

Cambios a nivel molecular

En los ensamblados
Transporte __ . Punta Base Supramoleculares, moleculares
ionico o biolégicos

lW g . Cambios fisicoquimicos

predeciblesenlas

Nanocanal cilindrico A Nanocanal cénico ' propiedades del nanocanal
1 Carga Superficial —» 1 Conductancia 1 Carga Superficial — 1 Rectificacion
. Alta densidad de carga superficial Seiial
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baja densidad d rficial :
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Iy V T Transmembrana
¥
Transduccion iontronica Transporte ionico
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Figura 2.4. Dibujo simplificado que describe las principales caracteristicas de los
nanocanales (a) cilindricos y (b) conicos funcionalizados con bloques de construccion
sensibles a estimulos determinados. La figura también indica los cambios esperados en la
corriente ionica transmembrana tras las variaciones en las condiciones ambientales que
conducen a estados de alta y baja densidad de carga superficial en la capa modificada con el
ensamblado responsivo. El aumento de la carga superficial conduce a una mayor
conductancia ionica para los canales cilindricos (izquierda) y a una rectificacion mds

pronunciada para los poros conicos (derecha).

En estrecha similitud con los poros biologicos, los nanocanales de estado solido también
pueden mostrar propiedades de "gating", es decir: de apertura y cierre en respuesta a
estimulos externos. El uso de nanocanales de estado sélido para el desarrollo de dispositivos
nanofluidicos para aplicaciones analiticas depende de nuestra creatividad e ingenio para crear
sistemas que sean capaces de responder especificamente a un cierto estimulo modulando el
transporte 10nico a través del poro. La integracion de bloques de construccion predisefiados en
nanocanales y nanoporos puede conducir a la fabricacion de dispositivos nanofluidicos
direccionables. A pesar de que el término "bloque de construccién" evoca una amplia
variedad de unidades funcionales, que van desde moléculas orgadnicas hasta entidades
biologicas, en este caso se refiere a un escenario en el que la respuesta de las unidades
moleculares que decoran las paredes nanocanales pueda ser controlada con precision y

conveniencia de acuerdo con el estimulo deseado. Esto es particularmente atractivo cuando
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pensamos en un nanocanal como un elemento nanofluidico con caracteristicas fisicas notables
cuya capacidad de modular el paso de iones puede ajustarse con precision ajustando una senal
externa quimica, fisica o biologica. Cuando pensamos de esta manera se revelan
oportunidades interesantes. Diferentes mecanismos de gating proporcionan perspectivas
complementarias a partir de las cuales se puede manipular el transporte idnico a través de los
nanocanales y, de esta manera controlar la generacion de sefiales iontronicas en respuesta a

los estimulos externos.

El aprovechamiento de la capacidad para preconfigurar cambios en las propiedades
fisicoquimicas de las arquitecturas moleculares y supramoleculares tras la exposicion a
estimulos particulares representa la base del control dinamico sobre el proceso de gating de
los nanocanales.'® En general, hay tres mecanismos principales que controlan la apertura y el
cierre de los nanocanales: (a) efectos de volumen excluido o efectos estéricos, (b) modulacion

de carga superficial, y (c) cambio en la mojabilidad.

Los efectos de volumen excluido pueden provenir de transiciones conformacionales o de la
reorganizacion de las unidades moleculares incluidas en las paredes de los canales. La union
de analitos a las paredes de los canales también puede causar efectos de volumen excluido
significativos cuando las moléculas que se unen son lo suficientemente grandes, en
comparacion con la apertura de los poros, como para provocar una oclusion parcial o incluso
completa del poro. En este caso, el cambio de corriente es proporcional a la disminucion de la
seccion eficaz del nanocanal. La modulacion de la carga superficial representa otro
mecanismo de gating comunmente usado para transducir estimulos externos en sefiales
i6nicas. Los experimentos basados en cambios de cargas superficiales pueden ser mas
versatiles en comparacion con el enfoque estérico, especialmente en el caso de los
nanocanales asimétricos, ya que la magnitud y naturaleza de las cargas de superficie que
cubren las paredes de los nanocanales pueden determinar no sélo la magnitud de la corriente
ionica sino también la direccion de la corriente rectificada, es decir: transporte idnico
"vectorial". Dependiendo de las caracteristicas geométricas del nanocanal asimétrico (tamafio
de la punta, base, relacion de aspecto) y de la densidad superficial de los grupos cargados en
las paredes del canal, estos elementos nanofluidicos se comportan como diodos i6nicos que

muestran una rectificacion de la corriente iénica muy alta.

Debido a que la corriente i6nica que pasa a través de estos diodos depende fuertemente de la

densidad de carga superficial, cambios sutiles en la magnitud de la carga superficial debido a
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la influencia de un estimulo externo, por ejemplo, la unidon del analito en la punta del poro, se
traducen inmediatamente en una cambio de la magnitud de la rectificacion. En el caso de los
nanocanales simétricos se debe considerar que las cargas superficiales inducen un gating
electrostatico sobre los fendmenos de transporte electrocinéticos que se traduce en grandes
cambios sobre la conductancia del nanocanal. Como resultado, la modulaciéon de las cargas
superficiales en nanocanales simétricos debido a la influencia de una sefial externa es
detectada como un cambio en la pendiente de las curvas I-V.

Selectivo a aniones Selectivo a cationes

[
Transporte ionico

“vectorial"

B8]
(B] =

fnpress———— it
1% 14
T I (A -
[A] ranspgr.te ionico Transpc?rlte ionico
rectificado rectificado

Selectividad a aniones
Transporte Rectificado

N —

ITHE

+
+[

Selectividad a cationes
Transporte Rectificado

[ —

il 7§

Figura 2.5. La ilustracion indica el flujo preferencial de cationes a través de nanocanales
conicos cargados positiva y negativamente en diferentes condiciones de polarizacion ([A] y
[B]). Las flechas indican la direccion de la corriente eléctrica bajo el potencial aplicado y,
por lo tanto, siempre apuntan en la direccion del movimiento de iones positivos. Las flechas
gruesas (delgadas) indican la direccion de la corriente en el estado de alta (baja)
conductancia. Las curvas de corriente-voltaje de los nanocanales estan dictadas
principalmente por las propiedades de la punta de los canales, que es la region de los
nanocanales con mayor impedancia. Si el poro esta cargado positivamente, el estado de alta
conductancia se obtiene cuando los portadores mayoritarios (aniones) entran primero desde

la punta del nanocanal. Esto corresponde a V <0 segun los criterios de signo. Por otro lado,
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si el poro esta cargado negativamente, el estado de alta conductancia se encuentra de nuevo
cuando los portadores mayoritarios (cationes) entran primero por la punta de los

19
nanocanales. Esto ocurre ahora para V> (.

Con respecto al mecanismo de cambio de mojabilidad, debemos tener en cuenta que un gran
niamero de estudios biofisicos han demostrado que la hidrofobicidad de un poro es un
parametro muy importante para la permeabilidad ionica en membranas biologicas.”® Las
interacciones desfavorables entre las paredes de los poros hidrofobicos y las moléculas de
agua en la solucion pueden conducir a un "dewetting" del nanocanal, lo que conduce a una
barrera energética a la conduccion ionica. Este proceso, también conocido como "gating
hidrofobico", es explotado por canales idnicos bioldgicos para regular el flujo de iones a
través de membranas. De manera similar, en el caso de nanocanales sintéticos, o dispositivos
nanofluidicos en general, se ha demostrado que se pueden detectar cambios significativos en
la conductancia i6nica (gating ON / OFF) cuando la superficie del poro se conmuta de un
estado hidréfobico a un estado hidréfilico en el que el nanocanal se llena nuevamente de
solucién.”! Por lo tanto, la modulacion de las propiedades de mojado en respuesta a un
estimulo particular puede ser explotada como un interesante mecanismo de control para

controlar las corrientes i0nicas que fluyen a través de un nanocanal.

2.4. Medidas de transporte ionico

Para estudiar el transporte de iones a través de membranas el método tipico consiste en aplicar
una diferencia de potencial a través de la membrana y registrar la corriente. Para el caso de
laminas que contienen un solo nanocanal, se debe contar con un equipo capaz de medir con
precision corrientes del orden de 1 nA. Como se explicd en la seccion anterior existen dos
métodos fundamentales para estudiar el transporte en nanocanales, uno consiste en aplicar un
potencial fijo y estudiar los cambios en la corriente en funcion del tiempo. En una solucién
que solo contiene un electrolito simple (KCI) la respuesta es una corriente constante dada por
la conductancia del canal. Sin embargo si en solucion se encuentra alguna molécula cuya
dimension es comparable con el tamafio del canal, se van a observar caidas en la corriente
cada vez que una de estas moléculas atraviese el canal (pulso resistivo), este es el fundamento
del método de sensado por pulso resistivo, ampliamente utilizado en ciencias biomédicas.
Para este tipo de medidas se requiere de un amplificador que pueda registrar valores a una alta

frecuencia.
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Por otro lado, en lugar de aplicar un potencial constante puede aplicarse una funcioén
triangular de potencial que barra un rango preestablecido a una velocidad determinada. Si esta
velocidad es lo suficientemente baja, puede considerarse que el registro de la corriente se
realiza en estado estacionario y se obtienen curvas que son mas representativas de las
caracteristicas del canal (geometria, carga) las cuales se denominan caracteristicas de

corriente-potencial o curvas I-V.

2.4.1. Caracteristicas de Corriente-Potencial (Curvas I-V)

En esta tesis se emplearon dos arreglos experimentales distintos para registrar las curvas de
corriente-potencial. El primer arreglo fue un equipo construido de modo "ad-hoc" en el cual el
potencial eléctrico fue generado por una computadora mediante una rutina escrita en Labview
y conectada a un picoamperimetro (Keithley 6485) mediante una placa adquisidora de datos
(National Instruments PCI-6221). Este arreglo permitid realizar medidas utilizando dos

electrodos para la polarizacion de la celda, los cuales fueron electrodos caseros de Ag/AgCl.

Por otro lado, el segundo arreglo consistid6 en el uso de un potenciostato disponible
comercialmente (Gamry, Reference 600) con un conjunto de cuatro electrodos (trabajo,
referencia 1, referencia 2 y contraelectrodo) para minimizar la contribucion de los procesos
que ocurren en las superficies de los electrodos. De esta manera, podemos medir las
variaciones de corriente derivadas Unicamente de los cambios en el nanocanal.”* Para este
arreglo, tanto los electrodos de trabajo como el contraelectrodo fueron construidos de platino
mientras que se utilizaron electrodos de Ag/AgCl disponibles comercialmente como
electrodos de referencia. Debido a las consideraciones experimentales anteriormente
mencionadas, éste fue el arreglo elegido para la medida de las curvas I-V, mientras que el otro
arreglo experimental fue utilizado principalmente para el efching de nanocanales conicos. En
ambos casos se utilizo una celda de conductividad ad-hoc en la cual los compartimentos estan

conectados por un solo nanocanal. (Figura 2.6)
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Arreglo exp. 1

Trabajo/referencia Contraelectrodo/referencia

KClI KCI

PET o PC

Arreglo exp. 2

Trabajo Referencial Referencia2 Contraelectrodo

KClI

 PEToPC

Figura 2.6. Esquemas de los arreglos experimentales utilizados para las medidas de
transporte ionico. El arreglo experimental 1, consiste en el uso de un equipo casero donde e
utiliza un picoamperimetro para registrar la corriente y un sistema de 2 electrodos de
Ag/AgCl. El arreglo experimental 2 consistio en el uso de un potenciostato comercial con un
sistema de 4 electrodos, los electrodos de trabajo y contraelectrodos fueron de Platino y los

electrodos de referencia, electrodos comerciales de Ag/AgCI.
2.4.2. Eficiencia (factor) de rectificacion

Como se explico en la seccion 2.3, los nanocanales simétricos presentan un comportamiento
de transporte i6nico 6hmico ante la aplicacion de un potencial de transmembrana, es decir, la
corriente i6nica es una funcién lineal del potencial aplicado. Sin embargo, esto no es cierto
para los nanocanales asimétricos, los cuales se comportan como diodos 16nicos presentando
rectificacion de la corriente. Para estudiar las variaciones de esta propiedad de rectificacion,
se defini6 una factor de rectificacion (fr.), que permite cuantificar eficiencia de dicho
fenomeno. En todos los experimentos discutidos en esta tesis la definicion del fi fue,

_ 4 I(1V or —1V)
free = & I(—1V or 1V)
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donde la corriente en el numerador es el valor de corriente més grande correspondiente a la
rama de alta conductancia, mientras que el del denominador es el valor de corriente més bajo
que corresponde a la rama de baja conductancia. Adicionalmente, dependiendo de la
configuracion de los electrodos en cada experimento (Figura 2.6), si la corriente mas alta
corresponde a un potenical positivo (o negativo) entonces el factor de rectificacion se
multiplica con -1 para condiciones en las que se sabe que la carga superficial es negativa. Esta
definicidn permite asignar un f,.. negativo para el caso de un nanocanal con carga superficial
negativa y un f,.. positivo para cargas superficiales positivas. Esta definicion simplifica la
interpretacion de los resultados experimentales en términos de carga superficial. Es
importante mencionar que la carga superficial de los nanocanales de PC y PET es negativa
debido a los grupos carboxilato que se forman a partir de la hidrélisis de las cadenas
poliméricas después del proceso de etching. Para ldminas de PC y PET hidrolizadas se han

determinado valores de densidad de carga superficial en el rango de -0.9 a -1.7/nm’.

2.5. Modelado del transporte ionico. Ecuaciones de Poisson-Nernst-Planck

Ante la importancia de los fendmenos de transporte 16nicos de los nanocanales tales como los
cambios de la conductancia por regulacion superficial o la modulacién de la rectificacion en
nanocanales asimétricos, se hace evidente la necesidad de un marco tedrico en el cual se
puedan reconocer cuales son los parametros que afectan estas propiedades y en qué medida.
Debido a la naturaleza dindmica de estos procesos, las teorias descriptas en equilibrio como
por ejemplo la teoria de Poisson-Boltzamann (ecuacion 8), no son las més adecuadas. Sin
embargo, ciertos elementos de estas teorias pueden ser utilizados bajo la hipdtesis de
equilibrio local™ la cual supone que existe cierta escala de longitud ante la cual puede
considerarse al sistema en equilibrio - en donde las variables termodindmicas tienen las
mismas relaciones entre ellas que en equilibrio. Este es el caso del potencial quimico el cual
como fue explicado anteriormente (ver potencial quimico) describe la direccion del transporte
de las especies en la direccion opuesta a su gradiente espacial (-Vu) y por lo tanto puede ser

utilizado para describir el flujo de iones (J;) como,

Ji(r) = =D;C;(r)VBu; (1) (12)

Donde D;, C;y f son el coeficiente de difusion, la concentracion de la especie i y la constante

termodindmica (1/RT) respectivamente y r es la posicion en el sistema. Reemplazando la
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expresion para el potencial electroquimico (ecuacion 4) en la ecuacion anterior para el flujo

i6nico (ecuacion 12) obtenemos la ecuacion de Nernst-Planck de la forma,

Ji(r) = =D;VC;(r) — Diq;VBy(r) (13)

Esta ecuacion, en combinacion con la ecuacion de Poisson (ecuacion 7), forman el conjunto
de ecuaciones de Poisson-Nernst-Planck (PNP) ampliamente utilizado para resolver
problemas de transporte i6nico. A lo largo de los ltimos afios ha habido un gran nimero de
publicaciones destinadas a encontrar soluciones analiticas y numéricas de estas ecuaciones.**
En el apéndice 2 puede encontrarse el detalle del procedimiento aplicado a lo largo de esta
tesis para resolver las ecuaciones de PNP en una dimension. Estos céalculos a lo largo de la

tesis, al igual que simulaciones complementarias tipo Monte Carlo, fueron realizados en

colaboracion con Alberto G. Albesa del INIFTA, en La Plata.

2.6. Explicacion del fendmeno de rectificacion de la corriente ionica

La Figura 2.7 muestra medidas de curvas I-V para un nanocanal de estado soélido en
politereftalato de etileno (PET) cuya superficie se encuentra cargada negativamente (linea
continua gris). Una vez aplicado el modelo PNP (puntos azules), se observo que una existe
una excelente concordancia entre los resultados experimentales y tedricos cuando se aplica el
modelo de PNP. La teoria de PNP permite entonces correlacionar las caracteristicas corriente-
potencial y por lo tanto también la eficiencia de rectificacion de un nanocanal dado, con la
carga superficial. Para una geometria fija (conica), se observdo que existe un aumento
monotonico del factor de rectificacion al aumentar la carga superficial (Figura 2.7b), lo que
confirma que una molécula funcional que puede modificar su estado de carga puede, por

consiguiente, transducir estos cambios en la direccién y magnitud de la transporte i6nico.

Como se menciond anteriormente, la teoria de PNP ha sido ampliamente utilizada para
reproducir los resultados experimentales, principalmente porque puede ser utilizada para
dilucidar algunos de los fendmenos caracteristicos de los dispositivos nanofluidicos y en
particular de los nanocanales conicos. La primera pregunta que nos interesa responder es:
(cudles son los fundamentos fisicos de la existencia de rectificacibn en nanocanales
asimétricos? Existen una gran cantidad de teorias que pretender explicar este fenomeno pero

sin duda la més intuitiva y sencilla es la teoria de la rueda dentada (Ratcher)™, la cual esta
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basada en la forma que adoptan los perfiles de potencial eléctrico a lo largo de un nanocanal
asimétrico cuando éste es sometido a distintos potenciales de transmembrana. Si bien esta
teoria fue presentada intuitivamente, finalmente pudo ser corroborada mediante la utilizacion
del formalismo de PNP, pudiéndose calcular los perfiles de potencial para distintos

potenciales de transmembrana (Figura 2.8).
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Figura 2.7. (a) Resultados experimentales (linea gris) y ajuste con el modelo PNP (curva con
puntos azules) para un nanocanal de PET fabricado en forma de bala. Recuadro: Esquema
simplificado que muestra la configuracion de los electrodos para la medicion de las curvas.
(b) Factor de rectificacion en funcion de la densidad de carga superficial obtenida de la
teoria PNP para un nanocanal conico (con forma de bala). Diametro de la punta: 20 nm,

diametro de la base: 500 nm.

La Figura 2.8 muestra la forma de estos perfiles para un nanocanal conico negativamente
cargado donde el potencial es aplicado desde la punta; aqui puede verse que a potencial 0, el
potencial se mantiene relativamente constante a excepcion de una disminucion hacia la
entrada del nanocanal (x=0), debido a la condicion impuesta de exclusion Donnan. Vale la
pena aclarar que debido a que el potencial eléctrico por convencion se define en funcion de
una carga positiva, para entender el desplazamiento de los aniones hay que “seguir” las curvas
por debajo, desde menores a mayores potenciales. Al aplicar un potencial de transmembrana
negativo (-0.5 V), los cationes (K") se ven impulsados desde la base del canal hacia la punta
mientras que los aniones (CIl') lo hacen en el sentido contrario, en ambos casos siguiendo el
descenso del perfil de potencial eléctrico. Sin embargo, puede verse que existe una pequena
barrera de potencial a la entrada del nanocanal, la cual impide el transporte de los aniones. Es

debido a esta barrera que la contribucion de los aniones a la corriente total es muy baja frente
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a la contribucion de los cationes. De hecho, mediante el calculo de los nimeros de transporte
para cationes y aniones en un nanocanal con las mismas condiciones, puede verse que para
potenciales negativos, el numero de transporte para cationes es >0.9 para una solucion 0,05 M
de KCl y el de aniones es <0.1, es decir, que mas del 90 % de la corriente es transportada por
los cationes y la selectividad del sistema es muy alta. Sin embargo, debido a que la condicién
de electroneutralidad debe mantenerse los tnicos cationes que se encuentran disponibles para
transportar la corriente son los que estan en equilibrio con las cargas de la superficie del canal
y es por esto que las corrientes son muy bajas. Por otro lado, cuando se aplica un potencial
positivo (0.5 V), que se corresponde a los cationes yendo desde la punta hacia la base y a los
aniones desde la base hacia la punta, no se observa la aparicion de ninguna barrera de
potencial que impida el transporte de aniones. Debido a esto, se puede observar que el numero
de transporte es cercano al 0.5 para ambos tipos a potenciales positivos, es decir, casi el 50 %
de la corriente idnica es transportado por cada especie y debido a esto, la condicione de
neutralidad se satisface y las corrientes son mucho mas altas, dando lugar a la region de alta
conductividad. Por supuesto la inversion de la carga de la superficie de los canales genera una
inversion de los perfiles de potencial lo que finalmente conduce a la reversion de la forma de

las curvas [-V y del valor del factor de rectificacion.

Para realizar el célculo de los numeros de transporte, se estimo la fraccion de la corriente total
transportada por cada ion, simulando las curvas de corriente-voltaje para cada ion en ausencia

del otro, y dividiendo los valores obtenidos por la corriente total I,

I
Numero de T de la especie i = |71| (14)
Donde /; se calculé como,
I; = z;Fma?J; (15)

Donde J; es el flujo idnico calculado a partir de las ecuaciones de transporte, Z; la carga del

ion y a el radio del nanocanal.
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Figura 2.8. (izquierda) Numeros de transporte para K (rojo) y CI' (verde) en funcion del
potencial de transmembrana calculados utilizando el modelo de PNP, para una
concentracion de 0.05 M (circulos vacios) y 0.1 M (circulos llenos). (derecha) Perfiles de
potencial eléctrico a lo largo de un nanocanal, conico a distintos potenciales de

transmembrana, -0,5, 0y 0,5 V.

2.7. Objetivos de la presente tesis doctoral en base al marco conceptual expuesto

En este punto, nos encontramos suficientemente munidos de los fundamentos de la
nanofluidica como para poder apreciar los aspectos de la misma que requieren de mayor
investigacion y entendimiento. Puntualmente, la transduccion iontronica de estimulos fisicos
y quimicos especificos, es un campo novedoso y de sumo interés para la comunidad cientifica
principalmente para aquellos que buscan el desarrollo de dispositivos tecnoldgicos que tengan
la capacidad de controlar el transporte de especies en entornos reducidos. Este campo
incipiente ha comenzado en los tultimos 5 afios a concebir sus primeros dispositivos
comerciales los cuales ya han comenzado una revolucion en el campo de biosensado
macromolecular a raiz de lo cual se esperan muchos mdas avances con una significancia

similar.

Sin embargo, atin queda mucho por entender, ya sea sobre la fisico-quimica de los fendémenos
de transporte en confinamiento como sobre la fabricacion de sistemas nanofluidicos. Por
ejemplo, el desarrollo de plataformas complejas de transporte molecular, llamados circuitos

moleculares o circuitos acuosos, requiere del desarrollo de componentes iontronicos de
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caracteristicas andlogas a los componentes estandar de los circuitos electronicos como son

resistores, diodos, transistores y amplificadores.

En este contexto particular esta tesis pretende contribuir al desarrollo de la construccion de
dispositivos nanofluidicos iontronicos utilizando como estrategia de fabricacion la
incorporacion de ensamblados moleculares responsivos sobre la superficie de nanocanales de
estado solido fabricados utilizando la técnica ion-track-etching. La combinacion unica de
técnicas de nanofabricacion y diversas estrategias quimicas y fisicas de modificacion
superficial ha demostrado ser un paradigma muy eficaz para cumplir este objetivo. La
principal estrategia utilizada en este trabajo doctoral ha sido la fabricacion de nanocanales
asimétricos (tipo conicos o con perfil parabolico), los cuales se comportan como diodos
i6nicos presentando rectificacion de la corriente idnica cuya magnitud y direccion puede ser
regulada modulando la carga superficial, la geometria o la mojabilidad del canal. Mediante la
modificacion ulterior de estos canales con diversas moléculas o ensamblados
macromoleculares dotados de la capacidad predisefiada de modificar su estado de carga,
volumen o hidrofobicidad ante determinado estimulo (pH, iones, potencial quimico,
moléculas) se han podido obtener nanocanales que permitan regular el transporte de iones

ante la presencia de tales estimulos (transduccion iontronica).
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Capitulo 3

Fabricacion y caracterizacion de dispositivos nanofluidicos

3.1. Métodos tipicos de fabricacion de nanoporos y nanocanales

Tal como se explico en el capitulo anterior, la caracterizacion de los dispositivos
nanofluidicos, en particular en lo que respecta a su capacidad para transducir estimulos fisico-
quimicos mediante sefales idnicas, no representa un gran desafio experimental. Esta
consideracion se basa en el hecho de que el equipamiento necesario podria considerarse de
bajo costo y es ampliamente disponible comercialmente. No obstante, el gran desafio de la
nanofluidica se encuentra en los métodos de fabricacion per se. A lo largo de los ultimos 20
afios se han desarrollado un gran nimero de técnicas de fabricacion de dispositivos
nanofluidicos soportados en diferentes materiales tanto inorganicos como organicos, y hasta
hibridos bioldgico-inorganicos. Sin embargo, el mayor desafio estd en la fabricacion de
sustratos nanoporosos que contengan un solo elemento fluidico, es decir un solo nanoporo o
un solo nanocanal. En términos generales, los métodos de fabricaciéon que permiten la
construccion de un solo nanoporo o nanocanal dependen de la interaccion de sustratos con
fuentes de electrones o iones que perforan el material formando las nanoestructuras

1-4
buscadas.

Para el caso de las técnicas de fabricacion de nanoporos basadas en el uso de electrones se
requiere el uso de un haz enfocado de electrones direccionado para lo cual se suele utilizar un
microscopio de transmision de electrones (TEM) mediante el cual se puede fabricar o
“perforar” el nanoporo directamente en el material a la vez que se observa su crecimiento
(Figura 3.1 (a)). Sin embargo, cabe destacar que este procedimiento es muy lento e ineficiente
a la vez que estd limitado a sustratos con un grosor inferior a 50 nm por encima del cual el
tiempo de fabricacion se hace prohibitivamente largo. Utilizando esta técnica, se han podido

obtener nanoporos de tamafios inferiores a 5 nm.>
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Por otro lado, el uso de iones ofrece dos posibilidades generales de fabricacion dependiendo
de la energia alcanzada por los iones. El uso de iones con energias bajas, conseguidas
tipicamente con equipos de haces de iones enfocados (Focused ion beam, FIB) permite la
remocion de los atomos de la superficie de un material (sputtering) y se utiliza para fabricar
nanoporos en sustratos previamente “excavados” quimicamente (figura 3.1 (b)). Esta técnica
se ha utilizado ampliamente para la fabricacion de nanoporos en sustratos de silicio, dioxido
de silicio y carburo de silicio. Un desventaja de esta técnica se presenta en la dificultad de
obtener nanoporos de menos de 30 nm de didmetro de forma reproducible; aunque
actualmente con el uso de haces desenfocados y iones de mayores energias se han podido
obtener nanoporos de hasta 5 nm de didmetro en sustratos de SiN. Otra desventaja es que, al
igual que con haces de electrones, existe una correlacion entre el tamafio minimo alcanzable y

el espesor del sustrato.”®

Un enfoque alternativo en el uso de esta técnica consiste en utilizar el FIB para “esculpir” los
nanocanales, es decir, utilizar los iones para cerrar el nanoporo en lugar de abrirlo. Esto se
logra trabajando a temperaturas mas altas (~10 °C) para las cuales la difusion lateral de los
atomos de la superficie se ve fuertemente favorecida en lugar del sputtering de los mismos.

Esta técnica también condiciona el uso de la eleccion de los materiales a ldminas de grosores

que no excedan un espesor de 50 nm.
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Figura 3.1. Técnicas de fabricacion de un solo nanoporo o nanocanal. (a) Esquema
representando la técnica de haces enfocados de electrones, para la cual se utiliza un
microscopio electronico de transmision (TEM).(adaptado de ref. 9) (b) Esquema que
representa el equipamiento utilizado para la técnica de heces enfocados de iones

(FIB).(adaptado de ref. 10)
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Sin embargo, este ultimo problema que condiciona tanto el uso de electrones como de iones
de baja energia, puede ser evitado mediante la utilizacion de iones de alta energia, las cuales
pueden ser alcanzadas mediante el uso de aceleradores de iones, como los encontrados
tipicamente en complejos de investigacion de fisica nuclear como por ejemplo el GSI en
Darmstadt (Alemania), el JINR en Dubna (Rusia) o el TIARA en Takasaki (Japon). Cuando
iones rapidos (de alta energia) penetran en un material (no conductor) estos dejan un dafio
denominado frack, que puede ser removido selectivamente mediante un proceso de
degradacion quimica llamado efching dando lugar a la formacidon de un nanoporo o nanocanal
en el material (figura 3.2). Debido a esta sucesion de pasos, este procedimiento se conoce
como ion-track-etching y su uso estd inicamente limitado al rango del ion dentro del material
que se pretenda utilizar, lo que depende del tipo de ion, su energia y la naturaleza quimica del
material. Por ejemplo, para polimeros de condensacion tipicos y iones con energias de 11
MeV por nucleon, el rango es de alrededor de 150 um, valor que es sustancialmente mayor al
que se encuentra con cualquier otra técnica; naturalmente no existe una cota minima, al punto
que esta técnica ha sido utilizada para fabricar nanoporos en grafeno.11 Cabe destacar que esta

ultima es la técnica utilizada en esta tesis para fabricar nanocanales en sustratos poliméricos.

3.2. Técnica “lon-Track-Etching”

. m
Formacion

Del
lon-Track

Solucion de Etching Solucion de Etching

Figura 3.2. Esquema que muestra el procedimiento de ion-track-etching.

Las grandes instalaciones de aceleradores permiten el uso de haces de iones altamente
energéticos para la fabricacion de nanoporos o nanocanales de estado solido en materiales
dieléctricos, con la posibilidad de alcanzar energias de varios GeV por ion.'*"* Como se ha
explicado antes, el haz de iones enfocado hace uso de iones acelerados para perforar o

esculpir nanoporos en materiales, interactuando con atomos de la superficie ya sea
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eliminandolos (sputtering) o haciéndolos difundir sobre la superficie. Sin embargo, estos no

son los fendmenos predominantes cuando la energia de los iones es mayor.

La técnica llamada "ion-track-etching" hace uso de iones pesados rapidos para fabricar
nanoestructuras. Para la fabricacién de nanocanales se usan normalmente iones de 197Au,
2%pp o 28U los cuales se aceleran tipicamente a velocidades de ~10 % de la velocidad de la
luz (11,4 MeV por nucledn). Dependiendo del acelerador utilizado, la fluencia, es decir, la
cantidad de iones por cm?, puede ser ajustada desde iones individuales (1 ion/cm?) a decenas
de ordenes de magnitud, siendo la limitacion en este caso la superposicion del dafio dejado

por los iones sobre el material (Figura 3.3).

Cuando un ion atraviesa un material, este pierde energia debido a la interaccién con los
atomos del mismo. La energia depositada por unidad de distancia se denomina pérdida de
energia y corresponde a la energia acumulada por el material “objetivo” (dE/dx) la cual puede

ser definida como la suma de las pérdidas de energia electronica y nuclear,

2 (). (), g

La pérdida de energia nuclear es el fendmeno dominante a bajas energias (< 0.01 MeV /
nucledn) y corresponde a colisiones eldsticas entre los nucleos proyectiles y los dtomos del
material objetivo. Debido a estas colisiones, se producen desplazamientos de los atomos del
objetivo y esto lleva a la formacion de defectos, como por ejemplo vacancias intersticiales.

Por otro lado, a altas energias (> 0.1 MeV / nucleon) el proceso de frenado dominante es el
electronico debido a que a estas energias la interaccion de los iones proyectiles se da
principalmente con los electrones del material objetivo. Los iones en movimiento se ven
despojados de parte de sus electrones orbitales adquiriendo una carga neta positiva de Z*,

también conocida como carga efectiva. Z* se define empiricamente como,

130
2

Z*=Z|1—e 2z (2)

Donde Z es el nimero atomico del ion acelerado y f la velocidad relativa del ion respecto a la

velocidad de la luz. Por ejemplo, para el caso de iones que se mueven a energias relativistas,
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todos los electrones son removidos llevando a Z*=Z y las pérdidas de energia se ven

dominadas por las fuerzas eléctricas entre el ion y los electrones de los atomos del objetivo.

Esta pérdida de energia electronica puede ser determinada utilizando la formula de Bethe-

Bloch,

(d_E) _AmNzZTet (2"“72) ~pr -6~ Ul 3)
dx/, muv? I

N = densidad de atomos en el objetivo

Z, = numero atomico de los atomos del objetivo

e = carga del electron

m = masa del electron

v = velocidad del proyectil

I = energia de ionizacidn de los atomos del objetivo

o = factor de correccion relativistico

U = factor de correccion para bajas velocidades

Los principales efectos relacionados con las pérdidas de energia electronica son la excitacion
de los electrones del objetivo a niveles de energia superiores o en casos extremos su eyeccion
(ionizacién). Este tltimo proceso resulta en la emision de electrones de alta energia, también
conocidos como rayos delta, los cuales pueden a su vez inducir la ionizacién o excitacion de
los 4atomos circundantes ubicados dentro de cierto radio desde el camino del ion proyectil.
Esta cascada de electrones, que ocurre desde el camino del ion, es lo que en ultima instancia
determina la formacioén de un ion-track (estela del ion). Debido a que (dE/dx). escala con
(Z*), la pérdida de energia de los iones pesados es significativamente mas grande que la

. . . ’ SO 1
producida por iones de bajo namero atémico."

Actualmente, existe una gran cantidad de modelos que han sido propuestos para explicar el
fenomeno de formacion de ion-tracks. '*'” Un ejemplo es el modelo de explosion couléombica,
el cual sugiere que los ion-fracks resultan de la repulsion electroestatica de los dtomos del
material objetivo fuertemente ionizados o en estados excitados. Otro modelo, denominado
modelo del pico-térmico (Thermal-spike) asume, en cambio, que los fracks se forman por un
fuerte aumento de la temperatura debido a la gran cantidad de energia depositada por los iones

proyectiles.
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Los polimeros en general son muy sensibles a la radiacion y es facil registrar ion-tracks en
ellos debido al dafio irreversible que sufren en su estructura quimica. Hoy en dia, debido a una
gran cantidad de experimentos y simulaciones llevadas a cabo en las ultimas dos décadas,
existe un fuerte consenso sobre la naturaleza radialmente isotropica (cilindrica) de los tracks
en polimeros. Es sabido que el didmetro de estos tracks cilindricos puede llegar a alcanzar

varios cientos de nanometros.

Dehaye et al. mostraron que los dafios provocados por irradiacion ionica dependen de la
energia y nimero atdmico de los iones proyectiles; los cuales producen una pérdida de
energia (dE/dx) dada por la ecuacion de Bethe-Bloch (ecuacion 3)."8 En los experimentos
contenidos en esta tesis, se utilizaron proyectiles de Au. Con el uso de Au a energias
especificas de entre 11.1-11.4 MeV por nucledn, la deposicion de energia a lo largo del track
deberia ser suficiente para alterar cualquier tipo de enlace quimico. **° Sin embargo, es de
esperar que los dafios mas importantes se produzcan sobre los grupos con enlaces mas débiles,

por ¢j.: los grupos carbonato.'®

Otros efectos, relacionados con la excitacion electronica o la formacion de radicales son, la
desgasificacion de fragmentos volatiles como CO, CO,, CHy4 y C,H,, el entrecruzamiento de
cadenas y la formacion de enlaces insaturados (formacion de alquinos). Estos fendmenos

fueron observados utilizando espectroscopia infrarroja y de masas.'®*!

La distancia que un ion puede recorrer en un material antes de que su energia sea cero se
denomina rango y esta determinado por la energia cinética inicial del ion (Eo) y su pérdida de

energia en el material (dE / dx),

R = fo ” (Z—i)ﬂ dE (4)

Para un ion de Au con una energia cinética especifica de 11.1 MeV por nucledn interactuando
con una muestra de policarbonato, el rango proyectado es de 150 um. Esto significa que
incluso después de atravesar 100 um del polimero, la energia restante es todavia de 4.1 MeV

por nucleon, es decir, suficiente para seguir propagando la formacion del track.

Para la irradiacion de las muestras utilizadas en esta tesis, se utilizaron pequenas pilas de
laminas poliméricas (principalmente de politereftalato de etileno y policarbonato) cuyo

espesor total fue siempre inferior a 110 um, es decir, por debajo del rango proyectado. Esto se
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hizo asi con el fin de asegurar que la pérdida de energia a través de las laminas sea
homogénea.'®*° Cada ion que atraviesa el material, deja un frack individual. Debido a esto se
puede regular la densidad de tracks en el material controlando la fluencia (fluence) de iones.
También pueden realizarse distintos patrones de distribucion de iones utilizando mascaras

metalicas durante la irradiacion.

En el desarrollo de esta tesis, el procedimiento de irradiacién de los materiales para construir
los nanocanales fue realizado integramente en el centro de investigacion de iones pesados,
GSI Helmholtzzentrum fiir Schwerionenforschung GmbH, en la localidad de Darmstadt en
Alemania. La Figura 3.3 muestra un esquema del GSI donde se pueden ver los distintos
componentes del instituto. El procedimiento de irradiacién fue realizado en la linea X0 del
UNILAC (Universal Linear Accelerator) marcado en color violeta en el esquema del instituto.
El UNILAC es un acelerador de iones lineal que permite acelerar iones desde protones hasta
Uranio con energias de hasta 12 MeV por nucledn. Sin embargo, la capacidad de ionizar y
acelerar iones de cualquier nimero atomico no es la caracteristica mas importante del
UNILAC para aplicaciones de nanofluidica sino que lo es la posibilidad de desenfocar el haz
de iones regulando de esta manera la densidad de iones que interactian con el material
objetivo en un intervalo de tiempo determinado (Figura 3.3). El caso mas extremo de esta
capacidad esta dado por la posibilidad de fabricar sustratos que contengan un solo frack. Para
ello se debe incluir en la preparacion de la muestra una mascara metalica (aluminio) que
reduzca el tamafio efectivo expuesto al haz de iones. Esto se hace debido a que el desenfoque
maximo del haz asegura una separacion promedio entre los iones de varios cientos de um, por
lo cual utilizando una mdscara con una apertura de ~200 pum se puede asegurar que en un
intervalo corto de tiempo, solo un ion atraviese el metal. Cabe destacar que durante el proceso
de irradiacion se registran todos los iones que atraviesan el material, permitiendo disparar un

mecanismo de cierre una vez que la cantidad de iones deseada ha sido obtenida.
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Figura 3.3. (a) Diagrama que muestra los distintos componentes del centro de investigacion
de iones pesados (GSI) En Darmstadt, Alemania. Se encuentran identificados el acelerador
lineal UNILAC el acelerador sincrotron SIS y el anillo de guardado ESR. La linea X0 es
donde se encuentra la camara experimental utilizada por el departamento de materiales y
biofisica (b) Fotografia del acelerador lineal universal (UNILAC) en el GSI. (c) Lamina
track-etched ilustrando los regimenes de porosidad disponibles con la tecnologia de ion-
tracks (track singular, multitrack sin y con superposiscion de los tracks) (d) Esquema que

muestra el arreglo utilizado para la irradiacion de tracks singulares.

Luego de la irradiaciéon con los iones pesados y antes de realizar el efching quimico, las
laminas que contienen los tracks suelen irradiarse con luz ultravioleta (UV) (30 W, T-30M,
Vilbert Lourmat) durante 1 a 35 horas en una o ambas caras, dependiendo el tipo de etching
que fuera a realizarse posteriormente. En muestras con altas densidades de poros, es sabido
que la irradiacion UV ayuda a reducir la distribucion de los tamafios de poros después del
etching.”’ Virk et al. demostraron que una muestra pristina de policarbonato es transparente a
la luz UV mientras que una muestra de policarbonato irradiada con iones no lo es. Por lo
tanto, la irradiacion con luz UV afecta selectivamente a los fracks pero no al polimero no

irradiado (llamado polimero bulk o matriz). También es sabido que el dafo selectivo de los
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tracks por foto-degradacion genera un aumento de la velocidad de etching de los tracks frente

a la del material masivo (bulk).?*>"

Apel et al. mostraron mediante una serie de estudios conductimétricos realizados con tracks
en policarbonato y politereftalato de etileno que los fracks estan constituidos por dos zonas
con diferentes comportamientos de efching.>*>* Por un lado, se encuentra el ntcleo del ion-
track (core), el cual es altamente reactivo al hidroxido de sodio utilizado durante el etching.
Como consecuencia, la velocidad de etching del track mucho mas alta que la del material
masivo. Por otro lado, estd la region del halo, la cual se forma alrededor del nucleo por la
cascada electronica derivada de la irradiacion y que puede llegar a tener varios cientos de
nanometros de didmetro. En esta region, se determind que la velocidad de etching era mas
baja que la del material masivo, probablemente debido a entrecruzamiento de las cadenas

poliméricas.

3.2.1. Etching quimico de los ion-tracks

Con el fin de crear los nanocanales a partir de un material que contiene ion-tracks, estos
ultimos deben eliminarse selectivamente mediante un procedimiento de etching quimico en el
que el reactivo utilizado dependerd de la naturaleza quimica del material irradiado. Para
materiales poliméricos (PET, PC) que son los mas ampliamente utilizados para aplicaciones
nanofluidicas y los utilizados en esta tesis, el procedimiento de etching suele ser una hidrolisis

alcalina utilizando soluciones concentradas (6-9 M) de hidroxido de sodio.

Debido al importante dafio que se produce en un material a través de la trayectoria del ion, los
ion-tracks suelen presentar una velocidad de etching (v¢) distinta a la del material masivo o
bulk (vy). La velocidad de etching radial (v;) se define como la velocidad de crecimiento
perpendicular a la direccion del track de los nanocanales. La figura 3.4 muestra la
competencia de estos parametros a un tiempo de etching ¢ determinado, la cual determina la

geometria final del nanocanal.
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Figura 3.4. (Izquierda) Hidrolisis de los polimeros de condensacion utilizados tipicamente
para la fabricacion de nanocanales, politereftalato de etileno (PET) y policarbonato (PC)
(derecha) esquema representativo donde se pueden observar las distintas velocidades de

etching que determinan la geometria final del nanocanal.

La formacién de un nanocanal por etching estd caracterizada por su tiempo de penetracion t,

asi como por la longitud inicial del track I (t=0),

_ Lt =0) (s)
t— Z*tb

El valor de longitud inicial del track estd dado por el espesor inicial de la lamina polimérica

Dy. Bajo las mismas condiciones de efching, la velocidad de etching masiva se define como,

Dy — Dy (6)
2%t

Uy =

Donde D, = I7 () es el espesor final de la ldmina polimérica después de un tiempo ¢ de etching.

El médulo de la velocidad de etching radial v, (z,r) depende directamente de v; y v. Por un
lado, el canal se puede agrandar solo si el nucleo del #rack fue removido y reemplazado por la
solucion de efching. Por otro lado, la velocidad de etching radial no es constante y varia en
funcion del radio y concomitantemente, con el tiempo. De hecho, al comienzo del proceso de
etching, la velocidad de etching radial es igual a la velocidad de efching del track, siendo asi
debido a que el etching ocurre directamente sobre la zona del nicleo, que es la mas danada.
Este proceso inicial del etching de un nanocanal también pone una cota minima respecto al

tamafio mas pequefio alcanzable. Por ejemplo, para una lamina de 10 um de espesor este
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tamafio es de 10 nm, siendo mayor para membranas de mayor tamafio (espesor). Para tiempos
de efching mas largos, los tracks son completamente removidos prevaleciendo entonces la

velocidad de etching masiva.

lim(vy) = v, (7)

lim (v,) = v, (®)

Existe una gran cantidad de trabajos dedicados al estudio de la influencia de la energia
depositada por un ion sobre la correlacion existente entre la velocidad de etching y el radio
del canal para distintos polimeros.’**> En general, se observa que existe un periodo inicial
donde la velocidad es constante (v,=v;) seguido por un rapido decaimiento de la velocidad
durante la hidrdlisis del halo y finalmente un aumento progresivo de la velocidad hasta llegar

a la velocidad de etching masiva a tiempos grandes.

De la figura 3.4 surge que es posible ajustar la geometria de los nanocanales mediante el
ajuste de la relacion vi/vy. Experimentalmente, esto puede hacerse de varias maneras, una de
las més directas es cambiando las condiciones de efching tales como la concentracion de
hidroxido o la temperatura. Cambiar la concentracion de hidroxido aumenta tanto la v, como
la vy,. Por el contrario, agregar solventes organicos miscibles con agua como metanol o etanol,
resulta en un mayor decrecimiento de la velocidad de etching del track respecto a la velocidad
de etching masiva. Otras estrategias incluyen el uso de campos eléctricos opuestos al sentido
de difusion de los iones hidroxilos para “frenarlos” y aumentar el 4ngulo cénico del nanocanal
o el uso de surfactantes para “proteger” una superficie del etching reduciendo la velocidad de
etching masiva. A continuacién se describirdn las distintas estrategias de etching de
nanocanales utilizadas en esta tesis para obtener distintas geometrias. Ademas, en el apéndice
1 se describen de manera resumida diversas estrategias de etching con referencias
bibliograficas con el objetivo de ser un elemento de consulta rapido para aquella persona

interesada en la fabricacion de nanocanales mediante la técnica track-etched.
3.2.2. Nanocanales cilindricos (y biconicos) en PET y PC

En el caso de etching cilindricos, la velocidad de efching masiva (vy) es despreciable frente a

la velocidad de etching del track (vi). De esta manera el etching a lo largo del track prevalece
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llegdndose rapidamente a la penetracion de la ldmina. Los canales resultantes son cuasi-
cilindricos y con un didmetro muy pequeio, siendo 10-15 nm los didmetros minimos
alcanzables.” La continuacién del etching después de la penetracion lleva al crecimiento
homogéneo de los nanocanales a una velocidad de crecimiento radial, v, (Figura 3.5). En este
caso, mediante el control del tiempo de etching se puede regular el didmetro del nanocanal.
Tipicamente, se puede obtener experimentalmente el valor de v, como la pendiente de un
grafico de diametro de los nanocanales (obtenidos por medidas conductimétricas o

microscopia electronica de barrido) versus el tiempo de etching.

Las condiciones de efching utilizadas para la fabricacion de nanocanales cilindricos suelen
involucrar concentraciones de hidréxido de sodio entre 2 a 6 M y temperaturas entre 30 y 50
°C. En esta tesis se realizo la fabricacion de nanocanales cilindricos en PC a 50 °C e hidréxido
de sodio 6 M, en donde se registra una v, de 23 nm/min. El uso de soluciones mas
concentradas (8-9 M) y temperaturas mas altas (> 60 °C) lleva a la formacién de nanocanales
biconicos (reloj de arena) a tiempos cortos debido al aumento de la velocidad de etching
masivo. Zhang et al. utilizaron este tipo de efching para producir toda una familia de
geometrias biconicas donde demostraron que la posicion de la constriccion central puede ser
cambiada de lugar dentro del nanocanal, produciendo una gran variedad de respuestas

nanofluidicas (Figura 3.5).

A=0.40

(a)

Base pequena

Base grande

(b) Secciones transversales de los nanocanales biconicos
¥ A=0.10 L%
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Figura 3.5. (a) Imagenes SEM de las bases pequeiias y grandes de nanocanales biconicos en
PET con distintos valores de 1=X7/L, donde Xr es la posicion de la constriccion respecto al
largo (L) del nanocanal, 0.5 indica que la constriccion se encuentra en el centro. (adaptado
de ref.36 )(b) Imdagenes transversales de nanocanales biconicos con distintos valores de 1, se
puede observar la variacion de la posicion de la constriccion. (c) Nanohilos de Ni fabricados
usando la técnica asistida por plantilla. Esta es una técnica alternativa para observar la

geometria de nanocanales cilindricos en PC. (adaptado de ref. 37)

3.2.3. Nanocanales conicos en PC y PET

En el caso de nanocanales de geometria conica, la velocidad de etching del track es
ligeramente mas alta que la del material masivo (v¢>vy) por lo cual el agrandamiento del canal
y el etching del track suceden simultaneamente. Aplicando condiciones simétricas de etching,
el proceso ocurre desde ambos lados de la Iamina polimérica conduciendo a la formacion de
nanocanales biconicos. Para obtener poros conicos, es decir, asimétricos respecto al plano
principal de la ldmina, deben usarse condiciones asimétricas de efching lo que se conoce
como etching anisotropico. En este caso, solo una cara de la lamina es expuesta a la solucion
de efching mientras que la otra cara es expuesta a agua pura o a alguna soluciéon de “frenado”
que suele ser una solucion de acido mas diluida (chemical stopping). Nuevamente, existen
varias estrategias para regular la geometria final de los nanocanales. Una de las méas comunes
es el uso de un campo eléctrico para “repeler” los iones hidroxilos de la punta del nanocanal
conico (electrical stopping). Martin et al. demostraron mediante la aplicacion de potenciales a
través de la celda de etching desde 1 hasta 30 V, que el uso de campos eléctricos puede
utilizarse para aumentar el dngulo cénico de los nanocanales.*® Otro motivo para la utilizacion
de campos eléctricos es la posibilidad de monitorear el proceso de etching mediante la medida
de la corriente transmembrana. En la Figura 3.6 se muestra una curva tipica registrada durante
el efching conico de un nanocanal en PET utilizando 9 M NaOH a 30 °C. Se puede ver que el
valor de corriente permanece constante durante la hidrolisis del nucleo del #rack hasta que se
produce la penetracion, a partir de la cual la corriente empieza a crecer progresivamente
conforme crece el tamafio del nanocanal. Si bien en principio deberia ser posible regular la
geometria final del nanocanal mediante el seguimiento de la corriente transmembrana,
experimentalmente resulta practicamente imposible ya que las membranas resultantes suelen

mostrar gran variabilidad respecto a los tamafios de las puntas de los nanocanales conicos.
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Figura 3.6. Curva de corriente versus tiempo registrada durante el etching de un nanocanal
conico en PET. Puede verse claramente el momento (~50 min) en el que se produce la

penetracion que indica la finalizacion del etching del nucleo del track ionico.

En este trabajo, para la fabricacion de nanocanales conicos en PC, se utilizé un procedimiento
de etching anisotropico en el cual la solucion de efching fue una mezcla de 9 M
NaOH:Metanol (relacion en volumen 40:60) y la solucién de frenado fue agua pura.
Adicionalmente, una diferencia de potencial de 1 V fue aplicado entre dos electrodos de Au
tanto para generar un campo eléctrico de “frenado” como para monitorear el proceso de

etching. Durante el etching la temperatura se mantuvo a 30 °C usando una platina calefactora.

Por otro lado, para la fabricaciéon de nanoporos conicos en PET se utilizd una solucion de
etching 9 M NaOH y una solucién de frenado de acido féormico 1 M mas 1 M KCI a 30 °C.
También para este caso se mantuvo un potencial de transmembrana de 1 V durante todo el
proceso. En general, tanto para PC como para PET el efching fue interrumpido 15-20 minutos
después de la penetracion. Es importante notar que el tiempo de penetracion suele variar entre
40 minutos y una hora y media para muestras con un solo track. Si bien la geometria
alcanzada por este método se ha considerado histéricamente como conica, recientemente se ha
discutido que debido al perfil observado en imdagenes de cross-sections y a medidas de

conductimetria que esta geometria es mas bien asintotica (forma de trompeta).*’
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3.2.4. Nanocanales con perfil parabolico en PET. Etching asistido por surfactante

En este caso se utiliza un surfactante mezclado con la solucion de etching para proteger la
superficie del polimero de la hidrolisis y reducir de este modo la velocidad de etching masiva
(vp) en la superficie de la [amina polimérica. Debido a que la velocidad de difusion de los
iones hidroxilo es mucho mas alta que la del surfactante, este ultimo no impide que se
produzca el etching del track, dando lugar a un tipo de etching parecido al cilindrico en el cual
v >> v, " Sin embargo, debido a que la superficie de la membrana se encuentra protegida por
el surfactante adsorbido inicialmente, se da lugar a la formacion de una geometria en la cual
se observa un perfil parabolico (con el vértice ubicado en la superficie de la lamina) seguido
por una seccion cilindrica (figura 3.7). Si el etching se realiza asimétricamente, la forma final
se asemeja a la forma de una bala (bullet-like) mientras que si se lleva a cabo simétricamente,

la geometria resultante tiene forma de cigarro (cigar-like).

(a) Hidroxido
L d ¥

Capa de surfactante adsorbido

Capa de surfactante adsorbido

-«
Hidroxido

Figura 3.7. (a) Esquema donde se muestra el fundamento del etching asistido por
surfactante. El surfactante proteje la superfiecie de la lamina con tracks, pero debido a que la
difusion de los iones hidroxilos es mayor que la del surfactante, la hidrolisis del track ocurre
dentro del nanocanal. (Adaptado de ref.41) (b) Imagen SEM tomada de una lamina de PET
irradiada a una fluencia de 10° iones/ cm’ y procesada utilizando la técnica descripta en la

seccion 3.3.2. El recuadro negro muestra la region parabdlica, i.e. punta, en mayor detalle.

Para la fabricacion de nanocanales con forma de bala, un lado de la celda se llena con la

solucion de etching, NaOH 6 M, mientras que el otro se llena con solucion de etching, NaOH
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6 M y surfactante, Dowfax 2al 0,04 % en volumen. Antes del etching, las laminas pueden
irradiarse con luz UV en el lado de la lamina que estard en contacto con la soluciéon de
etching. Este procedimiento induce la foto-oxidacién de los grupos en la superficie de las
laminas de polimero con tracks, aumentando el mojado de la membrana y disminuyendo la
adsorcion del surfactante. Para evaluar el efecto final de la luz UV en la respuesta
conductimétrica, varios etchings fueron realizados manteniendo todos los parametros iguales
excepto el tiempo de exposicion a la luz UV (figura 3.8). El resultado fue que el efecto de la
exposicion UV sobre la respuesta final no es tan significativo como para justificar su uso, ya
que solo es importante a tiempos de irradiacion largos (>24 hs) los cuales también inducen un
debilitamiento mecénico de las ldminas. Por esto, en general, los etchings de este tipo fueron
realizados prescindiendo de irradiacion UV, a diferencia de otros protocolos presentados en la

literatura.
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Figura 3.8. Grdfico que muestra como cambia la eficiencia de rectificacion de la corriente
ionica (frec) en funcion del tiempo de exposicion de la base de las laminas. Se observa un

cambio significativo para tiempos de exposicion mayores a 24 hs.

El tiempo total de etching utilizado generalmente oscila entre 5:00 y 6:30 minutos a una
temperatura de 60 C, dependiendo de la eficiencia de rectificacion de la corriente ionica

buscada. Para este rango de tiempos, se observa una rectificacion ionica considerable la cual

.. L. . : . 42
disminuye rapidamente a tiempos de etching mas altos.
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En el caso del presente trabajo de tesis, muchos nanocanales fabricados en PET utilizando el
procedimiento de efching conico (3.2.3) tuvieron que ser desechados porque no mostraron
conductancia idnica, es decir, estaban “cerrados”. En otros casos, los nanocanales se
“cerraron” poco después de las mediciones iniciales pudiendo ser reabiertos solo después de
aplicar mayores potenciales transmembrana. Ademas, el factor de rectificacion de corriente
i6nica de estos nanocanales era mucho menor que los obtenidos por el procedimiento asistido
por surfactante. El procedimiento asistido por surfactante dio como resultado nanocanales que
presentaban altos factores de rectificacion con un alto grado de reproducibilidad. Es por esto,
que para los experimentos que requirieron el uso de nanocanales asimétricos (diodos idnicos)

se opto, en general, por la utilizacién de los nanocanales con perfiles parabolicos.

3.3. Caracterizacion de la geometria por microscopia electronica de barrido (Scanning

electron microscopy, SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM) es en la actualidad una de las técnicas mas
utilizadas para el estudio de materiales nanoestructurados. Esta técnica consiste
fundamentalmente en la observacion indirecta de la interaccidon entre electrones acelerados
mediante un campo eléctrico con el material que queramos estudiar, el cual debe ser
conductor o en su defecto estar recubierto por un material conductor. Los SEM
convencionales suelen manejar voltajes de hasta 30 kV. El enfoque del haz sobre la muestra
se realiza mediante lentes magnéticas mientras que el uso de bobinas deflectoras que permiten
el barrido del haz de electrones sobre la muestra. La deteccion se realiza mediante los
electrones secundarios emitidos debido a la interaccién de los electrones acelerados y los

atomos de la muestra.

Las imagenes presentadas en esta tesis fueron obtenidas utilizando un microscopio electronico
de barrido de efecto de campo (FESEM) modelo JSM-7401F (JEOL) operado a 10 o 20 kV
utilizando el detector de electrones secundarios (SEI) para obtener las imdgenes aunque para
ciertos casos particulares se utilizd también un segundo detector de electrones secundarios
ubicado mas cerca del plano de la muestra llamado detector bajo (LEI) que permite obtener
informacion mas precisa de la topografia de la muestra. Este modelo tiene una resolucion
maxima de 1 nm aunque debido a los efectos de carga de las muestras utilizadas en este
trabajo, esa resolucion nunca pudo ser alcanzada. Las imagenes de microscopia electronica

fueron muy utiles a la hora de dilucidar los pardmetros geométricos de los nanocanales que
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luego fueron utilizados en las simulaciones tedricas, como asi también para corroborar la
arquitectura y morfologia de los nanocanales. A continuacion se presentaran dos métodos
utilizados para identificar la estructura completa de los nanocanales, el Método de fabricacion
de nanoestructuras por el método de plantilla y el método de iméagenes transversales (cross-

sections).

3.3.1. Método de fabricacion de nanoestructuras por el método de plantilla o replica

Una manera de caracterizar completamente la geometria de los nanocanales, es la utilizacion
de las laminas track-etched como plantillas o moldes para depositar metales en su interior.
Una vez terminado el depdsito electroquimico del metal (tipicamente Cu, Ni, Au, Ag) el
“molde” polimérico se puede disolver con un solvente adecuado revelando las estructuras
formadas en su interior. En esta tesis se ha utilizado esta técnica para electrodepositar Au en
laminas track-etched en PC y en PET (Figura 3.9). Los nanohilos adoptan la forma y el
tamafio de los canales y de esta manera se pueden obtener los parametros geométricos
caracteristicos de los nanocanales que los contienen. Esta técnica es particularmente util para
identificar caracteristicas morfoldgicas del interior de los nanocanales. Por ejemplo, se pudo
observar que los nanocanales fabricados en PET son sumamente rugosos en su interior
(Figura 3.9 (b)) mientras que los fabricados en PC son perfectamente lisos. Se ha
argumentado que esto se debe a la naturaleza semicristalina del PET para la cual la porcion
amorfa tiene una velocidad de etching distinta a la porcion cristalina del material. Por otro

lado el PC es un polimero amorfo y presenta una velocidad de efching mas isotrdpica.
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Figura 3.9. Imagenes SEM de nanoconos de oro fabricadas por la técnica de réplica

utilizando una lémina multiporo de policarbonato (10’tracks/cm’) (b) Imagen SEM de un
nanohilo de Cu depositado en una membrana multiporo de PET (10°tracks/cm®) fabricada

mediante etching asistido por surfactante.
3.3.2. Método de imagenes transversales (cross-sections)

Para producir las iméagenes transversales fue necesario utilizar un método de varios pasos.
Primero se requiere de la utilizacion de ld&minas de polimero con una alta densidad de tracks,
tipicamente 5x10'° tracks/cm’, esto asegura que se desarrolle una mayor fragilidad en el
material en los pasos subsiguientes. Una vez obtenidas las ldminas con tracks se realiza en

ellas el efching que produce la geometria que se quiera estudiar (cilindrica, conica, etc.)

El préximo paso consiste en irradiar las ldminas con luz UV por, al menos, 24 hs en cada lado
para PC y por 72 hs para PET. Una vez terminada la irradiacion de las laminas ya puede
percibirse una mayor fragilidad de las mismas aunque todavia la tension no es lo
suficientemente baja como para poder fracturarlas sin alterar las caracteristicas geométricas de
los nanocanales. Por lo tanto, para reducir aun mas la tension del material, las laminas se
sumergen en nitrogeno liquido por un par de minutos, luego de los cuales las laminas se

pueden fracturar facilmente. Una vez fracturadas, las ldminas se pueden montar en soportes
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especialmente disefiados para observar en el SEM a 90° respecto a la superficie de los

nanocanales. (Figura 3.7)
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Capitulo 4

Quimica supramolecular “anfitridon-huesped” en nanocanales
de estado solido. Modulacidn del transporte 106nico impulsada

. + . ;g
por iones K en diodos nanofluidicos

4.1. Uso de interacciones especificas inspiradas en la naturaleza: Biomimética

“...El quimico puede encontrar inspiracion en el ingenio de los eventos biologicos y estimulo
en la demostracion de que eficiencias, selectividades y velocidades tan altas pueden ser sin

duda alcanzadas..”
Jean-Marie Lehn, Nobel Lecture, Diciembre 8, 1987

Haciendo eco de las palabras del premio Nobel en quimica Jean-Marie Lehn (por su
contribucion al desarrollo de la quimica supramolecular), durante la tltima década, quimicos
y cientificos de la ciencia de materiales han explotado los principios bioldgicos como guia
para el desarrollo de nuevas estrategias que puedan llevar a la creacion de dispositivos
avanzados con un amplio impacto en multiples campos.' Por ejemplo, distintos grupos de
investigacion han buscado inspiracion en los canales bioldgicos para desarrollar nuevas clases

de dispositivos con capacidad para modular el transporte molecular.’

Como fue explicado en el capitulo 2, uno de los aspectos mas intrigantes de los nanocanales
asimétricos es su habilidad para rectificar el transporte de iones que fluyen a través de ellos,
de manera similar a los canales i6nicos biologicos regulados por la aplicacion de un potencial
eléctrico’ Una de las caracteristicas centrales que determinan las caracteristicas de
rectificacion de los nanocanales conicos es el control preciso de la carga superficial en las
paredes de los poros.* La eficiencia con la cual muchos poros bioldgicos regulan el transporte
i6onico a través de membranas bioldgicas usando diferentes especies quimicas como
disparador, ha sido una fuente de inspiracion para los quimicos para imitar tales procesos

r1: 5 .
usando nanocanales de estado solido.” En particular, con respecto a desencadenantes o
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disparadores quimicos de relevancia bioldgica, los iones potasio pueden considerarse de
crucial interés, ya que modulan la actividad de los musculos y nervios cuyas células estan
equipadas con canales i6nicos que transportan esta especie quimica con un alto grado de
especificidad.® Jiang y sus colaboradores han sido los pioneros en el desarrollo de dispositivos
nanofluidicos sensibles al potasio.’ Estos autores aprovecharon la versatilidad de las cadenas
de ADN tipo G-quadruplex (estructuras secundarias ricas en Guanina) para someterse a un
cambio conformacional sensible al potasio, las cuales una vez inmovilizadas en un nanocanal
sintético inducen un cambio en el tamafio efectivo del mismo ante la presencia de potasio.
Estos autores mostraron que las caracteristicas de la respuesta nanofluidica del sistema
pueden ser reguladas por la naturaleza de la estructura G-quadruplex mediante el ajuste de la

.« . b4 7
concentracion de potasio en solucion.

La elaboracion de estrategias para manipular el transporte de iones a través de nanocanales
funcionalizados con especies responsivas a K es un paso clave hacia el disefio de dispositivos
funcionales complejos impulsados por la presencia de cationes especificos. El progreso
sustancial alcanzado en los ultimos afios en la quimica del reconocimiento molecular ha dado
lugar a la posibilidad de disefiar compuestos anfitriones (host) con un alto grado de
reconocimiento molecular, equivalente a la especificidad encontrada en los receptores de las
membranas bioldgicas. Por ejemplo, se sabe que es posible mediar el transporte de cationes a
través de membranas lipidicas con la ayuda de poliéteres macrociclicos sintéticos, asi como
por antibidticos o incluso iondforos naturales tales como monensina y nigericina.® Esta
permeabilidad i6nica facilitada por “portadores” también puede ser inducida por poliéteres

macrociclicos sintéticos cominmente denominados éteres corona.’

Los compuestos tipo corona son elementos quintaesénciales de la quimica supramolecular
anfitrion-huésped (Host-Guest) ya que son capaces de unir cationes alcalinos y alcalinotérreos
dentro de sus cavidades en entornos acuosos de una manera muy especifica.'®'? Los éteres
corona tipicos son fundamentalmente oligomeros ciclicos de 6xido de etileno y para
clasificarlos se utiliza una nomenclatura particular en la cual se nombra la cantidad de 4&tomos
en la molécula seguido por el nombre “corona” y el nimero de oxigenos presentes en la
molécula. En la figura 4.1 se ven los tres éteres corona mas comunes llamados 12-corona-4,
15-corona-5 y 18-corona-6. Debido a que cada uno de estos éteres posee una cavidad
hidrofilica de distinto tamafio asi como una denticidad distinta, cada uno presenta una

afinidad particular por un tipo distinto de ion alcalino, ya sea litio, sodio o potasio.
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Figura 4.1. Estructuras de los éteres corona mas comunes indicando el ion alcalino por el

cual presentan mayor afinidad.

En el pasado reciente ha habido ciertos acercamientos entre la quimica de los éteres corona y
los dispositivos nanofluidicos. Por ejemplo, Heins et al.'’ estudiaron el efecto de agregar
éteres corona en la solucion de electrolito encontrando que las propiedades de rectificacion de
nanocanales asimétricos aumentaban cuando los éteres eran ubicados en un solo lado del
nanocanal debido a la formacién de un potencial de juncion dado por la formacion del

complejo éter corona-potasio.

Teniendo en cuenta estos conceptos y siendo conscientes de las atractivas caracteristicas de la
quimica anfitrion-huesped nos hemos encontrado particularmente interesados en la
posibilidad de activar y modular las propiedades de rectificacion de los nanocanales de estado
solido mediante la incorporacion de éteres corona como elementos de reconocimiento de
iones en su arquitectura interna.'* Por lo tanto, en esta seccion se describird la construccion de
diodos nanofluidicos responsivos a potasio mediante la funcionalizacion de nanocanales
track-etched con éteres corona 18-corona-6 cuyas propiedades de rectificacion fueron
facilmente moduladas por la formacion especifica de complejos entre los éteres corona y K
sobre una amplia gama de concentraciones ionicas e incluso en presencia de otros iones

alcalinos.
4.2. Fabricacion de nanocanales modifcados con éteres corona

Para la realizacion de estos experimentos se fabricaron nanocanales en laminas de PET
irradiadas con un solo i6n de Au (25") a una energia de 11.1 MeV por nucledn. Se realizo un
etching asistido por surfactante con el objetivo de obtener nanocanales de perfil parabdlico
(con forma de bala) como se describio en el capitulo 3. Mediante modelado tedrico usando las

ecuaciones de Poisson-Nernst-Planck se obtuvo un valor de diametro de punta de (d) ~ 30 nm
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mientras que el valor del didmetro de la base (D) se obtuvo de imagenes SEM y fue de ~ 410
nm (Apéndice 1). El etching quimico de los tracks generados por los iones a lo largo de sus
trayectorias dio como resultado la generacion de grupos carboxilo (-COQO) en la superficie del
canal, dando como resultado nanocanales con densidad de carga negativa al pH de trabajo

(agua deionizada, ~6).

4.3. Funcionalizacion de los nanocanales track-etched mediante quimica de

carbodiimida

Los grupos carboxilato remanentes en la superficie de los nanocanales luego del etching se
derivatizaron con éteres corona utilizando una reaccién de acoplamiento mediada por
carbodiimida. Las carbodiimidas son agentes de entrecruzamiento de longitud cero que se
usan para mediar la formacion de un enlace amida o fosforamidato entre un grupo acido
carboxilico y un grupo amina primaria o entre un grupo fosfato y una amina. Son conocidos
como agentes de entrecruzamiento de longitud cero debido a que en el enlace formado entre
las moléculas conjugadas no se agrega ninguna estructura quimica adicional. Las
carbodiimidas N-sustituidas pueden reaccionar con acidos carboxilicos para dar derivados de
O-Acilisourea, los cuales son compuestos altamente reactivos que reaccionan rapidamente
con especies nucleofilicas, como las aminas primarias, para formar un enlace amida (Figura

4.2).
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R'_4 + B o S — B )\ PN
S O NS N
OH N | H
Compuesto EDC
Carboxilado 0-Acilisourea
(Nanocanal) 0

o A
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H

—_—2ZI®

n Subproducto de isourea
O-Acilisourea

+
+ @]
R
R—NH,
HN—R
Compuesto
Aminado Enlace Amida

(éter corona)

Figura 4.2. Reaccion en dos pasos de la formacion de un enlace amida a partir de un
compuesto caboxilado y uno aminado. En este caso el compuesto carboxilado es la superficie

del nanocanal track-etched mientras que el compuesto aminado es el éter corona.
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Para la funcionalizacién de los nanocanales track-etched con éteres corona se utiliz6 una
solucion acuosa 10 mM de hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N -etilcarbodiimida
(EDC). En la mezcla de reaccidon se agregd también N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS)
SmM. La presencia de sulfo-NHS se utiliza para transformar los grupos acidos carboxilicos en
esteres activos que reaccionan rapidamente con el EDC para dar la formacion del enlace
amida."”” Para unir los éteres corona a la superficie de los nanocanales se utilizd 4-
aminobenzo-18-corona-6 (5 mM) el cual provee la amina necesaria para la formacion del
enlace (figura 4.3). La reaccion se llevo a cabo por 48 hs para asegurar una conversion total.
Como es bien sabido, los éteres 18-corona-6 funcionan como ligandos para cationes de
metales alcalinos con especial afinidad hacia los cationes potasio. En este sentido, nuestro
paradigma conceptual se baso en el uso de la interaccidon especifica anfitrion-huésped entre
los éteres 18-corona-6 y los iones de potasio, con el fin de controlar supramolecularmente la
densidad de carga en la pared de poro con la consecuente influencia en sus propiedades de
transporte y rectificacion. La Figura 4.4 muestra las curvas [-V de nanocanal track-etched
asimétrico tipo bala completamente derivatizado con unidades del éter 18-corona-6 en

presencia de soluciones de NaCl y KCl

imi Carga superficial

Reconocimiento i X

{ iénico dependiente de K
DEEECe: %
_X6 &
0 0 o] 0

Quimica
Host-Guest
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Transporte selectivo N NH
de aniones o o
mediado por K*
Pared del canal Pared del canal
Canal neutro Canal cargado positivamente
- /)

Y

Caracteristicas de la pared del canal
regulables con K*

Figura 4.3. Representacion esquemadatica correspondiente a un nanocanal asimétrico (tipo
bala) modificado con unidades de 18-corona-6. También se indican la estructura quimica del
éter corona y el equilibrio anfitrién-huésped asociados al comportamiento dependiente de K

del dispositivo supramolecular.
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Figura 4.4. Curvas de corriente-potencial transmembrana de un nanocanal asimétrico
completamente derivatizado con unidades de 18-corona-6 en presencia soluciones de NaCl

0,1 M (curva azul) y KCI 0,1 M (curva roja).

La direccion de la rectificacion en canales asimétricos se basa Unicamente en la polaridad y
magnitud de las cargas superficiales (ver capitulo 2). Debido a esto, una vez que los grupos
carboxilos fueron derivatizados con éteres corona, las cargas negativas efectivas en las
paredes de los canales se neutralizan. Como resultado, considerando que el Na” no forma
complejos con los grupos 18-corona-6 tan fuertemente como el K", en presencia de 0,1 NaCl
el nanocanal se comportd como un dispositivo no rectificador, i.e. un resistor i6nico (Figura
4.4). Sin embargo, esta situacion cambid cuando se utilizé solucion de KCI en lugar de NaCl.
Se puede observar que en presencia de iones K", la carga superficial del canal cambi6 de
neutra (curva azul) a positiva (curva roja), dando como resultado la aparicion de rectificacion
en la corriente i6nica a través del nanocanal, es decir, selectividad anionica. El proceso de
reconocimiento de iones anfitrion-huésped que tuvo lugar en las paredes del nanocanal fue
responsable de la generacion de un dispositivo nanofluidico “sintonizable” cuya densidad de
carga superficial dependi6 de la presencia K'. Contrariamente a lo que ocurre en presencia de
Na", los K" fueron reconocidos, complejados y confinados supramolecularmente en las

paredes de los canales, lo que provoco la generacion de cargas positivas netas en las paredes

de los mismos.
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El siguiente objetivo fue conseguir un ajuste fino de las cargas superficiales a través de la
interaccion entre las cargas negativas nativas del canal y las cargas positivas producto de la
complejacion de los éteres corona con los iones potasio. En las paredes de los canales, se
pudo conseguir que los éteres corona puedan coexistir con grupos carboxilos sin reaccionar
reduciendo el tiempo de reaccion para la amidacion (a 12 hs) evitando asi la conversion
completa. Como resultado, las paredes de los canales expusieron simultdneamente grupos
carboxilos negativos y unidades de éteres 18-corona-6, que en presencia de K generaron
cargas positivas confinadas en la superficie y que en ultima instancia pudieron neutralizar las
cargas negativas provenientes de los grupos carboxilo vecinos (Figura 4.5). Contrariamente al
caso presentado anteriormente (conversion completa) en el que los iones K~ desencadenaron
el transporte rectificado de aniones, en este caso la estrategia se basé en el uso de iones K"
para ajustar el transporte rectificado de cationes modulando el exceso de carga negativa sobre

las paredes de los poros.
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Electrolito: 0.1M KCI
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Figura 4.5. (a) Curvas de corriente-potencial de transmembrana correspondientes a un
nanocanal asimétrico (traza verde) y un nanocanal asimétrico parcialmente derivatizado con

unidades de 18-coronas-6 (traza roja) en presencia de KCI 0,1 M.

La Figura 4.5 muestra en la misma grafica la respuesta I-V de un nanocanal track-etched y un
nanocanal similar parcialmente derivatizado con grupos de 18-corona-6, ambas curvas fueron
medidas en solucion de KCl 0,1 M. El nanocanal no derivatizado mostr6 una respuesta de
corriente rectificada selectiva a cationes tipica, que se origind a partir de los grupos de

carboxilos expuestos en las paredes de los poros. Por otra parte, el nanocanal asimétrico que
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expuso grupos carboxilos y 18-corona-6, practicamente no muestra propiedades de
rectificacion como resultado de la "neutralizacion" de las cargas fijas sobre las paredes de los
poros. A pesar de que las cargas negativas eran independientes de la naturaleza de los
cationes, el reconocimiento iénico de K’ condujo a una disminuciéon marcada en las
propiedades de rectificacion del poro, es decir: las cargas negativas totales se redujeron. El
comportamiento cuasi-lineal de la curva I-V (figura 4.5, traza roja) indica que la superficie de
los diodos nanofluidicos parcialmente derivatizados se volvié neutra en presencia de K. En
este punto debemos enfatizar que los experimentos fueron realizados utilizando una serie de
nanocanales que exhiben ligeras diferencias en sus dimensiones, debido a la variabilidad
inherente al procedimiento de etching. Esto se reflejo en diferencias en términos de las

corrientes i0nicas totales medidas en las distintas configuraciones.
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Figura 4.6. Curvas I-V correspondientes a un nanocanal asimétrico parcialmente
derivatizado con unidades de 18-corona-6 en presencia de diferentes cantidades de iones K"

y Na". Obsérvese que la concentracion total de electrolito monovalente es constante.

La riqueza quimica de la quimica anfitrion-huésped que oper6 en los nanocanales residié en
el hecho de que la concentraciéon de potasio actué como un pardmetro quimico preciso
responsable de establecer condiciones electrostaticas bien definidas en las paredes de los
canales. Por lo tanto, cuando la concentracion de iones K se incrementd a fuerza idnica
constante, la poblacion de cargas negativas fijas en las paredes de los poros disminuyd, dando

origen a un nanocanal neutro (figura 4.6).
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Como era de esperar, al incrementar gradualmente la fraccion de iones de potasio en el bafio
electrolitico, las propiedades de rectificacion del dispositivo nanofluidico comenzaron a
disminuir como resultado de la variacion de las cargas fijas netas en las paredes de los
canales, un proceso que podria denominarse neutralizaciéon supramolecular de la superficie.
Es importante sefalar que este proceso de reconocimiento condujo a la aparicion de
propiedades de rectificacion bien definidas en presencia de un estimulo quimico muy

especifico.

Para demostrar la especificidad de este enfoque hemos realizado experimentos similares
utilizando diferentes iones alcalinos. La Figura 4.7 muestra las curvas [-V de un nanocanal
parcialmente derivatizado con 18-corona-6 en presencia de soluciones 0,1 M de sales de
cloruro de diferentes metales alcalinos. Como era de esperar, la respuesta funcional del
nanocanal fue extremadamente sensible a la naturaleza del cation. Los resultados
experimentales fueron descriptos tedricamente en términos del modelo basado en las
ecuaciones de Poisson-Nernst-Planck (capitulo 2, apéndice 1) con el objetivo de estimar la
carga superficial efectiva de las paredes de los nanocanales en presencia de diferentes cationes
alcalinos. La comparacion entre la teoria y los experimentos reveld una excelente
concordancia. Por lo tanto, a partir del modelado de la respuesta [-V pudimos estimar que la
carga superficial del nanocanal en presencia de K", Na", Rb", Cs" y Li" correspondi6 a 0,1;
0,25; 0,275; 0,5 y 0,5 e/nm’, respectivamente. La tendencia observada concordd
perfectamente con la afinidad de 18-corona-6 con los iones alcalinos: K™ Na" ~ Rb™> Cs" ~

Li'.
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4.4. Conclusiones

En este capitulo se ha demostrado que la integracion de elementos de reconocimiento de iones
dentro de nanocanales track-etched asimétricos permite la construccion nanodispositivos
quimicos altamente funcionales. En particular, se demostré el uso de éteres corona como
elementos de reconocimiento supramoleculares los cuales proporcionan una herramienta
unica para manipular y ajustar finamente la carga superficial de las paredes de los
nanocanales de manera especifica. La evidencia experimental aqui expuesta describe el uso de
los éteres macrociclicos 18-corona-6 para modificar la superficie de los canales y asi explotar
el equilibrio quimico dependiente de K" de estas unidades de reconocimiento, obteniendo de
esta manera un ajuste fino del transporte idnico mediante el pre-establecimiento de la
concentracion de K™ en solucion. De esta manera se obtuvo un alto grado de control sobre las
propiedades de transporte de iones del sistema. En otras palabras, la carga superficial efectiva
del dispositivo nanofluidico puede ajustarse mediante la regulacion de la concentracion de K,
indicando asi que el nanocanal decorado con éteres corona permite la sintonizacion del
transporte rectificado permselectivo en estrecha semejanza con un canal de potasio celular. En
este contexto, decorar las paredes internas del nanocanal con diferentes "Anfitriones" podria
introducir una ruta quimica facil para crear canales nanofluidicos responsivos. Consideramos
que estos resultados pueden conducir a nuevas estrategias para disefiar dispositivos
nanofluidicos inteligentes basados en la interaccion entre la riqueza quimica de la quimica
supramolecular anfitrion-huésped y las notables caracteristicas fisicas de nanocanales

asimétricos.
4.5. Parametros utilizados para el modelado tedrico

Los parametros geométricos utilizados para resolver las ecuaciones de Poisson-Nernst-Planck
se muestran en la tabla 1, mientras que en la tabla 2 pueden encontrarse los coeficientes de
difusion utilizados para cada ion. Para los valores de d (largo del nanocanal), az (didmetro de
la base, Figura 4.8) y o, se utilizaron valores experimentales, mientras que los pardmetros d/h,
n'y a; (parametros que controla la forma del nanocanal), fueron ajustados mediante las curvas

experimentales.
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Parametros valores
a;/ nm 30

ag/ nm 410
d/pm 12

o/ |e|.nm™ 1.5

d/h 8

n 1.2

Tabla 1. Parametros geométricos utilizados para el modelado tedrico de las curva de la figura

7.
Ion Coef /107 cm.s™
Li" 1.029

Na' 1.334

K" 1.957

Rb" 2.072

Cs' 2.056

Cr 2.03

Tabla 2. Coeficientes de difusion utilizados para cada ion para el modelado tedrico con las

ecuaciones de PNP de las curvas presentadas en la figura 7

Figura 4.8. Imagen SEM de las utilizadas para determinar el tamafio de la base de los

nanocanales. El tamafio de la punta no se pudo determinar por este método por problemas

relacionados a la carga de la muestra.
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Capitulo 5

Polidopamina: un enfoque integral bio-inspirado de
modificacion de superficies para adaptar las propiedades

funcionales de diodos nanofluidicos

5.1. Introduccion

El uso de nanocanales asimétricos de estado solido para la construccion de dispositivos
nanofluidicos funcionales representa uno de los esfuerzos de investigacion mas importantes
en el area de rapido desarrollo de la nanofluidica.'™ Parte del atractivo de los diodos
nanofluidicos se basa en sus interesantes caracteristicas del transporte i6nico, las cuales se
asemejan mucho a las propiedades de selectividad i6nica y rectificacion de la corriente idnica
de los canales ionicos bioldgicos.® Uno de los factores clave que determinan las
caracteristicas de rectificacion de los nanocanales asimétricos es el control sobre las
propiedades superficiales de las paredes de los canales en la nanoescala.” Como se xplic’o en
el capitulo 2, resultados experimentales® y teéricos’ han demostrado que las propiedades de
rectificacion de nanocanales asimétricos emergen debido a una sinergia entre una fuerza
impulsora entropica causada por la asimetria del canal y los efectos electrostaticos debidos a

las cargas fijas en la pared del poro.'*"?

Durante la ultima década, el aumento en la comprensién los factores que rigen el
comportamiento de los dispositivos nanofluidicos dio lugar a la creacion de una amplia
variedad de arquitecturas nanofluidicas que responden a estimulos externos como el pH,"
iones especificos,'* temperatura,'® biomoléculas,'® campos eléctricos,'” presion'® y luz." El
elemento clave de estos dispositivos nanofluidicos i6nicos es la posibilidad de desencadenar
cambios en la carga superficial de las paredes de los canales en presencia de un estimulo
ambiental dado, lo que finalmente conduce a cambios en el tipo y concentraciéon de iones
dentro del nanocanal. Como consecuencia, encontrar nuevas vias para manipular la quimica

superficial y la naturaleza de las cargas fijas de nanocanales asimétricos es de suma
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importancia para ganar control sobre el transporte de iones a través del dispositivo y ampliar

aun mas las potencialidades de estos sistemas nanométricos.

5.2. Polidopamina como plataforma universal de modificacion superficial

En los ultimos afios se han desarrollado varias técnicas macromoleculares y supramoleculares
para modificar las superficies y conferirles caracteristicas funcionales, por ejemplo:
ensamblados capa por capa, deposicion por Langmuir-Blodgett, monocapas autoensambladas,
etc. Sin embargo, a pesar de haber sido aplicadas con éxito en ciertas superficies, todas estas
técnicas tienen un problema en comun: no son transferibles a cualquier tipo de materiales.
Normalmente, estos métodos estan restringidos a superficies con determinadas caracteristicas.
Por ejemplo, el auto-ensamblado electrostatico esta restringido a las superficies que tienen
una carga de un signo determinado, o la quimica de Au-tiol para formar monocapas
autoensambladas no es directamente compatible con superficies poliméricas. Debido a este
problema existe una gran demanda de nuevos enfoques que conduzcan a técnicas mas
generalizadas para la funcionalizacion de las superficies de dispositivos nanofluidicos.
Consecuentemente, la elaboracion de estrategias que permitan la integracion de diferentes
quimicas superficiales en la misma superficie de un mismo tipo de nanocanal es un desafio
remanente en la investigacion nanofluidica. En este contexto, los derivados de Ila
polidopamina parecen ser candidatos ideales para alcanzar esta meta. La polidopamina, un
polimero formado por 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (dopamina), se sintetiza espontdneamente
en solucidon acuosa mediante un proceso oxidativo. Este proceso se produce en presencia de
un oxidante en condiciones alcalinas (pH > 7.5) y se produce tanto en solucion como sobre

superficies.

En 2007, Messersmith y sus compafieros de trabajo”’?'

propusieron varias maneras de
sintetizar y usar polidopamina (PDOPA) para modificar una gran variedad de superficies
(Figura 5.1) las cuales posteriormente, fueron estudiadas a fondo por numerosos grupos. A
pesar de que la composicion quimica de la PDOPA no se ha elucidado completamente, se
sabe que ciertos grupos funcionales estan presentes en el polimero, entre ellos, catecoles,
iminas y aminas. Esto es importante porque la quimica de estos grupos hace posible modificar
la capa de PDOPA posteriormente para obtener superficies con caracteristicas mejoradas para

aplicaciones especificas. Un tipo de reaccion que se ha utilizado para modificar las capas de

PDOPA es la adicion de Michael,” que permite la unién de especies nucleofilicas tales como
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. o . . 20,23,24,25
aminas primarias o tioles al polimero.” "

Por otra parte, otra reaccién que se ha utilizado
- en este caso para obtener materiales hibridos metal-polimero - es la reduccion de iones
metalicos durante y después de la polimerizacion de la PDOPA haciendo uso de la oxidacion
de los grupos catecol presentes en el polimero.’*?’ A pesar de que la PDOPA ha sido
ampliamente estudiada para una gran variedad de aplicaciones, el uso de PDOPA como un
"primer universal" para desarrollar dispositivos nanofluidicos sensibles sigue siendo un
campo totalmente inexplorado. Debido a la versatilidad del PDOPA para polimerizar sobre
virtualmente cualquier superficie y por su facilidad para ser quimicamente modificado, este
polimero representa un bloque de construccion ideal para ser combinado con dispositivos
nanofluidicos para mejorar el control sobre los fendémenos de transporte de iones en la
nanoescala. Es importante destacar que Messersmith y colaboradores desarrollaron la PDOPA
inspirandose en la proteina contenida en la placa adhesiva de los mejillones (mefp-5), la cual
contiene una gran cantidad de grupos amina y catecol que se supone le dan a estos moluscos

su gran adherencia.
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Figura 5.1. (a) Fotografia de un mejillon unido a PTFE comercial. (b y c) Illustraciones
esquemdaticas de la placa adhesiva de Mefp-5 (proteina del pie de Mytilus Edulis - 5) y una
representacion molecular simplificada de la proteina la cual contiene grupos caracteristicos
de aminas y catecoles. (d) La secuencia de aminodcidos de Mefp - 5. (e) Asi com la Mefp-5, la
dopamina contiene grupos funcionales amina y catecol y se uséo como un bloque de
construccion molecular para recubrimientos de distintas superficies. (f) Caracterizacion por
XPS de 25 superficies recubiertas de polidopamina. El grafico de barras representa la
intensidad de la senial del sustrato antes (columnas rayadas) y después del revestimiento
(columnas solidas) por polidopamina. La intensidad de la senial del sustrato no modificada
fue normalizada en cada caso al 100%. Los sustratos con caracteristicas indistinguibles de la
senial de polidopamina estan marcadas con "N.A." Los circulos azules representan el N/C

después del revestimiento de polidopamina. (figura adaptadas de ref-20)

Una caracteristica que los trabajos previos en nanofluidica tienen en comun es que la
configuracion de las dimensiones de los nanocanales y en particular el tamafio de la punta
para el caso de nanocanales asimétricos queda prefijada a través del procedimiento de etching
quimico. La naturaleza irreversible de los protocolos de efching hace que los nanocanales
necesiten ser descartados si se obtienen canales cuyos didmetros son demasiado grandes como
para que presenten buenas propiedades de rectificacion. En este contexto, seria altamente
deseable desarrollar una técnica de facil implementacién para modificar no s6lo la quimica,
sino también el tamafio de la punta y la geometria de los nanocanales después de la

construccion.

En éste capitulo presentamos un enfoque versatil para conferir multiples propiedades
funcionales a los nanocanales de estado solido mediante el uso de la polimerizacion de
dopamina. Mostramos que es posible obtener diodos idnicos responsivos al pH con
propiedades de rectificacion mejoradas a partir de nanocanales asimétricos que muestran
inicialmente bajas eficiencias de rectificacion, mediante la explotacion de los cambios
dimensionales y superficiales que tienen lugar durante el crecimiento de PDOPA dentro de los
poros. Ademas, hemos aprovechado la quimica de la PDOPA para adaptar las propiedades del
nanocanal como una prueba de la versatilidad de la capa polimérica para desarrollar diversos
dispositivos nanofluidicos. Para ello, aplicamos dos protocolos diferentes. En primer lugar, la
capa de PDOPA fue modificada quimicamente con 3-aminobencilamina por medio de una
reaccion de adicion de Michael y, en segundo lugar, se han utilizado los grupos catecol de la

PDOPA para reducir iones de oro con el fin de obtener un material hibrido constituido por
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PDOPA y nanoparticulas de oro. A continuacion, la superficie de oro se modificé con

monocapas de tioles autoensambladas los cuales llevaban grupos amina cuaternarios.

5.3. Fabricacion de nanocanales modificados con Polidopamina (PDOPA)

Etching quimico: Para esta serie de experimentos se utilizaron nanocanales fabricados en
laminas de PET irradiadas con un solo ion pesado (Au 25", 11.1 MeV por nucledn) a los
cuales se les realizo un efching asistido por surfactante que les otorgd una forma parabolica
(tipo bala). Este etching se llevo a cabo como fue descripto en el capitulo 3. El tiempo total de
etching fue de 8,0 minutos a una temperatura de 60 ° C, ya que se busco una baja eficiencia
de rectificacion. Como se explico en el capitulo 3, a un tiempo de ~6.5 hay una rectificacion

considerable la cual disminuye rapidamente a tiempos mayores (> 7 min).

Polimerizacion de dopamina (DOPA): Se dejo una solucion de DOPA 10 mM en contacto con
la 1amina de PET a pH 8,5 (ajustada con buffer Tris 0,1 M) durante 2 horas. Se afadio cloruro
de potasio hasta una concentracion de 0,1 M para realizar medidas de conductividad durante

la formacion de la polidopamina (PDOPA) en las paredes de nanocanales.

5.4. Procedimiento blando “bottom-up” para mejorar las propiedades de rectificacion de

diodos nanofluidicos con polidopamina

El papel dual de PDOPA como un bloque de construccion capaz de alterar las propiedades
quimicas y dimensionales de los nanocanales se demostrd utilizando un nanocanal que mostrd
inicialmente escasas propiedades de rectificacion como consecuencia de un tamafio de punta
demasiado grande. Este fue obtenido mediante la utilizacion de tiempos de efching
prolongados (8 min a 60 °C). Después de caracterizar la respuesta I-V inicial, se lavo la
lamina que contenia el nanocanal con agua Milli-Q y se volvié a poner en la celda de
conductividad con una soluciéon de dopamina a pH 8,5 (buffer de Tris), condiciones bajo las
cuales la reaccion de polimerizacion comenzé inmediatamente. Con el fin de seguir el cierre
de la punta del canal durante el crecimiento del polimero sobre su superficie, se midié la
corriente idnica transmembrana en funcidon del tiempo (Figura 5.2). Este experimento nos
permiti6 estimar el radio aparente (Rqpp) del nanocanal a medida que la polimerizacion

avanzaba dentro del canal. Este radio aparente se defini6 como el radio de un canal cilindrico
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que tiene la misma conductancia G que el nanocanal medido. EI Ry, se calculé utilizando una

., TN, 28
ecuacion de conductancia tipica,

GL
KT

Donde L es la longitud del canal (en nuestro caso 12 um) G es la conductancia del canal y «
es la conductividad especifica del electrolito. En la Figura 5.2 se puede observar que hay una
rapida disminucion en el Res durante los primeros 15 minutos, con una tasa de cambio de Rypp
~ 24 nm/min. Después de este periodo, la velocidad de reduccion de R,pp disminuyo a ~ 4
nm/min durante ~ 80 min, lo que pudo deberse una reduccion de la velocidad de
polimerizacion dentro del poro. El régimen final tuvo una velocidad de 2 nm/min y duré mas

de 30 minutos sin llegar a observarse el cierre efectivo del poro.

Como era de esperar, la curva I-V del nanocanal después de la polimerizacion mostr6 valores
mas bajos de corrientes idnicas transmembrana como consecuencia de la reduccion del
tamano de punta resultante del crecimiento de la PDOPA. Sin embargo, el nanocanal mostr6
un marcado incremento en la eficiencia de rectificacion (fc) de 2 a 10 después de la

polimerizacion de PDOPA (Figura 5.3).

Se puede observar que hay una diferencia entre la corriente inicial en la figura 5.2 y la
corriente correspondiente en la figura 5.3b. Las causas de esta diferencia se encontraron en el
hecho de que el pH de la solucioén de polimerizacion era mas alto y también debido a un ligero
cambio entre los potenciales de los electrodos de referencia utilizados durante la
polimerizacion, los cuales no fueron electrodos comerciales de Ag/AgCl debido a que el

proceso de polimerizacion de PDOPA podia producir su contaminacion.
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Figura 5.2. Corriente ionica transmembrana (curva verde) y cambio en el radio aparente del
nanocanal (curva roja) medida durante la formacion de la capa de polidopamina en la
superficie del nanocanal y calculada con la ecuacion 1, respectivamente. Se muestra que la

punta de poro no esta bloqueada incluso después de 2 horas de polimerizacion.

Hasta la fecha, la mayoria de los protocolos para obtener diodos nanofluidicos se han basado
en enfoques “bottom-up” en los que las caracteristicas geométricas que son responsables de la
rectificacion de la corriente idnica se obtienen mediante un estricto control sobre las variables
durante la fabricacion de los canales. Estas variables incluyen el tiempo de efching, la
temperatura o el potencial de transmembrana.”’ > Usando sélo este enfoque, es casi
imposible recuperar un comportamiento no-6hmico, tipo diodo, después de superar cierto
diametro de punta en un nanocanal asimétrico. Aqui, se utilizé un nuevo enfoque utilizando la
auto-polimerizacion de la dopamina para ocluir el nanocanal de manera controlada, no sélo
para reducir el tamafio del canal sino también para aumentar las propiedades de rectificacion
del dispositivo nanofluidico. En este ejemplo, la auto-polimerizacion de PDOPA permitié
reducir dréasticamente el radio aparente a un 20% del valor inicial sin bloquear el paso de
iones a través de la membrana. Estos resultados hacen que la técnica sea muy atractiva porque
proporciona un protocolo para obtener nanodispositivos a partir de canales o poros de
diametros mayores. Tedricamente, deberia ser posible escalar este procedimiento a canales

con diametros del orden de micrones.
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Figura 5.3. (a) Esquema que muestra la formacion de la capa de PDOPA en las superficies
de un nanocanal reduciendo su tamario efectivo. Caracteristicas I-V de un nanocanal antes

(B) y después (C) de la polimerizacion.

5.5. Efecto anfotérico de la capa de polidopamina para conferir al transporte idnico

responsividad al pH

A continuacidn, se estudio el comportamiento de la respuesta de los nanocanales modificados
con PDOPA en funcion del pH. Recientemente, Zhou y sus colaboradores demostraron que la
presencia de aminas y grupos fendlicos confieren propiedades anfotéricas o zwitterionicas a la
PDOPA.>® Con esta idea en mente hemos explorado el uso de la PDOPA como una capa
anfotérica capaz de controlar la naturaleza de las cargas superficiales en las paredes de los
poros, y por lo tanto la rectificacion del nanocanal mediante el ajuste del pH de las soluciones
electroliticas (Figura 5.4a). El comportamiento del sistema se estudi en el rango 2 <pH <12
(Figura 5.4b). Dentro de este intervalo, la rectificacion vario de valores positivos a negativos,

indicando asi la variacion desde la selectividad anionica a la selectividad cationica (Figura
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5.4c). Mediante la medicion de curvas [-V a diferentes valores de pH, se observé una region
en el intervalo 4,5 <pH <6,4 en la cual el |f|~1. Esta observaciéon corresponde a un
comportamiento 6hmico que a su vez corresponde a la ausencia de carga superficial neta, es

decir: una region "isoeléctrica" (Figura 5.4c).
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Figura 5.4. (a) Equilibrio quimico asociado al comportamiento anfotérico dependiente del
pH de PDOPA. (b) Caracteristicas I-V de un nanocanal modificado con PDOPA bajo
diferentes condiciones de pH. (c) Eficiencia de rectificacion (f,..) en funcion del pH. Se puede
observar que la naturaleza anfotérica de la polidopamina conduce a la inversion de la
rectificacion por debajo y por encima de la region isoeléctrica (4,5 <pH <6,4). La curva

negra no es un ajuste sino una guia de ojo.

La modificacion del nanocanal con PDOPA confiri6 al dispositivo fluidico responsividad al
pH debido a la capacidad de la capa de polimero de soportar tanto cargas negativas como

positivas dependiendo de las condiciones de pH. La eficiencia de rectificaciéon bajo
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condiciones alcalinas fue mayor que la observada en soluciones 4cidas. En consecuencia, se
puede proponer que la densidad de carga superficial positiva a pH bajos es menor que la
negativa a pH altos. Esta caracteristica también ha sido observada recientemente por Ball et

al. Quienes midieron el potencial zeta de peliculas de dopamina-melanina bajo diferentes

condiciones de pH.34 Estos autores propusieron que las quinona-iminas y los grupos de
catecol presentes en el polimero son las responsables de las cargas negativas en condiciones
alcalinas, mientras que a valores de pH inferiores las cargas positivas podrian surgir de grupos
indol presentes en el polimero. En nuestro experimento, se encontrdé una region de pH entre
4,5 y 6,4 para la cual se supuso que la densidad neta de carga superficial era cero debido a la
falta de rectificacion de corriente (Figura 5.4c). Un punto interesante a destacar es que el valor
informado por Ball et al. para el punto isoeléctrico (PI) de la PDOPA utilizando nuestras
mismas condiciones experimentales fue aproximadamente de 4, siendo éste un valor cercano

al obtenido en nuestros experimentos.
5.6. Reacciones secundarias sobre la capa de Polidopamina

Modificacion quimica de PDOPA mediante reaccion de Michael: Usando una reaccion de
adicion de Michael, se modifico la PDOPA con 3-aminobencilamina (ABA).23 Los

nanocanales modificados (PET/PDOPA) se dejaron en una solucion de ABA 2 mg / ml
durante 72 h (pH 8,5 ajustado con buffer Tris 0,1 M).

Sintesis quimica de nanoparticulas de oro: Los grupos catecol de la capa de PDOPA se
utilizaron como agentes reductores. Las laminas de PET modificadas con PDOPA se dejaron
durante la noche en una solucion de HAuCls 5 mM con el fin de obtener una capa hibrida Au
NP / PDOPA. Para corroborar nuestro procedimiento realizamos dos series de experimentos.
En primer lugar, se utilizé espectroscopia UV-Vis para monitorear la aparicion de la sefial del
plasmon caracteristica de las NP de oro después de la etapa de metalizacion (Figura 5.6). Las
medidas se realizaron usando un espectrometro Lambda 35 UV-Vis de Perkin Elmer. El
segundo conjunto de experimentos empled las medidas de transporte i6nico que verificaron la

modificacidn de la rectificacion de los nanocanales

Una vez caracterizada la respuesta del nanocanal modificado con PDOPA al pH
aprovechamos la riqueza quimica de la capa de PDOPA para modificar el nanocanal

covalentemente con grupos funcionales a través de la reaccion de adicion de Michael de
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aminas primarias. Como prueba de concepto, se utilizd6 como reactivo 3-aminobencilamina
(ABA), principalmente porque porta un segundo grupo amino protonable que invertiria la
direccion de la rectificacion después de su integracion covalente en la capa PDOPA (Figura
5.5a). Para lograr la modificacion completa, las laminas de PET/PDOPA deben sumergirse en
una solucion de ABA de 2 mg / ml (pH 8,5 ajustada con buffer Tris 0,1 M) durante 5 dias.
Tiempos de reaccion menores no llevaron a la inversion completa de las curvas I-V. Como era
de esperar, las caracteristicas I-V de los nanocanales de PDOPA modificados con ABA a
través de la reaccion de adicion de Michael exhibieron una inversiéon de la direccion de
rectificacion (figura 5.5b) como consecuencia de las cargas superficiales positivas
introducidas por las aminas primarias. Esta inversion de la rectificacion también se relaciona

con la presencia de selectividad anionica.

Estos experimentos ilustran la versatilidad de la combinacién de la capa de PDOPA y la
reaccion de adicion de Michael para adaptar la quimica superficial de las paredes de los
canales a través de la integracion de grupos funcionales predefinidos. En consecuencia, una
gran variedad de nanosistemas funcionales pueden concebirse utilizando aminas primarias

disponibles comercialmente.

Por ultimo, se explord el papel dual de PDOPA como precursor (“primer") para la
metalizacion de los nanocanales de estado so6lido. La metalizacion quimica de nanocanales
con oro fue estudiada por primera vez por el grupo de Martin®> como una etapa intermedia
para la modificacion adicional de las paredes de los nanocanales con monocapas de tioles
autoensambladas. Este procedimiento permite la incorporacion directa de elementos
funcionales en las paredes interiores de los canales; sin embargo, el paso correspondiente a la
metalizacién con oro requiere un control cuidadoso de las condiciones experimentales con el
fin de evitar el bloqueo de la punta de los mismos. Por eso es deseable disenar estrategias
alternativas que permitan la metalizacion de la pared interna de los dispositivos nanofluidicos
facilmente. Esto puede conseguirse mediante la explotacion directa de los grupos quimicos
funcionales ya existentes en la pared de nanocanales previamente modificados con PDOPA.
La aplicacion de PDOPA en procesos de metalizacion sobre superficies planas fue propuesta
por primera vez por Lee et al.”® quienes demostraron que los grupos catecol en la capa de

PDOPA pueden reducir los iones metalicos en solucion.
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Figura 5.5. (a) Esquema que muestra la modificacion covalente con 3-aminobencilamina de
la capa de PDOPA mediante la reaccion de adicion de Michael en un nanocanal de estado
solido. (b) Caracteristicas I-V del nanocanal recubierto de PDOPA antes (traza roja) y

después (curva azul) de la modificacion con 3-aminobencilamina. Las curvas I-V se midieron

en KCI1 0,1 M (pH 5).

En nuestro caso, se utilizo HAuCly para formar una capa compuesta de Au coloidal/PDOPA
en las paredes de los canales. Esto se logré sumergiendo la ldmina porosa modificada con

PDOPA en una solucion de HAuCly 5 mM a pH 8,5 (Tris) con el fin de desplazar el equilibrio

26,2736 ., .,
La reaccion de metalizacion se

hacia la formacion de grupos quinona (Figura 5.6a).
llevé a cabo durante la noche, después de la cual las ldminas se lavaron extensivamente con
agua. Para corroborar el proceso de metalizacion con oro, se tomaron espectros UV-Vis de
sustratos modificados con PDOPA antes y después de la inmersion en solucion de HAuCly.
La Figura 5.6b muestra la absorcion plasmonica tipica de coloides de oro en aquellas muestras

sumergidas en el precursor metalico durante la noche, confirmando asi que la reduccion de
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oro tiene lugar en presencia de la capa de PDOPA. Las curvas I-V de los nanocanales
metalizados mostraron una ligera disminuciéon de la corriente idnica como resultado del
proceso de metalizacion que condujo a una disminucién en el tamafno efectivo de la punta
(figura 5.6¢). Sin embargo, en diferentes conjuntos de experimentos, no se observo evidencia
de bloqueo total, lo que indica que la metalizacion mediada por PDOPA se produce de una

manera suave sin interrumpir o bloquear el transporte de iones a través de la membrana.
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Figura 5.6. (a) Esquema que describe el proceso de metalizacion de nanocanales mediado
por PDOPA. La ilustracion muestra los procesos redox que ocurren en las paredes de los
poros cuando los precursores metdlicos estan en contacto con los grupos de catecoles
expuestos. (b) Espectros UV-Vis mostrando la absorcion plasmonica de oro después de la
metalizacion de PDOPA con precursores HAuCly (curva roja). La curva azul muestra los
espectros UV-Vis de la PDOPA antes de la metalizacion con oro. (c) caracteristicas I-V de un
nanocanal asimétrico modificado con PDOPA antes (traza azul) y después (traza verde) del
proceso de metalizacion. La curva I-V roja muestra los cambios en las propiedades de
selectividad ionica y rectificacion después de la quimisorcion de monocapas auto-

ensambladas de cloruro de N, N, N-trimetil (3-mercaptopropil) amonio (NTMAC) sobre
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nanocanales previamente metalizados. Se observa una reversion en la direccion de la

rectificacion correspondiente a un cambio en el signo de la carga superficial.

Una vez que se obtuvo el recubrimiento hibrido PDOPA/Au, se procedi6 a la funcionalizacion
de la superficie de oro expuesta con cloruro de N, N, N-trimetil (3-mercaptopropil) amonio
(NTMAC) para formar una monocapa auto-ensamblada (SAM) de tioles portadora de los
grupos amina cuaternaria. Las monocapas ensambladas de NTMAC se crearon sobre laminas
revestidas de PDOPA/Au por inmersion de los sustratos en una disolucion de etanol 10 mM
en condiciones ambientales. En este experimento, la modificacion de poros se demuestrd por
la inversion de las propiedades de rectificacion debido a la presencia de grupos terminales
cargados positivamente en la monocapa quimisorbida. Las curvas I-V de los diodos i6nicos
modificados con monocapas NTMAC formadas en los nanocanales recubiertos de
PDOPA/Au muestran que la presencia la monocapa catidonica induce una marcada inversion
de las propiedades de rectificacion, cambiando asi el f.. de -10 a 25 después de la
quimisorcion (figura 5.6¢) entre tioles y PDOPA después de la formacién de nanoparticulas es

la quimisorcion de tioles sobre las particulas metalicas y no una adicion de Michael de los

tioles a PDOPA.37
5.7. Conclusiones

En resumen, en este capitulo hemos presentado la integracion de polidopamina en
nanocanales asimétricos para obtener nanodispositivos quimicos altamente funcionales. El
concepto de integracion propuesto se basa en la modificacion quimica de los dispositivos
nanofluidicos mediante autopolimerizacion de dopamina y luego en la utilizacion de la
quimica de la polidopamina para llevar a cabo reacciones secundarias mediadas por la
superficie. Demostramos que la propia polimerizacion proporciona una forma de ajustar las
caracteristicas dimensionales del nanocanal mejorando la rectificacion de la corriente, es
decir, el comportamiento del nanocanal como un diodo nanofluidico, contribuyendo asimismo
a modificar las propiedades de transporte idnico del nanodispositivo de una manera
dependiente al pH de la solucion. Hemos demostrado que la presencia de diferentes grupos
funcionales facilita la formacion cargas positivas o negativas en las superficies de los poros en
condiciones acidas o alcalinas, respectivamente, lo que a su vez conduce a la construccion de
dispositivos nanofluidicos con propiedades de selectividad y rectificacion de iones reversibles
al pH. Ademas, se demostré que el nanocanal recubierto de PDOPA puede modificarse

adicionalmente explotando la riqueza quimica de los grupos funcionales expuestos en la
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superficie de la PDOPA. Para introducir grupos 3-aminobencilamina (ABA) en la capa de
PDOPA se llevo a cabo una reaccion de adicion tipo Michael en condiciones suaves, dando
como resultado la construccion de nano-canales decorados con grupos amino primarios. La
protonacion de estos grupos amino condujo a la formaciéon de dispositivos nanofluidicos que
muestran propiedades de rectificacion controladas por el pH anion-selectivas. Ademas,
utilizando la capacidad reductora inherente de PDOPA, se demostr6 que puede realizarse la
reduccion de oro en las paredes de poros para metalizar el interior del canal nanofluidico. La
subsecuente modificacion del material hibrido Au/PDOPA con tioles funcionales confirmaron
que la formacion de monocapas autoensambladas es factible, abriendo asi la puerta a la
potente combinacion de técnicas de autoensamblado y dispositivos nanofluidicos usando
protocolos preparativos altamente robustos y reproducibles. Creemos que el sinergismo que
surge de la combinacion de la "caja de herramientas" proveniente de la quimica de la
polidopamina - la cual es sumamente versatil - y las notables caracteristicas fisicas de
nanocanales asimétricos ofrece un marco prometedor para explorar nuevos conceptos de

disefio en dispositivos nanofluidicos.
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Capitulo 6

Construccion de dispositivos nanofluidicos funcionales
basados en la sintesis electroquimica de polimeros

conductores en nanocanales de estado solido

6.1. Diodos nanofluidicos con propiedades de rectificacion dinamica derivadas

de conversiones electroquimicas reversibles en polimeros conductores

6.1.1. Introduccion

Durante las ultimas décadas, los dispositivos nanofluidicos sintéticos han atraido la atencion
de diferentes areas cientificas debido, entre otras cosas, a su gran importancia como
herramientas para comprender mejor los fenémenos de transporte en membranas bioldgicas.'”
Al mismo tiempo, se ha impulsado la busqueda de aplicaciones tecnologicas de nanoporos y
nanocanales debido a su capacidad inherente de controlar el transporte de especies cargadas.
Con respecto a este punto, como se ha demostrado y explicado en los capitulos anteriores, es
la modificacion de la geometria y la carga superficial de los nanocanales la responsable de su
capacidad para regular la corriente idnica. La ruptura de la simetria en la geometria o en la
densidad de carga superficial genera una asimetria en la conductividad idnica lo que
finalmente conduce a la rectificacion idnica. Existe un especial interés en la obtencion de
diodos nanofluidicos equipados con funcionalidades superficiales capaces de hacerlos
responder a diferentes estimulos fisicos o quimicos.* Dentro de este marco, se han
desarrollado una amplia variedad de nanocanales con conductividades i0nicas asimétricas que
responden a diferentes estimulos tales como el pH,” temperatura,® moléculas y iones,”® y luz.”
"' Inclusive, han sido desarrollados varios dispositivos con caracteristicas responsivas a dos

estimulos distintos. >

Sin embargo, todos estos estimulos son dificiles de controlar experimentalmente

particularmente en espacios reducidos. Es por esto que surgid la necesidad de producir
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dispositivos nanofluidicos cuya conductancia y propiedades de transporte puedan controlarse
mediante la aplicacion de potenciales eléctricos como sucede con los transistores de efecto
de campo, es decir, se busca la creacion de un transistor de efecto de campo nanofluidico. En
esta busqueda, el control del transporte de iones a través de membranas con grupos redox
ajustables ha atraido considerable atencion durante los Ultimos afios. El trabajo seminal de
Martin y sus colaboradores describi6 el transporte selectivo de cationes electro-modulado a
través de nanotubos de oro modificados a su vez con ferroceno mediante la formacion de
monocapas autoensambladas, demostrando asi la versatilidad de la electroquimica como una
herramienta clave para manipular la carga superficial de los nanoporos.'® A pesar de su
relevancia, se sabe poco sobre el comportamiento de rectificacion de nanocanales conicos
equipados con cargas superficiales electroquimicas incorporadas y mas ain cémo la
electroquimica puede contribuir a ganar mayor control sobre sus propiedades de rectificacion.
A este respecto, el uso de polimeros conductores (PCs) para revestir superficies de

nanocanales ofrece una opcion adecuada.
6.1.2. Ventajas de la integracion de polimeros conductores en nanocanales

“... Una nueva generacion de polimeros: materiales que exhiben las propiedades eléctricas y
opticas de metales y semiconductores mientras retienen las atractivas propiedades mecadnicas

v las ventajas de procesamiento de los polimeros...”
Alan J. Heeger, Nobel Lecture, 8 de Diciembre, 2000

Desde su descubrimiento en la decada de 1970° por Heeger, Macdiarmid y Shirakawa, los
polimeros conductores han atraido la atencién de la comunidad cientifica en gran medida

. . . , , . 17-19
debido a sus interesantes propiedades eléctricas y electroquimicas.

Los polimeros
conductores son polimeros conjugados donde los enlaces quimicos llevan a la presencia de un
electron desapareado (electron-m) por atomo de carbono. El enlace tipo m, en el cual el
carbono se encuentra en una configuracién sp’p, y en el cual los orbitales de los atomos de
carbono sucesivos a lo largo de la cadena principal del polimero se encuentran solapados,
lleva a la deslocalizacion de los electrones a lo largo del polimero. Esta deslocalizacion
electronica provee una “autopista” para el movimiento de cargas a lo largo de la cadena
polimérica.”’ Desde la sintesis del polimero conjugado mas simple, el poliacetileno, hasta el

dia de hoy, se han obtenidos una gran variedad de polimeros conductores para diversas

aplicaciones. La Figura 6.1 muestra algunos de los PC mas utilizados hoy en dia.
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Los PC también representan una opcion de bajo costo y alta fidelidad para aplicaciones en
dispositivos electronicos organicos como diodos emisores de luz, dispositivos fotovoltaicos y
transistores de efecto de campo.?'** Particularmente, la polianilina (PANI) ha sido una de las
PCs mas estudiadas, principalmente debido a su facilidad de preparacion y estabilidad.
Actualmente, la PANI es considerada como uno de los PCs modelo, debido a que ha sido
ampliamente estudiado y caracterizado. Sin embargo, no hay informes previos sobre la
sintesis de PANI para construir dispositivos nanofluidicos funcionales. La PANI puede
encontrarse en tres estados de oxidacion diferentes llamados, leucoesmeraldina (LE),
esmeraldina (E) y pernigranilina (PG).** Cada estado se caracteriza por diferentes
composiciones relativas de grupos imina (o unidades quinoides) y amina secundaria (unidades
aromaticas); consecuentemente, cada estado tiene un pK, distinto. Siendo un polielectrolito
con grupos protonables, la PANI muestra un acoplamiento entre sus equilibrios acido-base y
el potencial redox.”?® Esto implica que los cambios en el potencial electroquimico aplicado
promueven cambios en el estado de protonacion del polimero y por lo tanto en su carga neta.
Por el contrario, las variaciones del pH modifican su grado de protonacion, que a su vez altera

el estado redox del polimero.*®

Figura 6.1. Ejemplos de estructuras de

polimeros conductores frecuentemente / T‘~ =
n
. , L H
utilizados hoy en dia, poliacetileno,
polianilina, polipirrol y politiofeno. Feolimcebions Folianiling
N n S n
©
Polipirrol Politiofeno

En este capitulo presentamos el desarrollo de un transistor de efecto de campo nanofluidico
de doble respuesta (pH, potencial electroquimico) basado en la polimerizacion electroquimica
de anilina en nanocanales asimétricos de policarbonato recubiertos con oro. Ademads, se
muestra que la sintesis electroquimica selectiva de PANI en la abertura mas pequena del
nanocanal, es decir, la punta, puede aumentar las propiedades de rectificacion idnica de los

dispositivos nanofluidicos.
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6.1.3. Sintesis de Polianilina en nanocanales conicos track-etched de policarbonato

Para esta serie de experimentos se irradiaron laminas de policarbonato de 30 um de espesor
con un ion pesado (2 GeV Au 25"). Los tracks formados en las laminas irradiadas fueron
transformados en nanocanales conicos mediante un etching quimico explicado en el capitulo 3
(Seccion 3.2.3). Para caracterizar la geometria de los nanocanales, se usaron dos enfoques
distintos (Capitulo 3, seccion 3.3). El primero implicé la obtencion de imagenes de seccion
transversal de las membranas las cuales se tomaron mediante microscopia electronica de
barrido (SEM) (Figura 6.2 (d)). En segundo lugar, se realiz6 la fabricacion de nanohilos por
método de plantilla. Para este caso, se electrodepositd oro potencioestaticamente en
membranas multicanal (107 tracks/cm?) sintetizadas en las mismas condiciones que los
canales individuales, es decir con geometria conica. Después de la posterior disolucion de la
lamina de policarbonato, los conos resultantes se observaron mediante SEM a 30° y 90°
respecto al plano de la muestra (Figura 6.2 (a) - (b)). Las imédgenes resultantes mostraron

geometrias conicas con un diametro de punta de ~ 60 nm y una base de ~ 4000 nm.

Figura 6.2. Imagenes de SEM tomadas a 90 ° (a) y 30 ° (b) de nanoconos de oro fabricadas
por el metodo de plantilla. En la figura (a) se puede observar la punta en mayor detalle

donde se ven los diametros de ~ 60 nm. (c) Imagen SEM del lado de la base de una lamina
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multicanal track-etched de policarbonato (10° iones/cm’). (d) Imagen SEM de la seccion

transversal de una lamina de PC multicanal que producidos por un tipo de etching conico.

Estos nanocanales se comportaron como resistores i6nicos (comportamiento éhmico), no
presentando rectificacion de la corriente i6nica, probablemente debido al gran didmetro de la
punta.”’ Incluso después de la deposicién de una capa de Au en el lado de la punta mediante
recubrimiento por sputtering, los nanocanales presentaron baja eficiencia de rectificacion (frec
<2) (Figura 6.4). Es importante mencionar que el grosor de la capa de Au es de 80 nm en la
direccion normal a la superficie, segin el célculo realizado utilizando los parametros de
calibracion del equipo. El andlisis realizado utilizando imagenes SEM (Figura 6.3) muestra

que la reduccion del tamano de la punta es de 10-15 nm.

Una vez metalizadas, las laminas con nanocanales ftrack-etched se modificaron
adicionalmente mediante la electropolimerizacion in situ de anilina. Para llevar a cabo la
funcionalizacion, se sustituy6 la solucion de KC1 0,1 M empleada para las medidas de curvas
I-V por la solucion de sintesis, anilina 0,1 M en H,SO4 0,5 M. La sintesis electroquimica se
llevd a cabo potenciodindmicamente mediante voltamperometria ciclica (Figura 6.3), ciclando
entre -200 y 800 mV a una velocidad de barrido de 100 mV/s con la capa de metal (Au)
actuando como electrodo de trabajo. La funcionalizacion completa se representa

esquematicamente en la Figura 6.3.

Durante el transcurso de la sintesis electroquimica, con el objetivo de monitorear el cambio de
conductancia durante la polimerizacion, la solucion de anilina fue reemplazada por KCI 0,1 M
y se registraron curvas I-V ciclando el potencial (transmembrana) entre -1 y 1 V. Sin
embargo, para el cdlculo de la conductancia del nanocanal, se utilizé la pendiente de las
curvas I-V entre -0,1 y 0,1 V, debido a que dentro de este rango el comportamiento de las
curvas es lineal. Después de cada medida de curvas I-V, se continud la sintesis electroquimica
usando una solucion de mondmero fresca. La Figura 6.4 muestra la variacion de la
conductividad i6nica del nanocanal en funcion de la carga anddica voltamétrica de PANI
después de sucesivas etapas de polimerizacion. La carga integrada corresponde al proceso de
oxidacion y toma en cuenta todas las unidades redox del sistema, siendo asi proporcional a la
cantidad de polimero. Aunque en la literatura se han informado correlaciones entre esta carga
y el espesor de la pelicula de polimero, se debe tener un cuidado especial al emplearlas para
las estimaciones de grosor de la capa polimérica ya que dependen fuertemente de las

condiciones experimentales.” Por ejemplo, empleando la equivalencia dada por Gottesfeld et
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al. los espesores de la pelicula de PANI para nuestro caso se pudieron estimar en 525 nm. Este
valor para el espesor claramente no se corresponde a nuestros resultados. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que en cualquier caso, mayores cargas integradas se corresponden
a peliculas mas gruesas. Los resultados en la figura 6.4 indican que la punta del nanocanal se
hace mas y mas estrecha a medida que crece la capa de polimero conductor. En particular, la
conductividad, que estd relacionada con el diametro de la punta del nanocanal, disminuye

hasta un valor limite de 10 nS, un orden de magnitud menor con respecto al valor inicial.
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Figura 6.3. (a) Representacion esquemdtica de la metalizacion de la membrana de
policarbonato (PC) y de la polimerizacion electroquimica de anilina. (b) Esquema de la celda
utilizada para la polimerizacion de Anilina donde se puede ver el detalle del anillo de cobre
utilizado para hacer el contacto con la lamina metalizada y oficiar de electrodo de trabajo (c)

Ciclos 1 y 30 de la polimerizacion potenciodinamica de anilina, se puede observar la
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aparicion de los picos relacionados al polimero. (d) Grafico de la reduccion del canal
medido con microscopia electronica de barrido en funcion del ciclo de polimerizacion. Los

valores fueron obtenidos mediante el promedio de al menos 50 nanocanales.

Una indicacion adicional del cierre de la punta del nanocanal viene dada por la aparicion de

un comportamiento no-O6hmico en la conductancia transmembrana después de Ila
polimerizacion (Figura 6.4). Puede observarse que existe una correlacion inversa entre la
eficiencia de rectificacion - la cual aumenta durante la polimerizacion - y la conductancia, la
cual disminuye (Figura 6.4). Esto quiere decir que la sintesis electroquimica de PANI en el
lado de la punta del nanocanal permite la creacion de un diodo nanofluidico rectificador a
partir de un nanocanal no rectificador y por lo tanto representa un nuevo enfoque de “top-
down” para obtener dispositivos nanofluidicos no éhmicos de manera similar a lo ocurrido
con la sintesis de polidopamina presentada en el capitulo anterior. El cierre del canal fue

también corroborado con imagenes SEM (Figura 6.3).
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Otra similitud interesante con el caso de la polimerizacion de dopamina es el hallazgo de un
valor limite no nulo para la conductancia del nanocanal el cual podria explicarse ya sea por un
cambio en la termodindmica de la sintesis debido al creciente confinamiento de las especies
que reaccionan, lo cual limitaria la polimerizacion en la parte interna de la punta, o
alternativamente, a que el polimero podria efectivamente llenar el nanocanal en un estado

hidratado el cual permitiria la conduccion de iones debido a su conductancia idnica intrinseca.

6.1.4. Estudio del comportamiento del sistema en funcion del pH

La respuesta del nanocanal modificado con PANI al pH se estudié midiendo las curvas I-V en
soluciones de KC1 0,1 M a diferentes valores de pH, liberando al mismo tiempo el nanocanal
modificado con PANI del control electroquimico, es decir, sin aplicar un potencial eléctrico
(potencial de circuito abierto). Los resultados para tres valores de pH distintos se presentan en
la Figura 6.5. Como no se aplicd ningun potencial externo a la membrana modificada con
PANI, el estado redox del polimero durante las medidas fue esmeraldina (E) ya que éste es el
estado mas estable en condiciones ambientales asi como también el de mayor conductividad.
El estado E se describe normalmente como una combinacion de unidades de tipo aromatico y
quinoide (Figura 6.3, a). Debido a su particular estructura quimica y electronica, los
equilibrios de protonacion de los grupos nitrogenados del esqueleto polimérico han sido
dificiles de describir y no hay modelos disponibles que sean ampliamente aceptados. Sin
embargo, se han realizado algunos esfuerzos para racionalizar el complejo comportamiento
acido-base del polimero en términos de valores de pKa aparentes (pKag,), los cuales
dependen de las condiciones de sintesis™ y de las medidas experimentales.”® Ademas, como
suele suceder con los polielectrolitos, las curvas de titulacion de PANI son mas anchas que las
esperados para las sustancias simples.”” Como consecuencia de esto, existe una amplia
dispersion de los valores de pKa en la literatura que van desde 3 a 8 para el estado E.*' La
Figura 6.5 muestra curvas de rectificacion para diferentes valores de pH. El factor de
rectificacion (fi.) se define como la relacion entre las corrientes medidas a voltajes de la
misma amplitud pero con polaridades diferentes (ver capitulo 2). A pH 12, el nanocanal no
mostro rectificacion i6nica, lo que corresponde a una densidad de carga superficial neta baja.
Disminuir el pH a 7 produce un aumento en la eficiencia de rectificacion de un 500%, de un
factor de rectificacion de ~ 1,5 a ~ 7, lo que evidencia un aumento en la carga superficial

consecuente con un mayor grado de protonacion del polimero. Una reduccion adicional del
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pH a 2 produce un factor de rectificacion de ~ 52, es decir un aumento ulterior del 700 % en

la eficiencia de rectificacion.

La pronunciada dependencia de la conductividad ionica del nanocanal al pH puede explicarse
por el aumento en el grado de protonacion de la PANI desde casi cero (a pH altos) hasta
~100% a valores bajos de pH. A pH 12, ni los grupos imina ni los grupos amina estan
cargados, por lo tanto, se espera una ausencia de carga neta en la superficie de los canales. El
aumento del factor de rectificacion a pH 7 y luego de nuevo a pH 2 es un indicativo claro de
que se puede conseguir un estado de carga mdas alto en la superficie de los nanocales

modificados con PANI mediante la protonacion sucesiva de grupos iminas y aminas.
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Figura 6.5. Curvas I-V de un nanocanal modificado con PANI a diferentes pH. La tabla
ubicada en el grdfico muestra los factores de correccion correspondientes a cada pH. Las

medidas de curvas I-V se realizaron en KCI 0,1 M.

6.1.5. Estudio del comportamiento del sistema en funcion del potencial electroquimico

A continuacion, evaluamos la dependencia de las propiedades de transporte del nanocanal a
diferentes potenciales electroquimicos o equivalentemente, a diferentes estados de oxidacion
de PANI. Para ello, un nanocanal modificado con PANI se someti6 a diferentes potenciales
electroquimicos aplicados durante 2 min cada vez. Este procedimiento se realizéo a pH 1

debido a la mayor estabilidad de la PANI hacia la conversion electroquimica en condiciones
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acidas. El tiempo de 2 min fue seleccionado para asegurar una conversion completa de la
PANL*? Después de la aplicacion de cada potencial, se midieron las curvas I-V para
corroborar los cambios en el comportamiento idnico del nanocanal (Figura 6.6). Como se
muestra en la Figura 6.6, la modulacion del potencial electroquimico de la membrana
modificada por PANI alter6 las caracteristicas de las curvas I-V como consecuencia del
cambio en el grado de oxidacion del polimero conductor. La ventana de potencial
electroquimico en la que trabajamos nos permitid observar los tres estados de oxidacion de la
PANI (Figura 6.6). El pH a lo largo de todas las medidas de curvas I-V se ajusto a 7, ya que a
este pH la diferencia en el equilibrio 4cido-base entre cada estado de oxidacidon era mas

notable.

Los cambios en el comportamiento de la rectificacion de la corriente idnica con el potencial
aplicado pueden explicarse teniendo en cuenta el acoplamiento que existe en esta familia de
polimeros conductores entre el estado redox y el equilibrio de protonaciéon. A -200 mV la
PANI se redujo completamente a leucoesmeraldina (LE).”® En esta forma reducida (LE), la
PANI esta compuesta principalmente de unidades bencénicas (aminas). La unidad acido-base
repetitiva de la LE se asemeja al de la N,N-difenilamina® de la cual se ha informado
recientemente un pKa experimental de aproximadamente 1.2%3! Por lo tanto, la LE tiene un
grado de protonacion relativamente bajo a pH 7 lo que experimentalmente se tradujo en una
superficie escasamente cargada y una mayor linealidad en la respuesta I-V. A medida que
aumentd el potencial aplicado, las caracteristicas de transporte idnico permanecieron
practicamente constantes hasta que se alcanzoé un valor de potencial de aproximadamente 200
mV. A este potencial se produjo la transicion de LE a E.?® Como se mencioné anteriormente,
el pKa,,, de la forma conductora es mas alto que el de LE, produciéndose un grado de
protonacion comparativamente mas elevado. La consecuencia experimental en este caso fue
un aumento en el factor de rectificacion hasta un valor de ~8 que fue aproximadamente el

doble del factor a potenciales por debajo de 200 mV.

Prosiguiendo con el incremento del potencial, la rectificacion del nanocanal aument6é a ~ 17
cuando el potencial alcanzo6 el valor necesarios para la transicion de E al estado PG (~700
mV).""?** Como este estado tiene una composicion relativa mayor de grupos tipo imina
frente a grupos amina, se esperaba un grado de protonacion ain mas alto. El pKa de este
estado no se ha medido con exactitud, pero se supone que es superior a 8. Por lo tanto, se

supone que la PANI en el estado PG se encuentra casi completamente protonada a pH 7.
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Figura 6.6. Curvas I-V para un nanocanal modificado con PANI para diferentes potenciales
(electroquimicos) aplicados, a pH 7. Recuadro: Factores de rectificacion en funcion del
potencial electroquimico aplicado. Se indican los tres estados redox de PANI:
Leucoesmeraldina (LE), Esmeraldina (E) y Pernigranilina (PG). Los valores de potencial
electroquimico pre-aplicados durante 2 min se refieren al electrodo Ag / AgCl / 3 M NaCl.
Las medidas de I-V se realizaron en KCI 0,1 M.

Para probar la reversibilidad del sistema, se aplicaron dos potenciales extremos sucesivamente
a la lamina de Au/PC modificada con PANI (a pH 1). Nuevamente después de la aplicacion
de cada potencial, la solucion se reemplazé por KCI 0,1 M ajustado a pH 7 y para medir la
curvas I-V. Con el potencial inferior (-200 mV), el polimero se encuentra en el estado LE, que
se encuentra practicamente desprotonado, mientras que para el potencial mas alto (750 mV) el
polimero se encuentra en la forma PG, altamente protonada a pH 7. Mediante la conmutacion
del potencial aplicado entre -200 mV y 750 mV, la PANI alterna su grado de protonacion
entre dos extremos promovidos por el potencial electroquimico aplicado, lo cual se
correlaciona con una alternancia en la carga superficial del nanocanal (Figura 6.7). Esta
alternancia de la carga superficial neta induce un cambio pronunciado en las propiedades de
transporte del nanocanal (transduccion iontronica del estimulo) convirtiendo el
comportamiento del nanocanal de un tipo practicamente no rectificador a altamente

rectificador como se muestra por los cambios en los factores de rectificacion representados en
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la Figura 6.6. Es importante notar que el potencial electroquimico aplicado tiene un efecto
mas fuerte sobre el comportamiento del estado de menor conductividad (potenciales
transmembrana negativos), produciendo asi un efecto de gating que es completamente
reversible, esto es un comportamiento tipo transistor de efecto de campo nanofluidico, en el
cual la conductancia del canal puede ser modificada por un potencial de gating, que modula el
estado de carga de la molécula responsiva (PANI), ante un potencial transmembrana
determinado. Estos experimentos demuestran claramente que la modificacion con PANI
convierte el nanocanal en un dispositivo nanofluidico sintonizable en el que el potencial
electroquimico aplicado modifica la rectificacion idnica de acuerdo con las conversiones

redox que se producen en la pelicula de PANIL
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Figura 6.7. Ensayo de reversibilidad para el cambio en la rectificacion de la corriente ionica
en funcion del potencial electroquimico aplicado, medido a pH 7. Los valores de los
potenciales electroquimicos pre-aplicados durante 2 min se refieren al electrodo Ag / AgCl /

3 M NaCl. Las medidas se realizaron en KCI 0,1 M.
6.1.6. Conclusiones

En esta seccion se mostrd la integracion electroquimica del polimero conductor Polianilina
(PANI) en nanocanales asimétricos para obtener diodos nanofluidicos de respuesta dual y
electroquimicamente direccionables los cuales mostraron propiedades de rectificacion
reversibles. La evidencia experimental aqui presentada demostrd el uso de la conmutacion
electroquimica de las unidades monoméricas de PANI, persiguiendo el objetivo de obtener un

ajuste fino del transporte id6nico mediante el preestablecimiento de un potencial
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electroquimico determinado. Este sistema permitidé un buen grado de control sobre las
propiedades de transporte idnico del sistema en funcion del pH y el potencial. La magnitud de
las cargas generadas electroquimicamente en la superficie que se derivaron del acoplamiento
entre los equilibrios de protonacion y del potencial redox de la PANI fueron las responsables
de controlar el transporte io6nico transmembrana y las propiedades de rectificacion del
nanodispositivo. Se espera de este modo que la combinacion de polimeros conductores y
nanocanales asimétricos pueda conducir a una gran variedad de nuevos disefios de diodos
nanofluidicos con aplicaciones en diferentes areas tecnologicas, tales como biosensensado,
suministro controlado de farmacos o conversion de energia. En la siguiente seccion
mostraremos un ejemplo de la variedad de sistemas que pueden obtenerse siguiendo este

protocolo de fabricacion con derivados de PANI u otros polimeros conductores.

6.2. Regimenes de rectificacion en diodos nanofluidicos modulados por

efectores quimicos

6.2.1. Introduccion

Como se discutid en la seccion anterior, actualmente existe un gran interés en el desarrollo de
dispositivos nanofluidicos que permitan regular el transporte de especies i6nicas con
estimulos controlados experimentalmente como el pH, la temperatura, la luz o la presencia de

. . ., 34-36
ciertas moléculas en solucion.

Para lograr este objetivo, se necesitan técnicas de
fabricacion nanofluidicas que combinen diferentes tipos de modificaciones superficiales,
desde la quimica orgdnica hasta métodos fisicos, como la deposicion atémica de capas

3738 La implementacién de varias

(atomic layer deposition) o el sputtering de metales.
técnicas de modificacion de superficies permite incluir diferentes grupos funcionales dentro
de las estructuras nanofluidicas con el objetivo de conferirles un comportamiento particular.
Entre la gran variedad de técnicas de fabricacion de nanocanales disponibles en la literatura,
la tecnologia de ion-track-etching es una de las mas utilizadas por varias razones. La razon
principal es que la combinacion de irradiacion ionica y efching quimico permite la fabricacion

de nanocanales con geometrias (cilindrica, conica, biconica) y tamafos controlados. Esto, a su

vez, confiere a los canales funciones iontronicas unicas, ya sea como rectificadores, diodos o

. 39-42
transistores de efectos de campo.
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En particular, el comportamiento rectificador (diodo) de los nanocanales cénicos se ha
utilizado para transducir estimulos especificos en solucion en sefiales de corriente
transmembrana bajo el principio de cambiar la magnitud y el signo de las cargas en la
superficie de los canales. Un cambio en el signo de la carga superficial genera un cambio
concomitante en el tipo de ion excluido de los canales y por lo tanto, controla el transporte de
cationes y aniones selectivamente.*® Por lo tanto, la mayor parte del trabajo realizado en el
campo de la nanofluidica para modificar nanocanales consiste en incorporar moléculas que
cambian la magnitud y tipo de carga superficial bajo estimulos especificos. Mas aun, existe un
gran interés en desarrollar sistemas que respondan a multiples estimulos que permitan realizar
operaciones nanofluidicas mas complejas mediante la aplicacion de dos o mas estimulos de
forma independiente o coordinada. Existen ejemplos de este tipo de sistemas que responden al

44-45 . . .
En este sentido, en la seccion anterior hemos

pH y la luz o al pH y la temperatura.
mostrado un ejemplo de un sistema que responde simultineamente al pH y al potencial
eléctrico. La presencia de PANI nos permitié controlar selectivamente el transporte de iones
mediante la aplicacion de diferentes potenciales electroquimicos a la membrana modificada, o

mediante el pH de la solucion.

El siguiente paso hacia la incorporacion de dispositivos nanofluidicos en circuitos
moleculares integrados con aplicacion en ciencias bioldgicas exige el desarrollo de sistemas
que puedan controlarse mediante la presencia de ciertas moléculas de interés en solucion. Este
es un concepto emergente que surge de la biomimética, ya que en las células sus funciones
son reguladas mediante moléculas (ligandos) que permiten el paso selectivo de iones y

moléculas a través de la membrana celular.

En esta seccion, mostraremos el desarrollo de un nanocanal responsivo a pH cuyo equilibrio
acido-base se puede modular por la presencia de azlcares en solucion. El procedimiento de
fabricacion incluyo la sintesis electroquimica del derivado de polianilina (PANI) dcido
poly(3-aminofenilboronico) (APAB) en nanocanales conicos de policarbonato metalizados
con oro. El APAB tiene un grupo boronato en cada mondémero que le confiere una carga
negativa que compite con las cargas positivas de los grupos de nitrogeno de la cadena
principal del polimero, lo que permite la inversion de carga alrededor del punto isoeléctrico
del APAB, un fenémeno que no pudo observarse con los nanocanales modificados con PANI
debido a la estructura quimica de este polimero. Ademads, debido a la tendencia de los

boronatos a formar complejos con dioles con constantes de acidez diferentes que la forma
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nativa, es posible modular la capacidad de respuesta al pH regulando la concentracion de

azucares en solucion. En esta serie de experimentos utilizamos fructosa como caso de estudio.

6.2.2. Fabricacion de nanocanales modificados con PAPAB

Los nanocanales conicos fueron fabricados utilizando el mismo protocolo que para la seccion
anterior, y por lo tanto exhibieron un didmetro de base (D) de ~ 4 um y un didmetro de punta
(d) de ~ 60 nm (Figura 6.2). Como era de esperar para nanocanales con puntas tan grandes, el
tipo de transporte i6nico exhibido fue simétrico (6hmico), sin ninguna rectificacion.
Numerosas publicaciones demostraron que para las geometrias cOnicas, se requieren
diametros de punta inferiores a 20-30 nm para que exista rectificacion de corriente idnica.
Solo para geometrias de asimetrias exageradas hacia la punta (por ejemplo, las geometrias
parabolicas o tipo bala) el didmetro minimo para observar la rectificacion puede ser mayor

que estos valores (30-50 nm).***

Una vez que se midieron las caracteristicas de I-V de los nanocanales metalizados por
sputtering, el acido poli(4-aminofenilboronico) (PAPAB) fue sintetizado electroquimicamente
sobre la superficie dorada de los nanocanales. EIl PAPAB se depositd potenciodindmicamente
realizando un total de 30 ciclos entre -100 mV y 900 mV V a una velocidad de 100 mV/s
usando una solucion de dcido 3-amino-fenilboronico 0.05 M (APAB) en KF 0.2 M y HCI 0.5
M (Figura 6.8 (a)) ™

Con el objetivo de aproximar el espesor de la capa de PAPAB sintetizada
electroquimicamente sobre las laminas que contienen nanocanales, se realizaron medidas de
resonancia de plasmon superficial (SPR) durante la sintesis electroquimica de PAPAB en un
electrodo de oro plano en condiciones idénticas al crecimiento electroquimico de PAPAB en
los nanocanales (Figura 6.8 (b)). Los resultados revelaron una tasa de crecimiento de 1,5
nm/ciclo. Por lo tanto, estimamos que durante la sintesis en los nanocanales dorados se

deposit6d una capa de PAPAB de 45 nm de espesor.

La naturaleza quimica del material electrodepositado fue corroborada por espectroscopia
Raman (Figura 6.8 (c)). Las bandas mas intensas aparecen en el rango de 1000-1700 cm™ y el
espectro esta dominado por las bandas bien establecidas de los polimeros derivados de PANI.
5152 Los modos de flexidn en el plano de los enlaces C-H aparecen alrededor de 1160,

Mientras las bandas asignadas al estiramiento del enlace C-N aparecen alrededor de 1310-
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1400 cm™ (cation radical) y 1470-1490 cm™ (diimina quinona).54 El estiramiento del enlace
C=C en las unidades quinoides aparece en el rango de 1570-1595 cm™ cuya presencia esta
relacionada con la forma conductora del polimero.”>~® Se espera que las bandas caracteristicas
debidas a la presencia de los grupos boronato para el estiramiento del enlace B-F y para los
modos de flexién de los B-OH aparezcan en 900 y 1100 cm™,respectivamente, mientras que
para el modo de estiramiento del enlace B-O se espera una banda en los 1330 cm™ %' Debido
a que la posicion de estos picos se encuentra dentro de la region de la estructura de PANI la
cual tiene una alta intensidad de sefial se compard la sefial producida por el PAPAB y por el
derivado de PANI poli(3-aminobencilamina) el cual es similar al PAPAB pero sin los grupos
boronato.®* Las flechas en la figura 6.8 muestran la presencia los grupos caracteristicos del
APAB. Las bandas a 900 y a 1100 cm™ son claramente visibles, mientras que la banda
predicha a 1300 cm™ aparece como un hombro en la intensa banda tipo PANI en esta region.
Después de incubar la muestra por una hora en fructuosa 100 mM, este hombro asignado al
estiramiento B-O aument6 debido a la formacion del éster ciclico con el aztcar.’”®' También
el aumento de la sefial alrededor de 1200 cm™ puede ser debido a los modos de estiramiento
de C-O en el aziicar, los cuales han sido reportados a 1225 cm™.” La tabla 1 muestra la

asignacion de las bandas Raman asignadas al PAPAB y a los grupos boronato.

Se realizaron medidas de curvas I-V utilizando una soluciéon de KCI 0,1 M, antes y después de
la polimerizacion de PAPAB. Esta curvas mostraron que hubo una reduccion del 50 % de la
conductancia i6nica inicial del nanocanal (de ~ 44 nS a 22 nS). Ademas, se observo un gran
incremento en la eficiencia de rectificacion (fi..) (Figura 6.8 (d)). En este caso, se observo un
cambio en el f. de 1,4 (sin rectificacion) a 9 (alta rectificacion). Esto era esperable ya que, al
igual que con el caso de la polianilina, debido al hecho de que el APAB se sintetiz6 solo en un
lado de la membrana, se espera el desarrollo de una fuerte asimetria en la distribucion
longitudinal de la carga eléctrica de los nanocanales y, por lo tanto, un incremento de la

rectificacion de las curvas I-V.
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Av/em™ Asignacion
Bandas asignadas en este trabajo a la estructura tipo-PANI

813 C-H flexion fuera del plano de las unidades bencénicas p-sustituidas."”
878 C-H flexion fuera del plano de las unidades bencénicas 1,2,4 -sustituidas.’
900 C-H flexién en el plano.”
1164 C-H flexion de la unidades aromaticas;>* estiramiento de Q=NH"-B; 2

estiramiento de N=Q=N.’
1207 Estiramiento de C=N=C.’
1239 Estiramiento asimétrico en el plano de C-N."*”
1370 Estiramiento radical C-N"";” estiramiento de C-N.'*
1470 Estiramiento de C-N.'
1500 Estiramiento de C=NH.+(ES), C=N (EB);** Estiramiento de N-B-N;’

Estiramiento de Q=N-B."
1596 Estiramiento de N=Q=N.""

Bandas reportadas para los grupos boronato
830 Estiramiento simétrico de BO.°
888 Estiramiento de B-F.””
986 Flexion de B-OH.""
1115 Flexion de B-OH."™"
1330 Estiramiento asimétrico de B-O.” '
Bandas reportadas para la uniéon de azucares

1063 Estiramiento de C-O * y modos de flexion de la fructosa. ’
1225 Estiramiento asimétrico C-O de la azucar ’

Tabla 1. Asignaciones de las bandas Raman principales para la capa de PAPAB sintetizada

electroquimicamente y las bandas para los grupos boronatos.
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Figura 6.8. (a) Voltamperometria ciclica de la electropolimerizacion de APAB sobre un
nanocanal conico metalizado de policarbonato. (b) Curvas de exploracion angular SPR para
diferentes numeros de ciclos voltamétricos durante la electrosintesis de una pelicula de APAB
en un sustrato plano de Au. En el recuadro se presentan los valores de espesor determinados
por el ajuste de las curvas. Mediante ajuste lineal de la curva se obtuvo una tasa de
crecimiento de 1,51 nm por ciclo. (c) Espectros Raman corregidos del fondo de las peliculas
APAB electrosintetizadas en Au. Se anadio el espectro de una pelicula de poli(3-
aminobencilamina) para comparacion. (d) Curvas I-V para un nanocanal de PC antes y
después de la polimerizacion de APAB. Recuadro: Valores de conductancia ionica y factores

de rectificacion para el nanocanal antes y después de la modificacion.
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6.2.3. Responsividad al pH de los nanocanales modificados con PAPAB. Titulacion

nanofluidica

El PAPAB es un polimero anfotérico que se carga positiva o negativamente a pH inferiores o
superiores a su punto isoeléctrico (PI), respectivamente (esquema en la Figura 6.9).% Las
cargas positivas provienen de las aminas secundarias presentes en la cadena principal del
polimero, mientras que las cargas negativas surgen de los grupos boronato pendientes. La
presencia de estos grupos protonables da como resultado una dependencia al pH de la carga
superficial de nanocanales modificados con PAPAB. Debido a que la limitaciéon en la
precision de la regulacion de la rectificacion de la corriente idnica esta relacionada con la
capacidad de modular la carga superficial de los nanocanales, macromoléculas protonables
tales como el PAPAB, que presentan un equilibrio acido-base continuo, permiten obtener un

ajuste fino de las caracteristicas de rectificacion mediante pequefios cambios del pH.

La figura 6.9 muestra las curvas I-V obtenidas para un nanocanal modificado con PAPAB a
tres valores de pH diferentes. Se pueden observar rectificaciones positivas (selectividad
anionica), neutras (no hay selectividad) y negativas (selectividad cationica) parapH 1,5 y 11,
respectivamente. La rectificacion positiva se debe a la presencia de cargas positivas en los
grupos de nitrogeno (aminas secundarias o imina) del polimero PAPAB. Mediante el aumento
del pH las aminas presentes en el PAPAB comienzaron a desprotonarse a la vez que se
produjo la formacion de complejos de los grupos boronato con iones hidroxilo. El primer
efecto observable es la neutralizacion de las cargas positivas de las aminas llevando a un
estado no rectificador (curvas I-V lineales). Incrementos adicionales del pH produjeron una
reversion de la carga a valores negativos con la consiguiente reaparicion de la rectificacion,
pero en la direccion opuesta. El hecho de que se haya podido observar una reversion de la
rectificacion presenta una ventaja con respecto a los experimentos presentados en la seccion
anterior usando polianilina (PANI) como molécula funcional, en cuyo caso no fue posible
lograr una reversion de la carga superficial debido al hecho de que la polianilina no tiene

grupos funcionales negativos.

Las curvas I-V se midieron en KCI 0,1 M sin uso de buffer con adiciones gota a gota de HCl y
NaOH 0.5 M para ajustar el pH a los diferentes valores. Para estudiar los cambios en la
rectificacion relacionados con el pH, se calcularon los f;.. como se los definié en el capitulo 3.
Como se explicd anteriormente la definicion del f.. se realizd de tal manera de poder

relacionar un fi.. positivo con el PAPAB protonado (carga positiva) y un f.. negativo con el
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APAB coordinado con OH (carga negativa) (Figura 10). Mediante la medicion de curvas [-V
a diferentes pH, se pudieron obtener curvas de titulaciéon aparentes para un nanocanal
modificado con APAB. Llamamos a estos experimentos “titulacion nanofluidica” debido a su
similitud fundamental con la técnica de titulacion por potencial zeta (), en el sentido de que
el fic evoluciona de manera similar al cambio de la carga superficial (potencial , Figura 2.2)
del nanocanal.**® Este método nanofluidico no es necesariamente especifico de este sistema
y podria generalizarse y ser utilizado para un gran nimero de moléculas como proteinas,

polielectrolitos o tensioactivos, entre otros.
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Figura 6.9. Esquema que describe la funcionalizacion de un nanocanal de policarbonato
metalizado y el estado de carga del canal. Los esquemas estan relacionados con las medidas
de corriente-voltaje para pH 1 (rojo), 6 (naranja) y 11 (verde) realizadas en solucion de KCI
0,1 M.

La capacidad de los acidos bordnicos para unirse a 1,2 o 1,3 dioles para formar ésteres
ciclicos de cinco o seis miembros esta bien documentada en la literatura.®’ Ademas, se sabe

que la union de boronatos con cis-dioles, como los presentes en los monosacaridos, es mas
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fuerte que para dioles aciclicos o trams-dioles. También se conoce, que los complejos
formados entre boronatos y azucares tienen un pKa diferente al boronato mismo; por lo tanto,
la union de los monosacaridos se puede detectar como un cambio en el grado de protonacion
causado por un desplazamiento de pKa. En este sentido, existen muchos ejemplos de sensores
potenciométricos de azucares que hacen uso de esta propiedad de los boronatos presentes en
PAPAB.*** Sin embargo, aunque este cambio en el comportamiento 4cido-base del PAPAB
debido a la union de este con azucares es reconocida por la comunidad, la modificacion del

estado de carga del polimero nunca se ha determinado experimentalmente.

6.2.4. Uso de efectores quimicos para modular el equilibrio de cargas de un nanocanal

Para identificar el cambio producido en el equilibrio acido-base del PAPAB por los azucares
y consecuentemente, en el equilibrio de cargas sobre las paredes de los nanocanales
modificados con este polimero, se obtuvieron curvas de titulacion nanofluidica usando
diferentes concentraciones de azlicar para un rango de pH de 1 a 11. De acuerdo a nuestro
conocimiento, esta es la primera vez que los cambios del estado de carga de PAPAB, siempre
asumidos como consecuencia de un putativo desplazamiento pK,, son monitoreados
directamente. La fructosa se us6 como caso de estudio porque se demostrd que tiene una
unidon mas fuerte al boronato que otros monosacaridos.®’ Las curvas de titulacién se realizaron
midiendo las caracteristicas de corriente-voltaje en ausencia de fructosa, asi como con dos

concentraciones distintas de fructosa, 10 mM y 100 mM (Figura 6.10).

Las curvas de titulacion muestran la potencialidad del uso de azucares como efectores
quimicos para realizar operaciones nanofluidicas complejas, como por ejemplo la
conmutacion del tipo de selectividad, cation-anion o el gating del transporte de iones. Al usar
fructosa, como un monosacarido representativo, se pueden producir cambios en el equilibrio
acido-base local dentro del nanocanal que en ultima instancia desencadena diferentes

regimenes nanofluidicos, como explicaremos a continuacion.

Como se puede observar en la figura 6.10, la fructosa actia como efector para casi todo el
rango de pH. Sin embargo, la region mas interesante para el estudio del control ejercido por la
fructosa sobre las operaciones nanofluidicas esta situada dentro del rango entre pH 1 y 8. Se

observaron cuatro regiones diferentes del efecto que producen los azlicares a diferentes pH.
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Figura 6.10. Factor de rectificacion versus pH para diferentes concentraciones de fructosa, 0
mM (rojo), 10 mM (verde) y 100 mM (azul). La sombra azul indica la posicion de la region
de inversion, la region donde la fructosa produce una reversion de la rectificacion a un pH
fijo. (b) Esquema que representa la relacion entre la complejacion de azucares con el APAB
con el cambio de carga superficial en los nanocanales modificados para diferentes

concentraciones de fructosa.

El efecto de la concentracion de azlicar en el comportamiento de rectificacion se presenta en
la figura 6.11 para el caso de pH 7. El valor del factor de rectificacion aument6 en funcion de
la concentracion de azicar que finalmente alcanza una meseta asintdtica reflejando una

respuesta tipica de union simple (tipo Langmuir).”""!

Los valores de f. practicamente no
cambiaron en el rango de concentraciones comprendido entre 60 mM a 100 mM de fructosa,
lo que indicé que a esta concentracion los sitios de union estan practicamente saturados.
Utilizando un ajuste mediante una isoterma tipo Langmuir se pudo observar que para una
concentracion de 100 mM se obtiene una cobertura superficial de casi un % 80. Debido a esto,
para inspeccionar el efecto de los estados libre de azucar y unido a azicares en el
comportamiento nanofluidico del nanocanal se midieron las curvas I-V a 0 mM (sin

formacion de complejos) y 100 mM (~% 80 de los grupos complejados) de fructosa dentro del

rango de pHde 1 a 11.

La primera region, se ubico a pH ~ 1-2 y por lo tanto se denominé region dcida. Esta region
se caracterizO por una transiciéon entre un estado donde los nanocanales se encontraban

cargados positivamente (selectivo a aniones) a un estado no cargado o neutro (no selectivo)
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(Figura 6.12 (a)). En esta region, el efecto de agregar aziicar a la solucion fue la disminucioén
de la corriente a voltajes positivos que correspondio al flujo de aniones desde la punta hasta la
base de los nanocanales conicos y de los cationes desde la base hasta la punta. Se produjo una
disminuciéon en la eficiencia de rectificacion (pérdida de selectividad) desde un

comportamiento tipo diodo a un comportamiento 6hmico (Figura 6.12 (e)).
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Figura 6.11. (a) Ejemplos de curvas I-V medidas a pH 7 para diferentes concentraciones de
fructosa entre 0y 100 mM. (b) -f,.. (derecha) y cobertura superficial (izquierda) en funcion de
la concentracion de fructosa. Se presenta el ajuste de los datos experimentales mediante una
isoterma de tipo Langmuir como linea discontinua. El f,.. se multiplico por -1 para el cdlculo

de la isoterma.

La segunda region, también estuvo ubicada en una ventana estrecha de pH, en este caso entre
~3 y ~4.5. Utilizando un criterio mas funcional, esta region se denominara region de inversion
y se pudo observar como una sombra en la Figura 10. La llamamos asi porque dentro de este
rango de pH, la presencia de azlcar en la solucion produjo una “reversion” de la carga
superficial del nanocanal, cambiando el sistema de selectivo a aniones a selectivo a cationes.
La respuesta nanofluidica de este efecto fue un cambio en la direccion de la rectificacion del

nanocanel como se ve en la Figura 12 (b) y (e).

La tercera region, llamada region neutra, ubicada a pH 6-7, representa la operacion
nanofluidica opuesta a la de la region acida. En este caso, la presencia de azlicares en la
solucion desencadend la aparicion de cargas superficiales negativas, mejorando asi la
rectificacion de la corriente i6nica al disminuir selectivamente la corriente idnica en
potenciales positivos (Figura 6.12 (c) y (e)). Debido a esto, el nanocanal se volvio selectivo a

cationes.

Capitulo 6 107



La ultima region, denominada region alcalina, se encuentrd entre pH 7 y 11. Dentro de esta
region, la presencia de azucares desplazd el equilibrio hacia la formacién del complejo
azucar-boronato, haciendo que la superficie del canal cargado negativamente sea aun mas
negativa. La respuesta nanofluidica de este efecto fue el aumento tanto de las corrientes

ionicas a potenciales negativos como de los factores de rectificacion (Figura 6.12 (d) y (e)).

El efecto de los azlicares en la region alcalina disminuy6 para pH mads altos, volviéndose
insignificante a pH mayores a 9. Esta caracteristica era de esperarse ya que los valores altos
de pH estan muy por encima del pK, de los grupos boronato del polimero, tanto para el estado
sin complejar como para el estado complejado con azlcares. Por lo tanto, la magnitud de
cargas negativas (y simultdneamente la rectificacion) estd en su valor maximo a un pH > 9

independientemente de la concentracion de azicares.

Los resultados anteriormente mencionados muestran que hay una amplia gama de operaciones
nanofluidicas que se pueden realizar mediante el uso de combinaciones de pH y
concentraciones de azlcar en solucion dentro de un rango de pH de 1-8. El cambio del
equilibrio 4cido-base mediante la formaciéon de complejos de azlcar-boronato permiten
realizar la activacion y desactivacion de la rectificacion en las regiones dcida y neutra,
mientras que permite invertir la direccion de la rectificacion de corriente i6nica en la region

de inversion o aumentar la corriente selectiva a cationes en la region alcalina (Figura 6.12

(e)).

Debido al hecho de que los nanocanales modificados con PAPAB responden a la presencia de
fructosa en solucion, se vuelve natural pensar en este sistema como un potencial sensor de
azlcares. Sin embargo, para desarrollar un biosensor basado en estos procedimientos, es
necesario realizar mayores esfuerzos para mejorar la sensibilidad del dispositivo y mejorar los

limites de deteccion.
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Figura 6.12. Curvas I-V para un nanocanal modificado con APAB medidas en cada una de
las cuatro regiones dentro del rango efector de pH (1-8) en ausencia y presencia de fructosa:
region (a) acida, (b) de inversion, (c) neutra y (d) alcalina. (e) Factores de rectificacion (fre.)

calculados para cada region en ausencia y presencia de fructosa.
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6.2.5. Conclusiones

En esta seccion hemos presentado la construccion de un diodo nanofluidico sensible al pH
regulado por azlcares mediante la integracion de una capa electrolimerizada de dcido poli (3-
aminofenilboronico) (PAPAB) en un nanocanal de policarbonato coénico previamente
metalizado con Au. El cambio con la concentracion de fructosa del comportamiento tipo
diodo dependiente del pH, revelo la modificacion de la carga superficial neta causada por el
desplazamiento del pK, - inducida por la uniéon con el azucar - de los grupos boronatos. Se
demostrd que la presencia de azucar produce un fuerte efecto en la respuesta nanofluidica del
dispositivo disparando diferentes respuestas dentro de un amplio rango de pH entre 1 y 8. Se
encontraron cuatro regiones de actuacion: dcida (incremento de la corriente selectiva a
cationes), de inversion (reversion de selectividad), neutra (incremento de la corriente selectiva

a aniones) y alcalina (aumento de la corriente selectiva a aniones).
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Capitulo 7

Diodo Nanofluidico de efecto de campo no-metalico

conectado por una capa de polimero conductor

7.1. Introduccion

En la actualidad existe un creciente interés en el desarrollo de dispositivos nanofluidicos que
presenten la capacidad de regular externamente el flujo de diferentes moléculas dentro de
circuitos integrados miniaturizados.'™ En este sentido, puede considerarse que los dispositivos
nanofluidicos tienen un funcionamiento andlogo al de los canales i6nicos biologicos los que
de acuerdo a su estructura se comportan como resistencias iénicas o diodos. 7! Ademas, se
han fabricado sistemas nanofluidicos mas complejos, tales como transistores de efecto de
campo y transistores bipolares con sorprendentes aplicaciones tecnoldgicas en campos tales
como biosensado o ciencias de los materiales.”'* Estos primeros avances en el campo de la
nanofluidica o mas bien “iontronica” pueden compararse con el progreso inicial realizado en

el desarrollo de la electronica basada en la tecnologia de semiconductores.

Sin embargo, todavia queda un largo camino para lograr un control completo sobre el
transporte de moléculas en circuitos io6nicos integrados. Los diodos i6nicos son muy
prometedores como elementos fundamentales de tales sistemas porque regulan el transporte
selectivo de iones de una manera dependiente del voltaje. Su selectividad i6nica puede ser
facilmente modulable permitiendo ser detectada por la rectificacion de la corriente i6nica en
medidas de corriente-voltaje (I-V). ' Tanto cationes como aniones pueden ser excluidos como
portadores de corriente dependiendo de la carga superficial neta de la estructura

’ 1 14
nanofluidica.

Se han hecho varios intentos para modular la respuesta de los diodos i6nicos con el objetivo
de cambiar a voluntad la magnitud y la direccion de esta rectificacion. Hasta ahora, en general
se ha podido cumplir con este objetivo mediante estimulos quimicos especificos en solucion,

como el pH o mediante la regulacion de los equilibrios acido-base de moléculas responsivas,
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como los experimentos mostrados en el capitulo anterior.””!” Con el objetivo de implementar
tales dispositivos nanofluidicos en disefios mas complejos, debemos ser capaces primero de
modular las corrientes idnicas mediante estimulos experimentales que sean mas faciles de
controlar, tales como el potencial eléctrcico, y que a su vez no dependan fuertemente de
parametros de la solucion.'® En este sentido, en el capitulo anterior ya se ha demostrado que la
combinacion de nanocanales de estado solido y polimeros conductores sintetizados
electroquimicamente es una plataforma de partida prometedora.'” Sin embargo, los métodos
presentados en el capitulo anterior incluyen pasos, como el sputtering de Au sobre las
superficies, que dificultan su fabricacion ademas del problema de mantener condiciones
prefijadas de pH en la solucion para asegurar el correcto funcionamiento de los dispositivos.
Para solucionar estos problemas en este capitulo mostraremos un método de fabricacion de
diodos id6nicos reconfigurables basados en el concepto de "efecto de campo" utilizando para
ello la sintesis quimica del polimero conductor poli(3,4-etilendioxotiofeno) (PEDOT) sobre un
nanocanal polimérico de estado solido. La capa de PEDOT mejora las propiedades de
rectificacion del nanocanal y lo mas importante, actia como un electrodo de compuerta (gate)
no-metalico de efecto de campo cambiando su estado electroquimico mediante la aplicacion

de diferentes potenciales sobre la ldmina modificada.

7.2. Fabricacion y caracterizacion de los nanocanales modificados con PEDOT

Sintesis de PEDOT: para producir el PEDOT, se disolvidé el monémero EDOT (24,2 pl) en
butanol (440 pl) junto con piridina (33 pl) y una solucidén de tosilato de hierro 40 % en
butanol (1,43 ml). La soluciéon preparada se limpid con un filtro de 0,22 um para soluciones
organicas. 200 pl de la solucién de reaccion se depositaron por spin-coating a 1000 rpm
(Laurell, modelo WS-650MZ) sobre la cara de una lamina de PET track-etched (etching tipo
parabdlico, 8 min, ver capitulo 3) del lado que contenia la pequena abertura del nanocanal
(punta). Las membranas se secaron en condiciones ambientales o utilizando aire levemente
caliente. La polimerizacion tiene lugar en este punto mediante la oxidacion del mondémero
promovida por los iones Fe (III) (Figura 7.1). Este procedimiento se repitid 3 veces. Para
eliminar los iones restantes de hierro, las muestras se enjuagaron repetidas veces con agua
desionizada. Las medidas de voltametria ciclica sobre las laminas track-etched modificadas

con el PEDOT muestran claramente la aparicion de respuesta electroquimica (Figura 7.1).
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Figura 7.1. (a) (Azul) Voltametria ciclica de un nanocanal de PET modificado con PEDOT.
Se observan, un pico de oxidacion alrededor de 0.2V y dos picos de reduccion a 0.2V y -0.5V,
respectivamente. Se observa un pico grande debido a la degradacion por sobre-oxidacion del
polimero a aprox. 1.6 V. La curva roja es una voltametria ciclica registrada después de
aplicar voltajes de sobre-oxidacion (=1.6V) durante 10 minutos. (b) Esquema de sintesis de
un oligomero de EDOT, en el cual se muestra la sintesis oxidativa del PEDOT y las cargas

positivas remanentes estabilizadas por los contraiones de TOS.

Elipsometria: La caracterizacion de la capa de PEDOT por elipsometria se realizdé con un
elipsometro espectroscopico (alfa-SE) de J. A. Woollam Co. con un dngulo de incidencia de
70 grados. Se depositdé una capa de PEDOT mediante “spin-coating” sobre un sustrato de oro
reflectante con el mismo programa de centrifugado que se empled para las laminas track-
etched de PET. Se utilizé6 un modelo B-spline para modelar la capa PEDOT (Figura 7.2). El
espesor obtenido al ajustar los datos elipsométricos (Figura 7.2) para una sola capa de PEDOT

fue de 56 nm con una rugosidad de 10 nm.

Medidas de angulo de contacto (AC): Las imagenes de AC (Figura 7.3) se adquirieron
usando un goniémetro Ramé-Hart, Modelo 790. El analisis digital de las imagenes para la
determinacion de 4angulos de contacto medios se realizd6 con el software DROPimage
Advanced. Los angulos de contacto promedio fueron de 57 ° y 70 ° para la ldmina PET

(después del etching) y la membrana PET modificada con el PEDOT, respectivamente.
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Figura 7.2. Datos de espectroscopia elipsométrica de una capa de PEDOT depositados

sobre un sustrato de Au reflectante.

(a) Lﬂ 57° (b) L 70°

Figura 7.3. Medidas de angulo de contacto para un lamina de PET hidrolizada antes (a) y
después (b) de la modificacion con PEDOT.

Medidas de espectroscopia Raman: Los espectros de Raman se adquirieron usando un
espectrometro Raman modelo BW415-532S (i-Raman, BWTek). La longitud de onda de
excitacion fue de 532 nm y el laser se enfoco en los sustratos mediante un microscopio optico
de aumento 20X (BAC151B, BWTek). La potencia operativa en las muestras fue de 10 mW.
La region espectral analizada fue de 100 a 4000 cm™. La capa de PEDOT fue producida
también sobre un sustrato de oro para obtener un espectro PEDOT sin la contribucion del

sustrato plastico como referencia.

La Figura 7.4 muestra los espectros de Raman en la regiéon de 400 a 1900 cm™ para diferentes
muestras de PEDOT. El espectro de Raman de una pelicula de PEDOT depositada sobre un

sustrato de oro (espectro rojo) muestra los picos tipicos reportados en la literatura. El pico a
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440 cm™ se asigna a la flexion de SO, el pico a 990 cm™ se asigna a la deformacion del anillo
de oxietileno, el pico a 1365 cm™ corresponde al estiramiento de Cp-Cg, el pico a 1420 cm Ta
el estiramiento simétrico C, = Cg (-O), y el pico a 1517 cm’ se asigna al estiramiento

asimétrico C, = Cj, respectivamente.***

Por otro lado, los espectros Raman de la ldmina de PET muestran dos bandas principales a
1287 y 1722 cm’, relacionadas con el grupo éster, que se han asignado a los modos de

2 Otra banda intensa a

estiramiento de los enlaces C(O)-O y C=O0O, respectivamente.
aproximadamente 1615 cm™ se ha asignado al estiramiento simétrico de los carbonos 1,4 de
los anillos de benceno,” mientras que la banda a 860 cm™ corresponde a un modo de

estiramiento del anillo.”

Los resultados en la Figura 7.4 muestran que el espectro correspondiente a la pelicula PEDOT
depositada en PET (espectro azul) presenta todas las caracteristicas asignadas a PEDOT con
una importante contribucion del sustrato PET. La concordancia del espectro de Raman de las
peliculas sintetizadas en este trabajo con las publicadas en otros lugares demuestra la

efectividad del procedimiento sintético.

PEDOT sobre Au

Intensidad / u.a.

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Corrimiento Raman / cm™!
Figura 7.4. Espectros Raman de la lamina de PET antes (negro) y después del recubrimiento

por spin-coating y polimerizacion de PEDOT (azul). Se incluyo un espectro de PEDOT

polimerizado en un sustrato de oro como referencia (rojo).
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7.3. Respuesta nanofluidica. Diodo ionico reconfigurable por efecto de campo

Medidas de efecto de campo: para estas medidas se utilizd un bipotenciostato compuesto por
dos potenciostatos idénticos (Reference 600 - Gamry Instruments) instalados en una
configuracion bipotenciostatica. De esta manera fue posible realizar independientemente las
curvas I-V (o I-t) de transmebrana y la aplicacion de potenciales de gate sobre la capa de
PEDOT. Un potenciostato se utilizd para medir las curvas I-V del nanocanal usando para ello
una configuracion de cuatro electrodos, mientras que el otro potenciostato se utilizo
simultaneamente para aplicar los diferentes voltajes de gate utilizando una configuracion
electroquimica tipica de tres electrodos. En la Figura 7.5 se muestra una fotografia y esquema

detallado de la celda electroquimica ad-hoc construida para las medidas de efecto de campo.

(b) Arreglo Exp. 1

Arreglo Exp. 2
W2 R2 CE2

L

Figura 7.5. (a) Fotografia de la celda electroquimica utilizada para realizar las medidas de

efecto de campo. Las dos configuraciones de electrodos (arreglos experimentales) utilizadas
para medir de forma independiente las curvas transmembrana de corriente-voltaje (o tiempo)
v para aplicar los distintos voltajes de gate se detallan en azul y rojo, respectivamente. (b)
Diagramas simplificados de la celda electroquimica utilizada para las medidas en donde se
representa separadamente los dos conjuntos de electrodos diferentes utilizados para las
medidas de efecto de campo. W, WS, CE y R, se refieren al trabajo, referencia I,
contraelectrodo y referencia 2, respectivamente. Los numeros 1 y 2 se refieren a los dos

potenciostatos diferentes utilizados.

La superficie de una membrana la cual contenia un solo nanocanal de geometria tipo bala
(parabdlico) fue revestida con una fina capa de PEDOT, la cual redujo la seccion efectiva de

los nanocanales mediante el llenado parcial del canal en la region de la apertura mas pequefia
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o punta. Los experimentos fueron realizados utilizando nanocanales con didmetros de canal
varios 6rdenes de magnitud mayores que la longitud de Debye (>100 nm) a concentraciones
de sales entre 10-100 mM (~ 1 nm). Como consecuencia de esto, el incremento (o
disminucién) en la concentracion de portadores idnicos en la punta de los nanocanales, que es
lo que finalmente produce el fenémeno de rectificacion de corriente, se hace insignificante y
el comportamiento se convierte en 6hmico. Para observar rectificacion en la corriente idnica
en nanocanales track-etched fabricados utilizando la técnica asistida por surfactante (tipo
bala), se requieren diametros de puntas menores que ~ 50-70 nm.jError! Marcador no

definido.>*¢

Como se evidencia por la linealidad de la curva corriente-potencial (I-V), el nanocanal mostré

inicialmente un comportamiento 6hmico (Figura 7.6 (b)).

El recubrimiento de los nanocanales con PEDOT se realizé selectivamente del lado de la
apertura pequefia mediante “spin-coating”, utilizando una soluciéon de tosilato de hierro (III)
como oxidante y estabilizante.”” Después del recubrimiento, la curva I-V mostrd una notable
rectificacion de la corriente i6nica (Figura 7.6 (c)) presumiblemente causada por una mayor
asimetria asi como por un mayor confinamiento de la solucion electrolitica, ambos causados
por la reducida apertura del canal. Medidas de elipsometria (Figura 7.2) mostraron que
después de cada ciclo de "spincoating” y polimerizaciéon de PEDOT se deposita una capa de

~60 nm de espesor.

Este tipo de enfoque fop-down para la sintesis de diodos nanofluidicos, utilizado también para
los experimentos con polidopamina mostrados en el capitulo 5 y con polianilina y derivados
en el capitulo 6, es muy prometedor para el desarrollo de dispositivos nanofluidicos a partir de
arquitecturas no-nanométricas.”® Para caracterizar las peliculas PEDOT sobre las laminas de
PET, se realizaron espectroscopias Raman y medidas de 4ngulo de contacto (Figuras 7.3 y
7.4). El espectro de Raman present6 todas las caracteristicas asignadas a PEDOT mientras que
los datos de mojabilidad mostraron un ligero aumento en la hidrofobicidad de la ldmina

después de la modificacion.
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Figura 7.6. (a) Esquema de configuracion experimental utilizado para los experimentos,
compuesto por dos hemiceldas huecas conectadas a través de la lamina track-etched que
contiene el nanocanal. Para las medidas de efecto de campo uno de los compartimentos fue
modificado para incluir un anillo de cobre aislado de solucion el cual se conecta
eléctricamente con la capa de PEDOT actuando como gate, permitiendo aplicar diferentes
voltajes de gate, Vg. Vt denota el potencial transmembrana aplicado entre los dos
compartimentos. El esquema ampliado de la membrana muestra el nanocanal recubierto con
una capa de PEDOT:Tosilato y su transformacion electroquimica cuando se aplica un
voltaje, lo que finalmente condiciona un cambio del comportamiento I-V. Curvas I-V (b) antes
(Ohmica) y (c) después del recubrimiento con PEDOT (rectificacion). La reduccion de la
conductancia ionica en (c) indica un cierre parcial mientras que el aumento de la eficiencia

de rectificacion indica la modificacion asimétrica del nanocanal.

Una vez fabricado el electrodo de gate polimérico, se estudié su funcionalidad electroquimica
mediante voltamperometria ciclica (VC) en KCI 100 mM (Figura 7.1). El barrido de potencial
electroquimico se hizo entre -2 V y 2 V. Se observaron dos picos de oxidacion (a 0,2 Vy 1,6
V) y un pico de reduccion (a -0,5 V), siendo é€stos coincidentes con datos electroquimicos

reportados previamente para PEDOT. La oxidacion es conocida por producir una forma
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conductora, debido a la formacion de polarones en la estructura del polimero; estos son
cationes radicales que permiten el transporte de corriente eléctrica como "agujeros"
(semiconductor tipo p).”’ Es por este motivo que la oxidacién del PEDOT se denomina a
veces dopaje p, o también dopaje anionico, debido a la inclusién de aniones en el polimero
para compensar las cargas positivas.”® La reduccion del polimero se conoce como dopaje n o
dopaje cationico por razones analogas. Es importante mencionar que para el dopaje n, las
cargas negativas provienen de contraiones incluidos durante la oxidacion (o durante la
sintesis) para la neutralizacion electrostatica de las cargas positivas formadas en el polimero,

por ejemplo, para estos experimentos el contraion fue el tosilato (Figura 7.6).

El tipo de dopaje de la pelicula de PEDOT se vuelve esencial para las aplicaciones
nanofluidicas, ya que modifica la naturaleza de los contraiones de las paredes del canal y
asociadamente al tipo de portador de la corriente idnica. De esta manera, el nivel de dopaje
del polimero determina el tipo y la magnitud de la conductancia i6nica del nanocanal o diodo
nanofluidico. Adicionalmente, este nivel de dopaje puede ajustarse facil y reversiblemente
mediante reacciones electroquimicas (reguladas por el voltaje de gate), que constituyen un
caso analogo al electrodo de gate en transistores de efecto de campo de estado solido. Este
control de efecto de campo sobre los portadores ionicos fue explorado experimentalmente
utilizando la misma configuracion mostrada en la Figura 7.6, mediante la aplicacion de
diferentes voltajes de gate (Vy) a la pelicula polimérica, i.e. oxidando o reduciendo el
PEDOT, y registrando simultdneamente las curvas I-V midiendo la corriente a través del
canal mientras se realizaba un barrido de potencial transmembrana (Vy) (figura 7.6). El uso de
una configuraciéon bipotenciostitica permitid la aplicacion de programas de potencial

independientes para el potencial de gate V, y para el potencial transmembrana V.

Inmediatamente después de la sintesis, el PEDOT se encuentra en el estado oxidado
conductor (dopado tipo p). Mediante la reduccion electroquimica aplicando un V, =-0,2 V,
las curvas I-V se volvieron practicamente lineales debido a la neutralizacion de las cargas
positivas del polimero. La ausencia de efectos de rectificacion indic6 que la pelicula de
polimero es practicamente neutra (Figura 7.7). La aplicacion de potenciales de gate negativos
(Vg) menores a -0,2 V (reduccion electroquimica adicional, dopaje tipo n) indujeron la
aparicion de rectificacion negativa, es decir, los nanocanales se cargaron negativamente - lo
que se relaciona con un incremento de la selectividad hacia cationes. Por el contrario, la
oxidacion o dopaje p de la pelicula de PEDOT aumento la rectificacion positiva, relacionada

con un incremento en la selectividad hacia aniones (carga superficial positiva). Para V,
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superiores a 0,8 V, la pelicula comienz6 a degradarse debido a reacciones de sobre-oxidacion.
El gran pico observado en el voltamperograma a 1,6 V esta relacionado con este proceso de
degradacién (Figura 7.7)."' Todas las medidas se realizaron en una celda electroquimica
(Figura 7.2 y 7.3 (a)) empleando una solucion de electrolito de concentracion dentro del rango
fisiolégico (KCl 100 mM). De acuerdo a nuestro conocimiento, este es el primer ejemplo de
la construccion de un diodo nanofluidico completamente modulable electroquimicamente que
pueda trabajar a concentraciones fisioldgicas; trabajos anteriores describieron sistemas que

modulaban la rectificacion solo a concentraciones por debajo de 1 mM.'®
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Figura 7.7. Curvas I-V para un nanocanal modificado con PEDOT a tres voltajes de gate
distintos (V,), (a) -0,6 V, (b) -0,2 V y (c) 0,8 V evidenciando selectividad cationica,
neutralizacion y selectividad anionica, respectivamente. Las figuras insertadas muestran

como sombras las regiones del voltamperograma de PEDOT afectadas por cada V.

Los factores de rectificacion (fiec) se calcularon como el cociente de las corrientes a Vy = +
1V, siendo el numerador el mayor valor (Capitulo 3). Con el fin de observar claramente el
comportamiento de f;. a diferentes voltajes de gate, los fi.. se multiplicaron por un factor -1 si
la corriente mayor era positiva. De esta manera es posible relacionar cualitativamente cada fie.
con la carga superficial: una rectificacion negativa significa una carga superficial negativa y
viceversa. Por debajo del potencial de sobre-oxidacion, la fi.. muestra una tendencia lineal
respecto al potencial aplicado (V) (Figura 7.8 (a)), lo que significa que la concentracion de
cargas positivas (polarones) dentro de la pelicula PEDOT crece mondtonamente con la
oxidacion de la capa de PEDOT. Es importante mencionar que experimentos de resonancia
paramagnética de electrones han mostrado una respuesta similar, con la diferencia de que a
potenciales mayores que 0,2 V deja de observarse un aumento en la sefial debido a que la

concentracion de especies paramagnéticas disminuye a medida que se unen formando
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especies diamagnéticas (bipolarones). Sin embargo, en nuestro caso estas especies siguen
siendo observables. Dado que el valor de f.. estd relacionado con la carga neta en la
superficie en lugar de propiedades magnéticas, podemos observar el incremento de la
concentracion de centros positivos por encima del comienzo de formacion de bipolarones, una
caracteristica nunca antes informada y que pone en evidencia nuevamente la capacidad de las
medidas nanofluidicas para obtener parametros fisicoquimicos relevantes en una amplia

variedad de materiales.
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Figura 7.8. (a) Factor de rectificacion f,.. en funcion del voltaje de gate para un nanocanal
de PET revestido con PEDOT. La insercion muestra la curva completa la cual incluye Vg>1
donde tiene lugar la degradacion oxidativa de la capa PEDOT. (b) Factor de rectificacion
versus carga de dopado de la capa de PEDOT, dando evidencia de la correlacion entre el

tipo de dopaje y el comportamiento de la rectificacion de la corriente ionica.

Para interpretar los resultados en funcion del tipo y magnitud del dopaje electroquimico se
calcularon las cargas de dopaje para cada medida las cuales se calcularon a partir de la
integracion de las medidas de corriente en funcion del tiempo realizadas para cada voltaje de
gate aplicado al electrodo de PEDOT. Para obtener las cargas que fluyeron a través de la capa
de PEDOT, la parte lineal de estas curvas fue extrapolada a t = 0 para restar la carga debida a

las corrientes residuales (Figura 7.9).%

El comportamiento del f... con respecto a las cargas de dopaje también se ilustra en la figura
7.8 (b) que muestra que los cambios en la selectividad del nanocanal estan fuertemente
regulados por el tipo de dopaje de la pelicula PEDOT que actia como electrodo de gate. Los

nanocanales modificados con PEDOT mostraron selectividad catidnica para el dopaje tipo n
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(<-0,2 V) y selectividad anidnica para el dopaje tipo p (> 0,2 V).*> Nuestro enfoque nos

permitié transducir una sefial de entrada puramente electronica en una sefial de salida
34

iontronica.
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Figura 7.9. (a) Curva cronoamperométrica de la pelicula PEDOT medida al aplicar un
potencial de Vy = -0.2 V a la capa PEDOT. La linea gris es la corriente medida mientras que
la linea azul es el ajuste utilizado para el calculo. (b) Carga frente al tiempo calculada a
partir de la integracion de la curva I-t. La linea azul es la extrapolacion al origen de la parte

lineal de la curva. La interseccion de la curva es la carga de dopaje. En este caso, el valor

Sfue 0.304 mC.

7.4. Medidas de transistor de efecto de campo nanofluidico

Para un V, dado, la aplicacion de diferentes voltajes de gate pudo ser transducida directamente
en cambios en la conductancia i6nica del nanocanal, pareciéndose a una medicion tipica de

transistor de efecto de campo (FET) (Figuras 7.10 y 7.11 (a)).

La conductancia i6nica del nanocanal para V. = 1 V se presenta en la figura 7.11 (a) como
funcidn del potencial de gate V, aplicado a la capa de PEDOT. Los dos regimenes de alta y
baja conductancia sugirieron que el voltaje de gate podia emplearse como un interruptor de
"encendido-apagado" ("ON/OFF"), ya que es capaz de incrementar o restringir el paso de
iones a través del nanocanal. Aqui, se puede observar que no hubo una diferencia significativa
para la conductancia para diferentes potenciales de gate negativos dentro del estado
“apagado” (-0,2, -0,4 y -0,6 V). Esta caracteristica se corrobor6 adicionalmente midiendo las
corrientes idnicas en Vi =1 V para tensiones diferentes dentro del régimen de apagado Figura

7.11 (b).
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Figura 7.10. Medidas de transistor de efecto de campo, de conductancia ionica en funcion
del potencial de gate. Se ve que el efecto de gating es mds importante para potenciales de

transmembrana mas altos.
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Figura 7.11. (a) Conductancia ionica de un nanocanal de PET modificado con PEDOT en
funcion del potencial de gate para un potencial de transmembrana constantes a V, = 1.
Pueden observarse dos estados de conductancia claramente definidos para V, = 1. (b) La
corriente medida a V, = 1 V' y regulada entre Vo = -0,2 V (estado apagado) y V, = 0,2 V

(estado encendido) muestra una buena reversibilidad para ciclos sucesivos.

Como se ilustra en la Figura 7.11 (b), se observo el efecto de encendido y apagado de la

corriente i6nica al establecer alternativamente el V, en la region de encendido (V,=0,2 V) y
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en la region de apagado (V, = -0,2 V). Las corrientes idnicas aumentaron entre el estado
encendido y apagado en aproximadamente 2500% como consecuencia del cambio en la
conductancia del nanocanal. Un punto interesante que debemos remarcar es que la respuesta
de la pelicula de PEDOT y su correspondiente efecto nanofluidico ocurrido casi
inmediatamente después de la aplicacion del potencial de gate; una caracteristica que se puede
observar claramente en la curva de corriente-tiempo que muestra el gating reversible de la
corriente i0nica sobre la aplicacion sucesiva de diferentes voltajes de gate para los estados de
encendido y apagado (Figura 7.12). Este comportamiento dinamico del nanocanal modificado
con PEDOT es muy interesante porque permitid una conmutacion rapida de la corriente
ionica. Una comparacion entre la cronoamperometria de la pelicula PEDOT a una
determinada tension de gate (por ejemplo, -0,2 V) con la respuesta de la corriente idnica
resuelta en el tiempo permite observar el acoplamiento entre la electroquimica del electrodo
de gate (capa de PEDOT) y el control del transporte iénico del diodo nanofluidico (Figura
7.11). Es importante sefialar que los resultados presentados en las figuras 7.11 y 7.12
corresponden a experimentos realizados utilizando diferentes nanocanales, cuyos valores de

conductancia inicial fueron también diferentes. Esta es la razén por la cual los valores difieren

cuantitativamente.
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Figura 7.12. (a) Curva de corriente versus tiempo para un nanocanal modificado con
PEDOT que muestra el gating reversible de la corriente ionica. (b) Cronoamperometria de la
pelicula PEDOT (rojo) y curva de tiempo actual para el nanocanal (azul) medida
simultaneamente bajo el mismo voltaje de gate (-0,2V). Las figuras a, b y c-d se midieron

utilizando diferentes nanocanales.
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7.5. Conclusiones

En resumen, en este capitulo hemos demostrado la fabricacion de un diodo nanofluidico de
efecto de campo completamente sintonizable polimerizando quimicamente PEDOT sobre
nanocanales asimétricos. La capa de PEDOT se comportdé como un electrodo de gate
permitiendo el control preciso sobre la direccion y la magnitud de la corriente idnica
rectificada. Combinando diferentes voltajes de transmembrana y de gate se pudo obtener un
control completo de la corriente idnica que pasa a través del nanocanal. EIl PEDOT, que en el
pasado reciente ha sido ampliamente utilizado para una multitud de aplicaciones, resulta
también prometedor para el desarrollo de dispositivos nanofluidicos con funciones complejas
que podrian utilizarse en la deteccion de analitos o el disefio de circuidos moleculares.® Es
importante sefialar que en estos experimentos no hay electrodos metalicos implicados en la
sintesis del PEDOT ni en la fabricacion del dispositivo lo que hace a este procedimiento mas
simple, biocompatible y rentable. Por este motivo se considera que esta prueba de concepto es

un prototipo prometedor para la préxima generacion de circuitos integrados nanofluidicos.
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Capitulo 8

Funcionalizacion no-covalente de nanocanales

de estado solido via el autoensamblado de “anfipols™

8.1. Introduccion

El trabajo pionero de Martin y sus colaboradores permitieron el desarrollo de nanotubos
cilindricos recubiertos con oro modificados con cisteina que mostraban responsividad al pH
de soluciéon, demostrando la capacidad de los grupos funcionales anfoliticos para modular la
carga superficial de los nanocanales o nanoporos.' Estos conceptos fueron ampliados
posteriormente hacia la manipulacion de las propiedades de rectificacion de nanocanales
conicos utilizando ensamblados de monocapas y cepillos poliméricos sobre las paredes de los
canales.” Hasta el momento, la modulacion de la carga superficial de nanocanales conicos se
ha realizado casi exclusivamente utilizando quimicas covalentes con distintos grados de
complejidad. Durante muchos afios, la funcionalizacion quimica de nanocanales fabricados en
peliculas poliméricas de politereftalato de etileno (PET), policarbonato (PC) o poliimida (PI)
se ha centrado casi exclusivamente en la derivatizacion de los grupos carboxilos residuales en
las superficies de los poros con bromuro de alquilo en presencia de KF como catalizador,’
metilacién con diazometano,’ o amidacion mediante la activacion de grupos carboxilo
superficiales con carbodiimida y la reaccion subsiguiente con moléculas terminadas en amina
que llevan la funcionalidad deseada (capitulo 4).” Sin embargo, muchos de estos protocolos
preparativos implican el uso de solventes orgénicos en etapas de reaccidn consecutivas que
pueden comprometer la estabilidad estructural del canal. Este factor es particularmente
importante en el caso de canales nanométricos, donde pequefias variaciones en la dimension
de los poros pueden conducir a cambios drasticos en las propiedades de rectificacion. Por este
motivo, es particularmente deseable desarrollar métodos para la funcionalizacion no covalente

de nanocanales sin necesidad de protocolos exigentes.
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8.2. Alternativa de diseiio nanofluidico: interacciones no-covalentes

Para cumplir con este propdsito de desarrollar técnicas simples de modificacion de
nanocanales en solucién acuosa, el autoensamblado anfifilico® ofrece un método rapido y
adecuado para funcionalizar nanocanales de estado so6lido, debido a la simplicidad y
versatilidad de las interacciones hidrofobicas que en definitiva permiten que las peliculas
funcionales sean disefiadas y construidas a través de pasos muy sencillos.” Por ejemplo, el
extenso trabajo realizado por Armes y colaboradores demostrd que la adsorcion directa de co-
polimeros anfifilicos desde solucion puede conducir a la formacidon de una amplia variedad de

. . . . 78
superficies responsivas a diferentes estimulos.

A pesar de sus posibles ventajas practicas, el uso del autoensamblado anfifilico como
estrategia no covalente para funcionalizar nanocanales asimétricos de estado solido no ha sido
explorado en forma detallada. Teniendo en cuenta las ideas existentes a partir de trabajos
sobre el ensamblado de polimeros anfifilicos y conociendo los beneficios potenciales
derivados de la integracion de unidades "responsivas" en nanocanales de estado sdlido, el
objetivo de esta parte del trabajo de tesis ha sido explorar este nuevo paradigma conceptual
mediante la creacion de un “diodo nanofluidico anfotérico” cuyas propiedades de transporte
i6nico sean reguladas por el pH de la solucion. Para esta serie de experimentos se han
modificado nanocanales cénicos previamente metalizados con polimeros anfoteros-
anfipaticos, conocidos como "anfipols (amphipols)", los cuales proporcionan una estrategia
prometedora, robusta y no covalente para ajustar con precision las caracteristicas de
rectificacion de los nanocanales con la opcion de manipular el transporte de iones a través de

ellos simplemente variando el pH ambiental.

8.3. Fabricacion de nanocanales modificados con “Anfipols”

Materiales: Los nanocanales sintéticos se fabricaron en laminas de policarbonato (Makrofol
N, Bayer Leverkusen) (espesor = 30 pum). El anfipol poli (anhidrido maleico - alt - 1 -
tetradeceno), 3- (dimetilamino) - 1 - propilamina (Amphipol) se adquirié de Sigma - Aldrich y

se uso tal como se recibio.

Medidas de SPR: Se utilizd un equipo SPR Navi 210 de Bionavis para medir la adsorcion de

los anfipoles en el sustrato de oro. El caudal durante el experimento se ajusté a 10 pul / min y
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se us6 una concentracion de 1 mg / ml de amphipol. Se utilizé el software WinSpall para

calcular la concentracion superficial y el espesor de la capa adsorbida.

Para la realizacion de estos experimentos fueron utilizados nanocanales conicos de PC cuya
fabricacion se describid en el capitulo 3 (nanocanales conicos). Después del etching, los
nanocanales se metalizaron con sputtering de Au sobre el lado de la ldmina correspondiente a

la punta del nanocanal cénico (capitulo 6). Imagenes SEM muestran que los nanocanales

producidos tienen un didmetro de base de (D) ~ 4 um y un tamafo de punta de (d) ~ 60 nm

(Figura 8.1).

Figura 8.1. Imagenes SEM de los nanocanales conicos (a) fabricados en PC y de nanoconos
fabricados por el método de plantilla (b) tomados utilizando el detector de electrones

secundarios bajo (LEI a) y alto (SEI, b) del microscopio electronico de barrido.

Con el fin de caracterizar la conductividad i6nica de los nanocanales se realizaron medidas de
curvas I-V antes y después (Figura 8.2 (a)) de la metalizacion con oro. Como puede verse en
la figura 8.2 (a), hubo un aumento en el factor de rectificacioén de -2,5 a -9, como asi también
una disminucion en la conductividad i6nica de 345 nS a 98 nS después de la metalizacion. Si
bien este fendmeno no fue observado sistematicamente en todos los experimentos (como se
puede ver en el capitulo 6), el efecto de mejorar la rectificacion de los nanocanales mediante

la deposicion unilateral de metales ha sido descripto previamente por Hou et al.'
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Figura 8.2. (a) Curvas de corriente-potencial para un nanocanal conico antes (PC, curva
gris) y después (PC / Au, curva amarilla oscura) del sputtering de oro sobre el lado de la
punta. La insercion muestra el factor de rectificacion f,.. y la conductividad ionica o(nS)
antes y después de la metalizacion. (b) Cambio en el angulo minimo de reflexion en funcion
del tiempo durante la adsorcion de anfipol (I mg / ml) sobre una superficie de oro desnudo.
La serial indica que el anfipol permanece inmovilizado sobre el sustrato después de enjuagar
con agua. (c) Espectro IR de una superficie de oro modificada con anfipol, las mediciones se
realizaron usando un modo de reflexion total atenuada. Los picos fueron remarcados con
distintos colores para asignar facilmente cada pico con su grupo funcional correspondiente.
(d) Medidas de angulo de contacto de una superficie de oro antes y después de la
modificacion con anfipols. Se observo un cambio en el angulo de 72 ° a 58°. Los nanocanales
utilizados durante estos experimentos tenian diametros de base ~ 4000 nm y diametros de

punta con valores de ~ 50 nm.

En cuanto a las caracteristicas de las curvas I-V, se observd que a potenciales negativos <-0.5

V la corriente se volvid no lineal con el voltaje con una tendencia de saturacion (Figura 8.2
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(a)). A pesar de que hay reportes previos de este efecto utilizando nanocanales de estado
solido en la literatura, hasta donde sabemos que todavia no existe un modelo satisfactorio para
explicarla. '! Sin embargo, una posible explicacion para este efecto podria encontrarse en el
comportamiento tipico de las membranas de intercambio cationico, en las que la
permselectividad de las membranas genera una polarizacién de concentracion a través de los
canales de la membrana (Capitulo 2) produciendo asi una regién de corriente limitante a
potenciales altos.'>"* El procedimiento propuesto para funcionalizar el nanocanal a través de
interacciones no covalentes se representa en el Esquema 1. En este enfoque, el polimero
anfotero-anfifilico (anfipol) se adsorbidé no covalentemente sobre las superficies expuestas
mediante interacciones hidrofébicas. La capa de anfipols unida no covalentemente contenia
grupos carboxilato y aminas secundarias que pueden ser utilizados como grupos de carga

regulable dependientes del pH, formando asi un recubrimiento sensible a este ultimo.
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ESQUEMA 8.1. Diagrama esquemdatico que describe la funcionalizacion no covalente con

anfipols de un nanocanal conico. Se indica la estructura quimica del polimero anfifilico-

anfoterico y el equilibrio asociado al comportamiento dependiente del pH de las unidades
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monomeéricas protonables presentes en el polimero. Los dibujos del lado derecho muestran la
carga neta de la superficie a pH, bajo (rojo, carga neta positiva), en el punto isoeléctrico

(verde, sin carga neta) y a pH alto (azul, carga neta negativa).

Con el fin de probar la viabilidad de esta estrategia, primero se propuso optimizar el método
de modificacion. Para esto se utilizaron ldminas planas de vidri6 recubiertas con oro como
sustratos modelo. La funcionalizacioén irreversible no covalente de sustratos de oro se
confirm6 mediante espectroscopia de resonancia de plasmon superficial (SPR). Analizando
el sensograma de SPR (figura 8.2), para el caso de una solucion acuosa del anfipol (1 mg/ml)
que fluyé a través de la celda liquida del SPR, se observd un fuerte aumento en la sefial de
SPR que no disminuy6 incluso después de un enjuague extensivo con agua de-ionizada. Este
hecho es indicativo de la presencia de una capa de anfipol depositada irreversiblemente sobre
el sustrato recubierto de oro. Ajustando los valores obtenidos mediante el software provisto
por el fabricante (WinSpall) se encontrd un valor de cubrimiento superficial de 85 ng/cm2 y
un espesor de ~ 1 nm. Este valor indica que el recubrimiento de la superficie corresponde a

una monocapa.

Para caracterizar adicionalmente la superficie modificada con el anfipol, se realizaron
medidas de espectroscopia IR y angulo de contacto (AC) sobre los sustratos poliméricos
(Figura 8.2 (¢) y (d)). Las medidas de AC indicaron un claro aumento en la mojabilidad de la
superficie después de la modificacion, confirmando asi el éxito del proceso de modificacion.
Ademas, estos resultados permitieron suponer que los grupos ionizables de los anfipols estan
orientados hacia la solucién acuosa. Las medidas de IR también confirmaron el éxito del
procedimiento de modificacion mostrando la aparicidon de picos caracteristicos de los grupos

funcionales presentes en el polimero (Figura 8.2 (c)).

Habiendo demostrado la capacidad de funcionalizar las superficies de oro con anfipols, se
utilizo este procedimiento para la funcionalizacion de los nanocanales. Las membranas de PC
anteriormente mencionadas que contienen un Unico nanocanal se recubrieron con Au
solamente del lado de la lamina que contiene la punta del nanocanal cénico. Esto permitio
homologar la superficie del poro con el sustrato de trabajo en donde se realizd la

caracterizacion de SPR.

A continuacion, las membranas de nanocanales previamente metalizadas se modificaron por
inmersion simple en una solucién acuosa 1 mg/ml de anfipol durante 2 horas. Posteriormente,

las membranas se lavaron con agua Milli-Q y se montaron en la celda de conductividad.
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8.4. Responsividad al pH del nanocanal modificado

La Figura 3 muestra las curvas [-V de un nanocanal cénico modificado con anfipols
utilizando KCl1 0,1 M (a diferentes pH) como la solucién de electrolito. Teniendo en cuenta la
naturaleza anfoterica del polimero anfipatico adsorbido (Esquema 8.1), pudimos inferir que a
pH fuertemente acido la amina terciaria que decora la pared de poro llevaria grupos cargados
positivamente correspondientes a -N(CH),H". Como es bien sabido a este punto, la presencia
de rectificacion requiere cargas superficiales con una distribucioén longitudinal asimétrica lo
que se consigue generalmente por una asimetria en la geometria del nanocanal (capitulo 2),
por ejemplo con una forma conica. En nuestro caso observamos que a pH 2 la curva [-V
mostré un comportamiento de rectificacion bien definido lo que implicaria el transporte
permselectivo de especies anidnicas (cloruros) a través del nanocanal cargado positivamente
(Figura 8.3). Los mayores valores de eficiencias de rectificacion (fi.) - definido como la
relacion entre las corrientes medidas a un potencial de transmembrana dado (1V, en este caso)
pero polaridades opuestas (capitulo 3) - obtenidos fueron de ~-12 a pH alto y ~8 a pH bajo.
Estos resultados son mayores a aquellos previamente reportados en la literatura usando
nanocanales conicos decorados con ensamblados de monocapa, f,.c ~4 y comparables a los

- : 14,15
valores reportados utilizando nanocanales decorados con cepillos poliméricos. ™
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Figura 8.3. Curvas de corriente-voltaje de un nanocanal conico modificado con anfipols a
diferentes pH: pH = 2(izquierda), pH = 5 (centro) y pH = 10 (derecha). Las tres curvas se
midieron con el mismo nanocanal. Los nanocanales utilizados durante estos experimentos

tenian didametros de base ~ 4000 nm y diametros de punta con valores de ~ 60 nm.

La Figura 8.4 muestra el efecto del pH sobre las curvas I-V de un nanocanal funcionalizado

no covalentemente mediante auto-ensamblado anfifilico de anfipols. A valores de pH bajos,
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las aminas terciarias se protonaron cargandose positivamente, mientras que los grupos
carboxilicos (-COOH) permanecieron en estado eléctricamente neutro (estado protonado). Las
cargas positivas que decoraban las paredes de los poros hicieron que el nanocanal fuese
selectivo a los aniones y consecuentemente el dispositivo nanofluidico mostro las propiedades
tipicas de rectificacion de los poros coénicos con cargas fijas positivas. En términos
funcionales, en esta serie de experimentos, esto se tradujo en un estado de alta conductividad
("ON") para V> 0 y un estado de baja conductividad ("OFF") para V <0. Por otra parte, a
valores altos de pH, las aminas terciarias (-N(CH);) se desprotonaron (forma neutra), a la vez
que los grupos carboxilicos se ionizaron (-COO-). Como resultado, el poro presentd cargas
negativas en las paredes y el diodo nanofluidico se hizo selectivo a los cationes. Al contrario
de lo observado a pH bajos, los estados "ON" y "OFF" en condiciones alcalinas apareccieron
a'V <0y V>0, respectivamente. La transicion entre ambos regimenes de rectificacion ocurrid
a pH =5, que es el punto isoeléctrico aparente, Pl,,,, del anfipol que se caracterizd por un
estado no rectificador. Nuevamente se present6 una estrategia nanofluidica para estudiar los

estados de protonacion de una molecula compleja, i.e. titulacion nanofluidica.

El ajuste fino de las cargas de superficie y las propiedades de rectificacion se demostraron
mediante medidas I-V realizadas bajo diferentes condiciones de pH. Como se muestra en el
Esquema 1, la naturaleza anfoterica de las unidades mondmericas del anfipol implicé una
variedad de estados de carga que fueron controlados termodindmicamente por el valor de pH
de la solucion. La Figura 8.5 muestra el efecto de cambios graduales en el pH en las curvas I-
V del nanocanal funcionalizado. Al aumentar el pH de 2,2 a 3,0 la poblacion de unidades de
mondmeros zwitteriénicos crecié a expensas de la de la especie -N(CH),H" dando como
resultado una carga superficial neta menos positiva. La curva 1-V indica que a pH ~ 3 se
siguid6 observando un comportamiento de rectificacion bien definido, pero con una
disminucion de la corriente rectificada. Obsérvese que la presencia de cargas positivas en las
paredes de los poros promueve la exclusion de los cationes del dispositivo nanofluidico y
consecuentemente, puede observarse un estado "OFF" de las corrientes i6nicas rectificadas
impulsadas por cationes para los valores de pH por debajo de Pl,,,. Simultdneamente, el
estado "ON" de las corrientes i6nicas rectificadas impulsadas por aniones pueden ajustarse
facilmente mediante ligeras variaciones de pH (Figura 8.5). Este hecho indica claramente que
el anfipol adsorbido en la superficie del nanocanal permite la sintonizacion de la corriente

rectificada.
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Figure 8.4. Curvas I-V de un nanocanal conico modificado con anfipols medidas a diferentes
valores de pH (usando KCI 0,1 M como electrolito). Los nanocanales utilizados durante estos

experimentos tenian diametros de base de ~ 4000 nm y diametros de punta con valores de ~

60 nm.

El aumento del pH a 4,5 dio como resultado una pérdida significativa tanto de la
conductividad como del comportamiento de rectificacion del canal. En el punto isoeléctrico
aparente (Pl,,p) del anfipol la carga neta era cero y el nanocanal no era selectivo a ningln tipo
de ion (anion o cation). Esto di6 lugar a la pérdida de rectificacion y a una disminucion de la
conductividad i6nica por un efecto de gating hidrofobico. Un aumento adicional del pH por
encima del punto isoeléctrico aparente (Pl,) implico un desplazamiento adicional del
equilibrio zwitterionico hacia la aparicion de cargas negativas (COO-), invirtiendo asi las
caracteristicas de permselectividad y rectificacion observadas a pH é4cidos. En oposicion a la
tendencia observada en condiciones 4cidas, la presencia de cargas negativas a valores altos de
pH promuevid la exclusion de aniones del canal. En este caso se observo el estado "OFF" de
las corrientes i6nicas impulsadas por aniones a pH > PI a la vez que el estado "ON" de las
corrientes impulsadas por cationes se puede modular y amplificar ficilmente aumentando el
pH (Figura 8.5). Tomados en conjunto, estos experimentos mostraron que el desplazamiento
del equilibrio de protonacion de los anfipols anclados no covalentemente permitio la
modulacion de las caracteristicas de selectividad i6nica y rectificacion cambiando la

concentracion de protones en solucion.
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Figura 8.5. Cambios en las corrientes rectificadas versus el pH. Los datos en rojo y azul se
refieren a las corrientes rectificadas medidas a -1 y 1 V, respectivamente. En la grdfica
también se indican las regiones correspondientes a los estados de "encendido (ON)" y
"apagado (OFF)" de las corrientes impulsadas por aniones y cationes que fluyen a través del
diodo nanofluidico. Los nanocanales utilizados durante estos experimentos tenian diametros

de base ~4000 nm y didametros de punta con valores de ~60 nm.

La fabricacion de dispositivos nanofluidicos anfoteros a través de estrategias no covalentes
plantea desafios interesantes en el marco de la estabilidad del dispositivo. Como es bien
sabido, la alteracion del pH ambiental puede causar una reorganizacion estructural de la capa
anfotera/anfipatica con efectos concomitantes sobre las propiedades funcionales y
reversibilidad del diodo nanofluidico anfotérico. Por lo tanto, era muy importante demostrar
su reversibilidad bajo condiciones de pH extremas. Con esto en mente, se repitieron las
medidas de las curvas I-V usando la misma solucién electrolitica a pH 2 y 10,
alternativamente. Las medidas se realizaron cambiando manualmente las soluciones en la
celda de conductividad. La Figura 8.6 presenta la variacion reversible de la corriente i6nica
transmembrana medida a £ 1 V en presencia de cambios de pH consecutivos entre 2 y 10.
Estas mediciones confirmaron la excelente reversibilidad del dispositivo nanofluidico
anfotero y proporcionaron evidencia concluyente de la estabilidad de la capa de anfipo/ unida
no-covalentemente. Sin embargo, se observo que el sistema pierde su funcionalidad después

de varios dias de almacenamiento en agua o en aire, siendo posible recuperarla tinicamente
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mediante otra inmersion en la solucion de anfipol (la solucién inicial puede ser reutilizada
para este fin). Este hecho no es necesariamente un inconveniente ya que permite el reciclado
del nanocanal para experimentos adicionales. Ademas, el experimento completo se repitio tres
veces con diferentes canales para probar la reproducibilidad del procedimiento, los resultados

fueron concluyentes mostrando que el sistema puede ser completamente replicado.

10

fl’EC

-10 ® ® ® .

Figura 8.6. Variacion reversible de la corriente ionica rectificada que pasa a través de un
diodo nanofluidico modificado con anfipols al alternar el pH ambiental entre 2 (circulos
rojos, estado "ON": corriente impulsada por aniones, estado “OFF”: corriente impulsada
por cationes) y 10 (circulos azules, estado "ON": corriente impulsada por cationes, estado

"OFF": corriente impulsada por aniones).

8.5. Influencia de la concentracion de electrolito en la respuesta nannofluidica

Con el fin de tener una comprension completa del comportamiento del diodo nanofluidico
modificado con anfipols hemos explorado el efecto de la fuerza i6nica en la eficiencia de
rectificacion del sistema. Para evaluar el efecto de la concentracion de electrolitos, se
registraron varias curvas [-V a diferentes pH (curvas de titulacion nanofluidicas) utilizando
tres concentraciones diferentes de KCI, 0,01 M, 0,1 M y 1 M. La Figura 8.7 muestra el
comportamiento del factor de rectificacion con el pH a diferentes concentraciones de KCI. Se

encontr6 que no existe una diferencia importante entre las curvas de 0,01 M y 0,1 M en
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términos de la eficiencia de rectificacion, como puede verse comparando las curvas roja y
azul. Por otro lado, existe una diferencia significativa entre las curvas a 0,01 M y 0,1 M con la
curva a 1 M en la que la eficiencia de rectificacién es menor en todo el rango de pH. Este
efecto podria entenderse teniendo en cuenta que a una concentracion de electrolito mas alta la
longitud de Debye disminuye, siendo de 0.30 nm para una soluciéon de 1 M KCl (capitulo 2),
aumentando por lo tanto el apantallamiento de las cargas superficiales. Como consecuencia,

se redujo la permselectividad del sistema a cationes o a aniones.

Otra diferencia interesante en el comportamiento a diferentes concentraciones de electrolito
estuvo en la magnitud de la corriente idnica alcanzada (Figura 8.8). La corriente idnica
(conductancia) se cuadruplico al cambiar de 0,01 M a 0,1 M y se sextuplico al cambiar de 0,1
M a 1 M. Esto implica que usando diferentes concentraciones de electrolitos y diferentes pH,
se puede lograr un ajuste completo de las propiedades de transporte del sistema tanto en la

rectificacion como en la magnitud de la corriente ionica.
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Figura 8.7. Factor de rectificacion frente al pH para diferentes concentraciones de KCI, 0,01
M (curva roja), 0,1 M (curva azul) y 1 M (curva verde). Los nanocanales poseen diametros de

base ~ 4000 nm y diametros de punta de ~ 60 nm.
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Figura 8.8. Curvas IV a diferentes
pH y una concentracion de KCI de
(a) 0,01M (b) 0,IM (c) 1 M. El pH
al cual se midio cada curva se
informa junto a la curva en el color
respectivo. Estas curvas se
midieron utilizando un nanocanal
diferente del utilizado para las

figuras 3 a 6 en el articulo.
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8.6. Conclusiones

En resumen, en este capitulo hemos descripto la preparacion de diodos nanofluidicos
funcionales mediante un proceso de modificacion no-covalente. Se ha demostrado que los
polimeros anfipaticos-anfotéricos también conocidos como anfipols, son potentes bloques de
construccion para modificar espontaneamente y en un solo paso la superficie de nanocanales
de estado solido. Este enfoque simple emplea la inmersion en soluciones acuosas diluidas que
contienen el anfipol con funciones anfoéteras predefinidas y que da lugar a un auto-
ensamblado anfifilico en la superficie de los canales. El equilibrio quimico dependiente del
pH de sus unidades mondmericas permite un ajuste fino de la selectividad idnica y del
transporte idnico rectificado. Los resultados demuestran que la quimica no covalente puede
proporcionar un medio simple y robusto para dotar a los diodos nanofluidicos de
caracteristicas Unicas. Este concepto adquiere gran relevancia teniendo en cuenta que
recientemente los anfipoles modificados con ligandos se han utilizado para modificar
superficies planas con fines de bioreconocimiento.'® Por lo tanto, los anfipoles no s6lo ofrecen
la posibilidad de adaptar la carga de superficie de los nanocanales, sino también la integracion
de sitios de reconocimiento. En este contexto, se infiere que las caracteristicas particulares del
ensamblado de anfipoles con respecto su la flexibilidad, velocidad, asequibilidad y
versatilidad funcional en combinacién con las propiedades de transporte de los nanocanales

conicos abririan la puerta a nuevos nanodispositivos quimicos sensibles a distintos estimulos.
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Capitulo 9

Dispositivos nanofluidicos fabricados mediante la integracion
electroestatica de polielectrolitos en nanocanales de estado

solido

9.1. Introduccion

Como se menciond en el capitulo 3, hasta el momento, se han desarrollado varios enfoques
para la construccion de dispositivos nanofluidicos artificiales, ya sean puramente bioldgicos o
totalmente abidticos;' cada uno de ellos con ventajas y desventajas particulares. Entre los
problemas mas comunes exhibidos por los poros bioldégicos podemos mencionar la falta de
estabilidad mecanica. En el caso de los poros artificiales, el problema principal es que el tipo
de material que se puede usar depende de la técnica de fabricacion. Por ejemplo, la técnica del
haces de iones enfocados exige que el grosor del sustrato que contenga el nanocanal no
exceda de unas decenas de nanometros.” En este sentido, el método de ion-track-etching
(capitulo 3) utilizado en esta tesis emerge como uno de los procedimientos mas interesantes
para la obtenciéon de nanocanales abidticos. La principal ventaja de esta técnica es su
flexibilidad para adaptar la geometria y el tamafio de los nanocanales a los requerimientos de
cada experimento. Ademads, esta técnica se puede adaptar a una amplia variedad de

materiales.>*>

Como se ha discutido en el capitulo 2, para regular la rectificaciéon de un nanocanal y el
transporte selectivo de especies i0nicas, es necesario regular la carga superficial del nanocanal
de manera controlada lo se puede hacer por varios medios, como se ha demostrado en los

. - . . 610
capitulos precedentes, por medios tanto quimicos como fisicos.

Por otro lado, el autoensamblado electrostatico de polielectrolitos representa un método que

se ha utilizado en los ultimos afios para obtener dispositivos inteligentes y funcionales en una

11

variedad de geometrias confinadas.” A pesar de que se han demostrado aplicaciones

prometedoras de este método supramolecular simple y versatil, el comportamiento de los
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polielectrolitos en confinamiento extremo, es decir, confinados en estructuras cuyas

1214 Bn este

dimensiones son del orden molecular, aun no se entiende completamente.
capitulo se discutiran una serie de experimentos que tienen el objetivo de demostrar la enorme
utilidad y aplicabilidad de la modificacion de nanocanales de estado solido con
polielectrolitos. Para ello se utilizd6 el polimero Poli(alilamina) (PAH) en todos los
experimentos, el cual es uno de los polielectrolitos débiles mas utilizados. En la primera
seccion de este capitulo se abordara de forma experimental y tedrica el comportamiento de la
PAH dentro de nanocanales conicos en funcion del pH, relacionando la respuesta nanofludica
observada con el estado quimico del polimero dentro de los canales. En la segunda parte, se
estudiara la interaccion de PAH con iones fosfato en solucidén, también buscando
correlacionar los cambios de la respuesta nanofludica del nanocanal con cambios en el
comportamiento fisico-quimico del polimero con las interacciones con los iones fosfato. El
analisis teorico realizado en estas dos secciones se realizd por simulaciones Monte Carlo
(método estocastico) y resolucion de ecuaciones Poisson-Nernst-Planck (modelo analitico).
En la 0ltima seccidon se presenta un nuevo concepto de biosensor basado en la inclusion de

enzimas - cuyos productos de reacciéon generen un cambio de pH - en el sistema nanocanal-

polielectrolito.

9.2. Enfoque no covalente hacia la construccion de diodos nanofluidicos con

propiedades de rectificacion reversibles controlables mediante el pH

9.2.1. Estudio de polielectrolitos en nanoconfinamiento

Hasta la fecha, se ha estudiado la conformacion de polielectrolitos dentro de los nanocanales
mediante porometria de flujo de gas y microscopia electronica de barrido. Estas
investigaciones revelaron que los polielectrolitos tienden a formar nanohilos o nanotubos
dentro de los canales para diametros de nanocanales menores y mayores a ~200 nm,
respectivamente.'>'® Sin embargo, estos experimentos se realizaron en condiciones secas y, en
consecuencia, la informacion sobre la conformacion de los polimeros no puede extrapolarse a
experimentos nanofluidicos en los que los polimeros estdn en estado hidratado. Como
alternativa, se puede recurrir al modelado tedrico para obtener informacion sobre el efecto del

confinamiento de los polimeros en entornos acuosos. Existen numerosos ejemplos en la
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literatura sobre las ventajas de los enfoques tedricos para comprender el comportamiento de

. . . yL o 171
las especies bajo confinamiento nanométrico.'”'®

En esta seccion, se explorard la modificacion de superficies de nanocanales de estado solido
con el polication clorhidrato de polialilamina (PAH) y estudiaran los cambios asociados en la
carga superficial de los nanocanales en funcion de la concentracion de protones en solucion.
Como resultado, se obtuvo y se caracterizd un dispositivo nanofluidico sensible al pH que
mostraba una rectificacion idnica totalmente controlable y reversible. Con el fin de obtener
una comprension fisicoquimica completa del sistema, los experimentos fueron acompafiados
por cdalculos tedricos basados en las ecuaciones de Poisson-Nernst-Planck (PNP) y
simulaciones Monte-Carlo (MC). De acuerdo a nuestro conocimiento, esta es la primera vez
que se utilizan simulaciones MC para explicar resultados experimentales observados en

sistemas nanofluidicos modificados con especies protonables.

9.2.2. Métodos Teoricos

9.2.2.1. Modelo analitico

Con el fin de obtener informacion sobre la geometria y la carga superficial de los nanocanales
después de la modificaciéon con PAH, se utilizd6 un modelo tedrico basado en el formalismo
unidimensional de Poisson-Nernst-Planck (PNP) tal como est4 descripto en el apéndice 2. Se
modelaron nanocanales tipo bala usando pardmetros obtenidos experimentalmente. Se
obtuvieron diametros de apertura (base) de ~500 nm por microscopia electronica de barrido
de membranas multicanal (Figura 9.1). Otros pardmetros tales como el perfil longitudinal y la
carga superficial nativa del nanocanal se obtuvieron de la literatura. Se encontraron valores
para la densidad de carga superficial del nanocanal entre 1,5 y 1,7 |ej/nm®. Con estos
parametros, los mejores ajustes de las curvas I-V experimentales dieron como resultado un

diametro para la apertura pequeiia (punta) de 20 nm.
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Figura 9.1. Imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) tomadas utilizando una

magnificacion de x5000 (a) y x35000 (b).

9.2.2.2. Simulaciones Monte Carlo (MC)

Se realizaron simulaciones MC para estudiar la influencia del nanoconfinamiento sobre el
equilibrio acido-base de un polielectrolito débil, en este caso: PAH. El equilibrio 4cido-base
tiene una fuerte influencia sobre los resultados experimentales nanofluidicos medidos como

corrientes transmembrana.

Para estas simulaciones se utilizé una caja de simulacion que contenia un poro de 5 nm de
diametro con una longitud de 20 nm. Tanto los mondémeros de PAH como los grupos de acido
carboxilico nativos en las paredes del nanocanal se consideraron grupos idnicos débiles con

los siguientes equilibrios acido-base,
—(NH?),— 5 —(NH,), — + nH* pKa=10.4 (mondémeros en la cadena del polimero)
R—COOH s R—CO0~ + H* pKa=35 (cargas en las paredes del nanocanal)

El comportamiento acido se investigd en el conjunto gran canénico. Para realizar las
simulaciones se eligi6 aleatoriamente un monomero y se intentd cambiar su estado de carga.
El cambio de energia libre, AE, que gobierna el éxito del intento, se puede describir en
términos de dos contribuciones principales: el cambio en las interacciones couldémbicas entre
monomeros, cationes y aniones, AE, y el cambio de energia libre correspondiente a la

. . . 19,2
reaccion acido-base de un monomero aislado, 9:20

AE = AE.o1q + kT log(pH — pK;) (1)
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donde pH es el pH del sistema, y pK; es el pK, intrinseco del monémero o los grupos
carboxilicos en las paredes de los poros. El signo mdas en la ecuacion se utiliza cuando el

mondmero es protonado y el signo menos cuando se desprotona.

9.2.3. Modificacion de nanocanales con PAH

Materiales: El clorhidrato de polialilamina (PAH, M,, = 15 kDa) fue adquirido de Sigma-
Aldrich y se usé tal como se recibi6. Las laminas de PET se irradiaron con un solo ion
(Hostaphan RN 12, Hoechst) en el acelerador lineal UNILAC en GSI (Darmstadt, Alemania,
http://www.gsi.de) con iones pesados rapidos (Au) que tenian una energia de 11,4 MeV por

nucleon.

Modificacion con clorhidrato de polialilamina (PAH): Las membranas con nanocanales se
modificaron mediante recubrimiento por inmersion en una solucidén acuosa de PAH 10 mM
(en unidades monoméricas) a pH 6 durante 2 horas. Las membranas se enjuagaron varias

veces con agua destilada y se secaron en condiciones ambientales.

Los nanocanales asimétricos exhiben la capacidad de rectificar la corriente i6nica que pasa a

través de ellos en funcidn del signo y de la magnitud de las cargas superficiales expuestas en
21 e

sus paredes.” Esto ocurre, en principio, porque los nanocanales cargados son altamente

. . . . .22
selectivos a especies i6nicas de signo opuesto de la superficie.

La carga negativa nativa de los nanocanales deriva de la naturaleza quimica del PET ya que la
hidrdlisis realizada durante el etching quimico del nanocanal conduce a la aparicion de grupos
carboxilato en la superficie. Estos grupos negativos se utilizaron para el ensamblado
electrostatico de PAH, un polication que interactua fuertemente con especies negativas

(Figura 9.2).

Después de la modificacion con PAH, se midieron curvas I-V a diferentes valores de pH. La
Figura 9.2 muestra las curvas I-V para un nanocanal modificado con PAH en KCI 0,1 M
medido bajo diferentes condiciones de pH y las respectivas curvas simuladas usando el
modelo PNP. El cambio en la forma de las curvas [-V sigui6 una tendencia continua que se
puede observar claramente en los graficos de f.. vs. pH (Figura 9.3). En el intervalo de pH

comprendido entre 4-8 se observd una reversion en la direccion de rectificacion, es decir: se
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observd la reversion del signo de f... Este resultado fue reproducido en diferentes

nanocanales.

El comportamiento del factor de rectificacion con el pH mostré una region de baja
rectificacion extendida entre pH 5 y 8. El modelo PNP se utilizé entonces para correlacionar
los factores de rectificacion con la densidad de carga superficial en las paredes de los
nanocanales, encontrandose que esta region exhibidé una carga neta cercana a cero. Por esta
razdn, se optd por referirse a esta region como la region isoeléctrica (RI) (Figura 9.3). Para
cuantificar la variacion en magnitud y signo de la carga superficial con el pH, se calculd la

carga para cada curva experimental medida bajo diferentes condiciones de pH (Figura 9.3b).

PAH —— -

(a) - (b)

-
<
Auto-ensamblado Rl 4 10 8
Electroestatico —
En solucion }

acuosa

Corriente / nA

@ -HCOOH (-)

H 7 e/nm’

@ -NH,(+)

1 1 I L -20
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
Potencial de transmembrana /V

Figura 9.2. (a) Esquema que muestra la modificacion del nanocanal con PAH y los grupos
ionizables en la superficie. (b) Curvas experimentales del nanocanal modificado bajo
diferentes condiciones de pH (c). Curvas teoricas del nanocanal modificado con diferentes

cargas superficiales.

El valor maximo obtenido para un nanocanal modificado con PAH a pH bajos fue de
1.7e|/nm?, el cual era cercano a la magnitud de la densidad de carga anionica nativa del
nanocanal. Por otra parte, la carga superficial negativa maxima obtenida a pHs altos tras la

modificacion fue de -1.1]e[/nm* que era ligeramente inferior a la carga superficial inicial del
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nanocanal. Esta diferencia se puede explicar teniendo en cuenta que las cargas negativas s6lo
pueden surgir de la superficie de PET debajo de la capa de PAH. Después de la modificacion,
a pH altos, el PAH y los grupos carboxilicos del canal comenzaron a desprotonarse hasta que
la carga neta se volvidé negativa debido a los grupos carboxilato ionizados presentes en la
lamina de PET. El hecho de que esta carga neta negativa sea inferior al valor inicial puede
explicarse considerando que algunos grupos de la PAH deben permanecer protonados incluso
a pH altos. De hecho, esto fue confirmado por las simulaciones Monte Carlo. Estas
simulaciones mostraron que el PAH sigui6é estando ligeramente protonado (cargado), incluso

a valores de pH muy altos (Figura 9.3).

La Figura 9.3c muestra que aun a valores de pH tan altos como 12, el 10 % de los grupos
amina del PAH todavia sigue protonado. Considerando las cargas electrostaticas procedentes
del polimero protonado y la superficie, fue posible calcular las contribuciones a la carga

superficial que surgieron del polimero adsorbido y la superficie del nanocanal (Figura 9.3b).

A partir de estos resultados se puede observar que dentro de la region isoeléctrica (RI) tanto
los grupos carboxilicos nativos el nanocanal como los grupos amino del policatién adsorbido
permanecieron en un estado altamente cargado, interactuando fuertemente entre si. La carga
neta dentro del canal en la region isoeléctrica también se estudié mediante simulaciones MC
(Figura 9.3b, curva roja). A partir de las simulaciones MC, concluimos que la region de pH
entre 5 y 8 (RI) puede interpretarse como una regiéon donde hay una carga negativa
significativa proveniente de los grupos carboxilato altamente desprotonados (Figura 9.3c,
curva verde) y cargas positivas de los grupos aminas de PAH que se encuentran, a su vez,
altamente protonados (Figura 9.3c, curva azul). Aunque ambos grupos estdn fuertemente

cargados, se produce la neutralizacion electrostatica local y la carga neta es cero.

Trabajos previos han demostrado teodrica y experimentalmente que el pK, de un polielectrolito
débil cambia en la medida que aumenta el confinamiento. Para el caso de las polibases como
la PAH se espera un cambio en el pK, hacia valores mas altos debido a la pérdida de grados
de libertad.”?® Estas observaciones previas estan de acuerdo con nuestros resultados. Es
importante sefalar que ambos métodos, PNP y MC, estan en excelente acuerdo entre si asi

como también con los resultados experimentales.

A pesar de que el modelo PNP nos permitid ajustar con precision los resultados
experimentales, evidencid ciertas dificultades a valores de pH extremos. El factor de

rectificacion maximo obtenido para las simulaciones fue de 15 mientras que los valores
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maximos experimentales fueron de ~30. La diferencia entre los valores experimentales y
teodricos proviene principalmente de las corrientes idnicas en la rama de baja conductividad en
las curvas I-V. Para el célculo de los factores de rectificacion (Capitulo 2), pequenas
diferencias en estos valores de corriente pueden producir grandes variaciones en los valores
. . .. . . 27,.
fiee. Diferencias similares has sido reportadas anteriormente.”jError! Marcador no
definido.’iError! Marcador no definido. Una de las causas de estas discrepancias podria ser una
inhomogeneidad en la carga superficial que podria existir en nanocanales reales y que no se

tiene en cuenta en la teoria.

Ademads, es importante tener en cuenta que el modelo PNP supone que la carga es
unidimensional mientras que en nuestros experimentos se espera que la carga tenga una
distribucién tridimensional debido a la presencia del polimero adsorbido.” A este respecto, se
demostrd tedricamente que en nanocanales modificados con polielectrolitos con un grado de
polimerizacién de 40, pueden alcanzarse factores de rectificacion hasta 42.%” Sin embargo,

seria necesario realizar mas investigaciones para dilucidar estas cuestiones.

Otra cuestion importante a tratar era la reversibilidad del sistema, es decir, la capacidad de
exponer el sistema a ciclos sucesivos de valores de pH extremos sin perder su capacidad de
respuesta. Se ha demostrado que en sustratos planos la aplicacion de condiciones extremas de
pH y de fuerza ionica puede conducir al desmontaje de multicapa de polielectrolito,

2931 Esta caracteristica se ha

especialmente cuando esta constituido por polielectrolitos débiles.
utilizado para la administracion de farmacos controlando el desemsamblado de estructuras en
multicapa que contienen moléculas especificas en su interior. Sin embargo, en el caso de
aplicaciones nanofluidicas, el desemsamblado inducido por pH de la capa funcional es
indeseado. La comprobacion de la reversibilidad cambiando sucesivamente el pH de la
solucion electrolitica entre 2,5 y 10,5 confirmd la robustez del procedimiento de modificacion

(Figura 9.4).
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Figura 9.3. (a) Factor de
rectificacion en funcion del pH para
un nanocanal de PET modificado
con PAH. (b) Densidad de carga
superficial frente al pH derivado del
ajuste de las curvas I-V
experimentales utilizando las
simulaciones Monte Carlo (MC)
(curva continua roja) y del
formalismo PNP (puntos negros). Se
muestran también las cargas,
calculadas mediante simulaciones
MC, provenientes de los grupos
carboxilicos del nanocanal (curva
verde continua) y de los grupos
amina del PAH (curva azul
continua). (c¢) Grado de protonacion
frente al pH obtenido de las

simulaciones de Monte Carlo.
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Figura 9.4. Ensayo de reversibilidad: El f,.. se calculo a partir de experimentos medidos a

pH extremos alternativamente. Se observa una alta reversibilidad.

Se obtuvieron altas eficiencias de rectificacion para cada ciclo. El fi.. normal para los
nanocanales modificados con monocapas es de alrededor de ~ 5. En nuestro caso obtuvimos
free de ~30, un valor que es comparable con los valores obtenidos para nanocanales
modificados con cepillos polimericos densamente cargados, los cuales requirieron protocolos
sintéticos mas complejos. El hecho de que el PAH haya permanecido dentro del nanocanal
incluso después de la exposicion a un pH extremo puede explicarse considerando el grado de
protonacion del polielectrolito obtenido de las simulaciones MC (Figura 9.3). Estos resultados
revelan que a pH bajos, las cadenas de PAH estan completamente protonadas, mientras que
los grupos carboxilato no. Por otra parte, a pH elevados, los grupos carboxilato estan
completamente desprotonados mientras que la PAH no. Sin embargo, incluso a valores
extremos de pH tales como 2 o 10, hay grupos carboxilato y amina que permanecen
deprotonados o protonados, respectivamente, permitiendo que las interacciones electrostaticas

remanentes impidan que la PAH se desorba del canal.

Las caracteristicas funcionales de este sistema experimental se parecen mucho a las
observadas en los canales i0nicos biologicos de la familia de KcsA. Esta familia de proteinas
(canales i6nicos) muestra gating de iones controlado por pH y voltaje.>* Como puede verse en
la figura 9.5, el pH funciona como un interruptor de la corriente ionica “ON-OFF” a un

potencial fijo. Este comportamiento se invirtio aplicando el voltaje opuesto. Esto significa que
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mediante la aplicacion de diferentes combinaciones de pH y potencial, el transporte selectivo

de especies ionicas puede ser totalmente regulado.
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Figura 9.5. Corrientes ionicas medidas a diferentes pH y potenciales de transmembrana.
Estos resultados muestran la capacidad de gating de un nanocanal modificado con PAH.
Diferentes combinaciones de pH y voltaje permiten controlar el paso selectivo de iones a

traves del nanocanal.

9.2.4. Conclusiones

En resumen, en esta seccion hemos demostrado una manera simple y eficaz para controlar las
propiedades de transporte idonico de nanocanales asimétricos en presencia de diferentes
concentraciones de protones en solucion. El procedimiento consistid en recubrir una ldmina
que contenia nanocanales con un polication débil, clorhidrato de polialilamina (PAH). Se
utilizaron las ecuaciones de Poisson-Nernst-Planck (PNP) para calcular las densidades de
carga superficial en diferentes condiciones de pH y se realizaron simulaciones de Monte Carlo
(MC) para estudiar la relacion entre los grados de protonacion de la capa de PAH, los grupos
de superficie ionizables en el nanocanal y el pH de la solucion. Se ha demostrado que las
propiedades de transporte ionico del nanocanal se rigen por una delicada interaccion entre los
grupos carboxilicos negativamente cargados de las paredes de nanocanales y las aminas
primarias positivamente cargadas de la capa de PAH. Se ha observado que el cambio en el
grado de protonacion de los grupos amina y carboxilato impide la eliminacién de la capa de

PAH del nanocanal debido a la presencia de cargas residuales, incluso en el caso de
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condiciones extremas de pH. Ademas, se demostraron las capacidades del sistema para actuar
como una compuerta idnica biomimética controlada por pH y voltaje. Teniendo en cuenta que
la derivatizacion de los grupos amino pendientes de la capa de polialilamina con diferentes
grupos quimicos podria conferir a los nanocanales alguna respuesta predefinida, creemos que
estos resultados pueden ser la piedra fundamental de més investigacion hacia el disefio
avanzado de dispositivos nanofluidicos. En las siguientes subsecciones se presentaran

experimentos donde se profundiza la aplicacion de este concepto de fabricacion nanofluidico.

9.3. Diodos nanofluidicos biomiméticos responsivos a la concentracion de
fosfatos en solucion regulados por interacciones poliamina-fosfato

9.3.1. Introduccion

Durante la ultima década, la comunidad cientifica ha explorado a fondo diferentes tipos de
estrategias (bio)quimicas para controlar la naturaleza supramolecular, bioldgica y quimica de

. .. , q- 4
las paredes de los dispositivos nanofluidicos.”*”

En este sentido, estudiar y explotar las
interacciones biologicas de los fosfatos en entornos confinados es de alta relevancia cientifica
debido a que los fosfatos estdn involucrados en el metabolismo energético y son una parte
importante de diversas moléculas de sefializacion como los acidos nucleicos y lipidos. El
mantenimiento de la concentracidn total de fosfatos constante en torno a 1,1 mM en todo el
cuerpo es muy importante para una serie de funciones celulares y a su vez muchas
enfermedades estan relacionadas con un exceso o déficit de la concentracion de fosfato en los
medios celulares. Debido a esta necesidad de un control fino sobre su concentracion para
diversos procesos fisiologicos, existen varios canales biologicos encargados del transporte de
fosfatos dentro y fuera de los medios intracelulares y celulares. Ejemplos claros de estos
canales de proteina son la familia de cotransportadores sodio-fosfato SLC34.%° Estos tipos de

proteinas se encuentran en el intestino delgado y los tubulos proximales renales y son vitales

para la homeostasis del fosfato.

Tanto la comprension de estos procesos nanoconfinados como el disefio de un dispositivo
nanofluidico sensible a fosfatos que imite el comportamiento de las proteinas de transporte de

fosfato son de alto interés tanto cientifico como tecnolégico.*®
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En capitulos anteriores hemos demostrado que la combinacion sinérgica de la nanotecnologia
y la quimica supramolecular es una estrategia adecuada para obtener materiales funcionales
biomiméticos rentables con facilidad de produccion.”” En la actualidad existen de hecho
varias aplicaciones tecnologicas nanofluidicas especialmente para biosensado.”™’ Sin
embargo, se prevé que nuevas mejoras en el control de las propiedades superficiales de los
sistemas nanofluidicos creardn nuevas oportunidades para modificar aun mas el
comportamiento del transporte i6nico con fines especificos y ello conduciré al desarrollo de
un gran conjunto de dispositivos tecnolégicos nanofluidicos en los proximos afios.*’ Por esta
razoén, existe un gran interés en mejorar la limitada comprension de la fisicoquimica de
materiales blandos confinados en nanoporos o nanocanales. Debido principalmente a la
complejidad de obtener informacion experimental de estos sistemas, es importante hacer uso
adicional de diferentes técnicas teodricas y computacionales para proporcionar una

comprension mas completa de estos sistemas.

Con el fin de disefiar un dispositivo biomimético sensible al fosfato en solucion, las
interacciones bioldgicas de fosfatos y poliaminas pueden servir como fuente de inspiracion ya
que estas interacciones no covalentes son ampliamente relevantes en sistemas bioldgicos.”!
Por ejemplo, los complejos de poliaminas y fosfatos llamados agregados nucleares de
poliaminas (NAP), se encuentran dentro de una amplia variedad de células.** Se sabe que
estos complejos modulan los cambios en las moléculas de ADN mas eficazmente que las
poliaminas individuales.” También se ha sugerido recientemente que esta interaccion
especifica de aniones fosfato con grupos amino de algunos componentes de la membrana
desempefia un papel crucial en la modulaciéon de las funciones alternativas del citocromo en
condiciones preapoptoticas.** Estudios de P-RMN han revelado que las interacciones con
fosfatos ocurren en todo el rango de pH donde una poliamina sintética tipica, la polialilamina
(PAH) se encuentra protonada y el fosfato es anionico (aproximadamente 4 - 9).* Por otra
parte, esta interaccion especifica entre las poliaminas y los fosfatos ha sido utilizada para
invertir la carga superficial en ensamblados multicapa (capa-por-capa) de polielectrolitos.*®
Ademas, se demostrd la adsorcidon especifica de aniones fosfato sobre monocapas auto-
ensambladas (SAM) terminadas en amino que invierten parcialmente la carga superficial e

incluso mejoran la adsorcion de proteinas cargadas positivamente.*’

Indagar acerca de la naturaleza fisicoquimica de la interaccion entre los fosfatos y las
poliaminas y como se comportan en entornos nanoconfinados es el primer paso para

comprender estas interacciones bioldgicas fundamentales y para idear nuevos tipos de
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biosensores sintéticos para moléculas que contienen fosfatos. Se han realizado varios intentos
de modelizacion utilizando diferentes enfoques teoricos.*® En el capitulo anterior hemos
mostrado que una combinacion entre un modelo continuo basado en las ecuaciones de
Poisson-Nernst-Planck (PNP) y un modelo estocéstico utilizando simulaciones Monte Carlo
(MC) puede proporcionar informacion valiosa sobre la influencia de polielectrolitos

funcionales en el transporte i6nico de dispositivos nanofluidicos.

En esta seccion, estudiaremos tedrica y experimentalmente la fabricacion de diodos
nanofluidicos que responden a iones fosfato, basados en la modificacion de un nanocanal
polimérico por autoensamblado electrostatico de clorhidrato de polialilamina (PAH). E1 PAH
es el modelo arquetipico de poliamina y ha sido ampliamente utilizado para producir
estructuras supramoleculares que se asemejan a sistemas bioldgicos.*” Mostraremos que las
interacciones fosfato-poliamina dictan la capacidad de respuesta de este dispositivo
nanofluidico. En este sentido, mostraremos que el comportamiento de la corriente i6nica en
soluciones estd correlacionado con la concentracion de aniones fosfato. Para tener una
comprension fisicoquimica completa del sistema, se realizd un analisis teorico utilizando un
modelo de transporte continuo basado en las ecuaciones de Poisson-Nernst-Planck y un
estudio de los equilibrios de unién de iones utilizando simulaciones Monte Carlo. Vale
destacar que este analisis tedrico condujo a una buena comprension de los resultados

experimentales.
9.3.2. Diseiio de nanocanales responsivos a fosfatos

Primero, se registraron curvas [-V con el fin de estudiar la conductancia de los nanocanales
track-etched. La conductancia de los nanocanales en forma de bala mostr6 un
comportamiento no-6hmico tipico caracterizado por la rectificacion del transporte selectivo de
cationes. Este efecto se atribuyd a la asimetria en la densidad de carga a lo largo de los

nanocanales.>’>?

Como se explico anteriormente, el comportamiento de rectificacion de un nanocanal
asimétrico es altamente dependiente de la carga de la superficie y del tamafio nanométrico del
nanocanal. Esto se debe a la selectividad electrostatica hacia cierto tipo de ion que se deriva
de la diferencia entre los perfiles de potencial eléctrico que resultan de la superposicion de la
distribucién de potencial eléctrico del canal y de los potenciales transmembrana aplicados.™
Si la carga cambia de positiva a negativa, el sistema cambia de selectivo a aniones a selectivo

a cationes,54 y consecuentemente, la rectificacion de la corriente idnica se invierte. Esta
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modulacion de la rectificacion es de gran importancia para aplicaciones tecnoldgicas,

especialmente para biosensores.””°

Una vez que se midieron las curvas [-V para los nanocanales frack-etched, se funcionalizaron
los nanocanales con PAH por inmersion simple (dip-coating). Después de la modificacion, la
lamina se enjuag6 varias veces y se dejo secar en condiciones ambientales antes de realizar las
medidas. Debido a los grupos funcionales positivos presentes en las unidades monoméricas de
PAH (aminas), la direccion de la rectificacion se invirtio después de la modificacion (Figura
9.2). Luego, se midieron las curvas [-V en presencia de diferentes concentraciones de aniones
fosfato (Figura 9.6a). Los experimentos se llevaron a cabo a pH 7 debido a que a este pH
habia una proporcion significativa de especies hidrogenofosfato (esquema 2) asi como un
grado de protonacion significativo del PAH (Figura 9.3). Ambos factores eran importantes
para que se pudieran observar cambios del comportamiento de la rectificacion debido a
fosfatos. Los cambios en el comportamiento general de las curvas I-V y en la eficiencia de
rectificacion revelaron la coordinacién de iones fosfatos en el nanocanal modificado con la

poliamina. Se utilizaron concentraciones de fosfato (Pi) hasta 50 mM.

4 ) N
7 i
P
—4@ HO/‘ IlO@
0@ Q
H3N =
0

Auto-ensamblado
electroestatico

2

@ Interacciones

WS ‘\FOSfato-amina

—0

T
(@)
N
00T
o

n

Esquema 2. Procedimiento de funcionalizacion de la superficie con PAH y detalle de las

interacciones presentes en el sistema.
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A concentraciones bajas de fosfatos, el nanocanal se comportd de manera selectiva a los
aniones Yy la rectificacion se produjo hacia potenciales negativos, lo que significa que el estado
de baja conductancia estaba a potenciales positivos mientras que el estado de alta
conductancia estaba a potenciales negativos. Al aumentar la concentracion de fosfatos, la
rectificacion comenzé a desvanecerse conduciendo a un comportamiento 6hmico (lineal) el
cual se alcanzd a una concentracioén de 2,5 mM. Para concentraciones mas altas se observo
una inversion de la rectificacion y el comportamiento se convirtid en selectivo a cationes,
donde el estado de conductancia inferior estaba a potenciales negativos y el mas alto a

potenciales positivos.

Como la concentracion de fosfatos también contribuye a la conductividad de la solucion, fue
importante diferenciar los efectos en las curvas I-V derivadas de cambios en la densidad de
carga superficial de los efectos debidos al aumento de la conductividad de la solucion. Para
lograr este objetivo, analizamos los experimentos utilizando un modelo continuo basado en

las ecuaciones de Poisson-Nernst-Planck (Figura 9.6b).

Experimental PNP
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Figura 9.6. a) Curvas I - V de nanocanales modificados con PAH bajo diferentes
concentraciones de fosfato en solucion de KCI 0,1 M a pH 7. Se observa una fuerte reversion
a altas concentraciones de fosfato. b) Simulaciones PNP de las curvas I-V con diferentes

concentraciones de fosfato (Pi)
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El modelo PNP permitié6 comparar los valores de densidad de carga superficial para cada
curva [-V experimental diferente utilizando un conjunto fijo de valores geométricos (base,
diametro de punta, factor de forma). Los resultados del modelado realizado para cada
concentracion mostraron que la densidad de carga superficial disminuyd su magnitud hasta
una concentracion de 2,5 mM (punto de carga cero, ~0,1 e/nm?) y luego aumenta nuevamente
pero con un signo opuesto (Figura 9.7, curva roja). La teoria PNP mostré que la ligera
diferencia entre las curvas a 30 mM y 50 mM estaba relacionada con un cambio en la
conductividad de la solucién y no con un estado de carga diferente. La figura 9.7 muestra la
estrecha relacion que existe entre el comportamiento del factor de rectificacion y la densidad
de carga superficial en funcién de la concentracion de fosfatos (Pi). Por lo tanto, para los fines
de la discusion los cambios en el fi.. para un nanocanal particular pueden atribuirse a cambios
en la carga superficial directamente. Con el fin de verificar ain mas la unién de los fosfatos a
la PAH y la reversion de la carga superficial, se realizaron medidas independientes del
potencial zeta con nanoparticulas de dioxido de silicio modificadas con PAH. Los resultados
mostraron una tendencia similar del potencial zeta con la concentracion de fosfatos en
solucion, confirmando la reversion de la carga superficial (f.;) con concentraciones crecientes

de fosfato (Figura 9.8).

10 1.0
e Densidad de carga superficial
5t . 1 0.5
e Factor de rectificacion (f )
of 1°%° <
. ]-05 E
2 -5} <
N Q
1-10 =
-10 b o
10 1-15
15 r {-2.0
_20 | 1 1 ] 1 _25
0 10 20 30 40 50
<Pi>/ mM

Figura 9.7. Eficiencia de rectificacion y densidad de carga superficial (PNP) para un
nanocanal modificado con PAH. Los resultados muestran la correspondencia entre el factor

de rectificacion y la densidad de carga superficial
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Figura 9.8. Potencial Zeta versus concentracion total de fosfatos para nanoparticulas de

didxido de silicio modificadas con PAH.
9.3.3. Simulaciones Monte Carlo

El efecto del confinamiento sobre las interacciones fisicoquimicas entre poliaminas y fosfatos
se investigd mediante simulaciones de Monte Carlo (MC) utilizando nanocanales de
diferentes didmetros. Simulamos nanocanales abiertos con didmetros de 10, 20 y 30 nm y una
longitud de 20 nm. Para las simulaciones se mantuvo una densidad de polimero constante de
0,1 cadenas/nm’. Para lograr esto, los canales se simularon utilizando 72, 144 y 216 cadenas
de polimero, respectivamente. Cada cadena se formo por 10 unidades mondmericas esféricas
con un radio de 0,3 nm. El volumen excluido se tuvo en cuenta considerando un potencial de
esferas duras entre los monomeros y los iones, y la busqueda conformacional se realizd
permitiendo que los mondmeros en la cadena giraran alrededor de un angulo aleatorio entre

y 2m.

En este modelo so6lo se consideraron interacciones electrostaticas. Por lo tanto, estos
resultados pueden aplicarse también para otras especies divalentes. Sin embargo, es
importante mencionar que se ha demostrado que las interacciones de las aminas son mas

. . 57,58
fuertes con los fosfatos que con otras especies divalentes.””

Debido al hecho de que las
simulaciones no reconocen la naturaleza quimica de cada ion sino sélo su carga, cuando se

hable de las simulaciones MC nos referiremos a las especies idnicas genéricamente como
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cationes (iones potasio), aniones monovalentes (iones cloruro y dihidrogenofosfato) y aniones

divalentes (iones hidrogenofosfato).
Las unidades de monomero en el polimero tienen el siguiente equilibrio acido - base:
-NH, + H 2-NH;" pKa=9.86 (alilamina)

El comportamiento acido se investigd dentro del ensamble gran canénico como fue explicado

en la seccion anterior.

En la Figura 9.9 se muestra la concentracion de cada especie ionica dentro del canal con
respecto a la concentracion de la sal divalente de bulk calculadas mediante simulaciones MC
para el canal antes (desnudo) y después de la funcionalizacién con PAH también para tres
diametros de canal diferentes: 10, 20 y 30 nm. Las concentraciones dentro de los poros se

calcularon dividiendo la suma total de cada especie por el volumen del canal.

Como los canales desnudos estaban cargados negativamente, los cationes fueron atraidos
electrostaticamente mientras que los aniones fueron repelidos, produciendo asi una
polarizacion de concentracion. Es decir, la carga negativa dentro del nanocanal produjo un
aumento en la concentracion de cationes dentro de los canales, asi como una disminucion en
la concentracion de aniones. A pesar de que esta tendencia general se observo para los tres
tamafos diferentes, la diferencia entre las concentraciones de cationes y aniones se hizo mas
pequena con el aumento del diametro del canal, lo cual podria explicarse con el hecho de que

hubiera una menor superposicion de la doble capa eléctrica (EDL) debido al mayor tamafio.”

La Figura 9.9 muestra que la concentracion de cationes y aniones divalentes dentro de los
canales desnudos aumentd con la concentracion de bulk de la sal divalente, mientras que la
concentracion de anidon monovalente permanecid casi constante. Estos resultados son
consistentes con resultados anteriores donde se demostré experimentalmente que para
nanocanales cargados negativamente a bajas concentraciones, la contribucion a la corriente
ionica (selectiva a cationes) de los aniones doblemente cargados es similar a la contribucion
de aniones monovalentes. Sin embargo, para mayor concentracion de bulk la contribucion de
los aniones doblemente cargados es mayor que la de los aniones monovalentes. Por ejemplo,
la contribucion de aniones divalentes es casi la misma que la contribucion de aniones

monovalentes a una concentracién de 50 mM, pero el doble a 100 mM.
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Después de la funcionalizacion de los canales con PAH, los perfiles de concentracion
cambiaron radicalmente. El cambio en los perfiles explicd a su vez los cambios en la carga
superficial, de negativa a positiva asi como también la influencia de la interaccion entre la
PAH y los aniones divalentes ya que la relacion entre estos dos factores es lo que determind la
relacion entre los perfiles de concentracion de las especies con la concentracion de bulk de sal

divalente (DBC) y los tamafios de los nanocanales.

Se pueden hacer dos observaciones principales a partir de los perfiles de concentraciéon para
los tres didmetros de los nanocanales. En primer lugar, la concentracion de aniones divalentes
y cationes aumentd abruptamente con la concentracion de sal divalente (DBC), mientras que
la del anion monovalente disminuy6. Esta disminucién de los aniones monovalentes en el
interior de los canales (debido a repulsiones electrostaticas) explicé el cambio en la direccion
de la rectificacion observada en las curvas I-V experimentales a una concentracion de Pi de
2,5 mM o punto de carga cero (ZCP, por sus siglas en ingles). En la ZCP, la cantidad de
aniones divalentes fue suficiente para neutralizar la carga positiva neta proveniente de la
PAH. Este punto se puede observar en los perfiles de concentracion en los que se cruzan las
curvas de cationes y aniones monovalentes (sin selectividad i6nica). A pesar de la
neutralizacion electrostatica, cantidades mas altas de aniones divalentes (Pi para las curvas I-
V) continuaron uniéndose a la PAH desplazando la carga superficial a valores mas negativos
disminuyendo consecuentemente la concentracion de aniones dentro de los canales. Se pudo
obtener una corroboracion adicional de este efecto a partir de la distribucion radial de cada ion
diferente dentro del poro (Figura 9.10). La Figura 9.10 muestra que el cambio de la
concentracion de sal divalente (DBC) de 1 mM a 10 mM produjo un gran incremento en
aniones divalentes en la superficie del nanocanal mientras que la cantidad de aniones
monovalentes se redujo en gran medida. En aras de la comparacion, la distribucion radial de
las especies i6nicas para los canales desnudos se puede encontrar en el apéndice 3 (Figura

A32).

La segunda observacion general es que los perfiles de concentracion de cada especie siguieron
un comportamiento asintdtico con la DBC, lo cual es también coherente con los valores
experimentales. Los factores de rectificacion medidos experimentalmente (o de forma
equivalente, densidad de carga superficial) saturaron a una concentracion de ~ 20 mM (Figura
9.7), lo que significa que la cantidad de fosfatos que pudieran unirse a la superficie fue
maxima a esta concentracion de bulk y por lo tanto la superficie se encontraba negativamente

cargada. En este sentido, las simulaciones MC mostraron saturacion en la concentracion de
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aniones divalentes dentro de los canales a una concentracion de bulk ligeramente mayor a ~30

mM (Figura 9.9).

Figura 9.9. Concentraciones
ionicas de cada especie ionica
dentro de un nanocanal de un
diametro de (a) 10 nm, (b) 20
nmy (c) 30 nm en funcion de la
concentracion de bulk de sal
divalente. Las imdgenes de los
nanocanales modificados
obtenidas de las simulaciones
de MC se muestran en los

paneles de la derecha.
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Otra caracteristica interesante es que, aunque la tendencia general fue que la concentracion de
aniones divalentes era mayor que la de los cationes monovalentes, esta tendencia no se
mantuvo para canales de 30 nm de diametro a concentraciones mayores a ~50 mM, donde los
perfiles de concentracion para aniones divalentes y cationes mostraron un cruce. Para las
concentraciones de bulk mas altas que este punto de cruce, la relacion entre estos perfiles se
invirtio. Tal caracteristica no se observo para los canales de 10 y 20 nm, siendo la corriente de

cationes mayor que para los aniones divalentes.

Cationes monovalentes Aniones divalentes Aniones monovalentes

Y/A

-20 0

X/ A

Figura 9.10. Distribucion ionica 2D dentro de un canal de 10 nm de diametro a una

concentracion de sal divalente de (a), (b), (c) I mM y (d), (e), (f) 10 mM.

Dado que los aniones divalentes se situaron sobre la superficie del canal debido a fuertes
interacciones (Figura 9.10), contribuyeron a mantener una carga neta negativa sobre las
superficies haciendo que el canal sea selectivo a cationes. Por lo tanto, se esperaba que la
concentracion de cationes aumente con la concentracion de bulk debido a la atraccion

electrostatica. Sin embargo, debido al hecho de que la capa de aniones divalentes tenia
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aproximadamente 2 nm de espesor y los cationes se concentraban principalmente en el centro
del poro (Figura 9.10), se termina generando una restriccion entropica para el incremento de

concentracion de cationes dentro de poros mas pequenos.

Para comprender completamente los resultados experimentales era importante considerar los
cambios quimicos de la capa de poliamina. En este sentido, debido al hecho de que las
simulaciones MC se considero el equilibrio 4cido-base de los mondmeros, se pudo calcular el
grado de protonaciéon de la poliamina en funcidén de la concentracion de la sal divalente

(Figura 9.11).

Se calculd el grado de protonacion de la PAH como funcion de las concentraciones de anion
divalente en bulk para tres diametros de canal diferentes 10, 20 y 30 nm. De nuevo, se
encontr6 un comportamiento distintivo para el canal de 30 nm para el cual el grado de
protonacion aument6 abruptamente hasta una concentraciéon de 10 mM para luego disminuir
de manera lineal. A una concentracion mayor o igual a 10 mM, el polimero mostré un
incremento del grado de protonacién que responde a una preferencia de permanecer en un
estado cargado positivamente para minimizar las repulsiones electrostaticas con los aniones
presentes en la solucion. Sin embargo, a concentraciones superiores a 10 mM comenzo6 a
disminuir el grado de protonacion, lo que puede entenderse como la prevalencia de la entropia
tanto de los aniones disueltos como del polimero desprotonado sobre las interacciones
electrostaticas. Por el contrario, para el caso de canales de 10 y 20 nm de didmetro, el grado
de protonacion aumentd monotonicamente con la concentracion en bulk. Para estos dos
diametros se dio un mayor confinamiento de las especies y por lo tanto, para el balance
energético, las interacciones electrostaticas se volvieron mas relevantes que la contribucion
entropica y como consecuencia el polimero permanecié en un estado altamente protonado

incluso a altas concentraciones de bulk.

Las simulaciones MC para diferentes didmetros de canal se pueden utilizar para visualizar los
cambios en la distribucion idnica y el grado de protonacion de la PAH a lo largo de un
nanocanal asimétrico. A tales efectos es necesario pensar cada simulacion como una seccion
transversal de un didmetro diferente de un nanocanal, como se muestra en el esquema de la

figura 9.12b.

Utilizando este modelo, podemos argumentar que habia una distribucion no homogénea de la
carga a lo largo de los canales debido a un grado de protonacion diferente de la PAH a

diferentes diametros. Esto se tradujo en una alta densidad de cargas positivas localizadas
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cerca de la punta de los canales (Figura 9.11a, curva verde), especialmente a alta
concentracion de sales divalentes. Esta observacion fue interesante porque muestra que el
creciente confinamiento del sistema puede resultar en la amplificacion de la respuesta de una
molécula (PAH) a un estimulo (concentraciones de aniones divalentes); lo que podria ser de
suma importancia para el disefio de biosensores o dispositivos nanofluidicos. También es
interesante porque parece contradecir la hipdtesis de distribucion homogénea de carga
utilizada para el modelo PNP. Con el fin de comparar los resultados de ambos enfoques
tedricos y también para abordar la influencia del tamafo en la distribucion de carga, la
densidad de carga superficial de la carga neta dentro del canal se obtuvo a partir de los datos

MC (Figura 9.11b).
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Figura 9.11. (a) Grado de protonacion del PAH dentro de canales de diametros de, 10 nm
(verde), 20 nm (amarillo) y 30 nm (azul) en funcion de la concentracion de sales divalentes.
(b) Densidad de carga superficial (Q) en funcion de la concentracion de sal divalente para
canales de diametros de 10 nm (verde), 20 nm (amarillo) y 30 nm (azul). La figura a la
derecha muestra un esquema para un canal asimétrico con un codigo de color relacionado
con las curvas para representar el cambio en las propiedades dependientes del tamario y una

imagen SEM de seccion transversal de los nanocanales en forma de bala. Barra de escala, 1

um.

La carga neta dentro del canal se calculé como el numero de cargas positivas del polimero
menos el doble del nimero de aniones divalentes menos la carga en la pared. Haciendo esto,
se hizo la suposicion de que todos los aniones divalentes estan unidos al polimero. La
densidad de carga en la pared antes de la modificacion con PAH, debido a los grupos
carboxilo, fue de -1,0 |e/nm?. La Figura 9.11b presenta la densidad de carga superficial
calculada para canales modificados con PAH de diferentes diametros. Los resultados
mostraron que no habia una diferencia significativa en las densidades de carga entre canales
de diametros diferentes. Mediante la realizacion de estos calculos se observo que las
densidades de carga calculadas para diferentes concentraciones de bulk utilizando célculos
MC, los valores encontrados experimentalmente y los derivados de la teoria PNP mostraron

una buena concordancia cualitativa (Figura 9.7 y Figura 9.10b).

9.3.4. Conclusiones

En esta seccion, hemos presentado un diodo nanofluidico sensible a fosfatos basado en la
funcionalizacién de nanocanales de estado solido con polialilamina (PAH). La PAH es una
poliamina, una familia de polimeros que pueden ser utilizados como modelos para procesos
bioquimicos altamente relevantes, especialmente debido a su capacidad de interactuar
fuertemente con los fosfatos. Los resultados experimentales mostraron que las caracteristicas
de transporte i6nico de los canales se pueden regular usando diferentes concentraciones de
fosfatos para modular la carga superficial de los canales. Adicionalmente, se realizaron
medidas de potencial zeta en nanoparticulas de SiO, modificadas con PAH para corroborar la

tendencia de la carga superficial hacia concentraciones crecientes de Pi.

Para tener una vision mdas profunda sobre la fisicoquimica del sistema, se realizaron

simulaciones tedricas utilizando el modelo de Poison-Nernst-Planck y simulaciones Monte
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Carlo. Los resultados muestran que los perfiles de concentracion de las diferentes especies
ionicas dentro de los canales estdn gobernados por una interaccion compleja entre la
poliamina y los contraiones fosfato. Las simulaciones mostraron que los fosfatos divalentes
estan concentrados mayoritariamente en las cercanias de las paredes de los canales,
cambiando asi la carga efectiva de las mismas y produciendo simultaneamente un aumento en
la selectividad a cationes de los canales con concentraciones de fosfato crecientes. Las
simulaciones Monte Carlo realizadas utilizando diferentes didmetros de canal mostraron que
el grado de protonacion de la PAH aumenta con el confinamiento y la concentracion de iones

fosfato hasta un determinado diametro.

9.4. Biosensor nanofluidico de urea basado en la amplificacion iontronica de un
cambio en el grado de protonacion de un polielectrolito mediante una
reaccion enzimatica

9.4.1. Introduccion

Como se comentd en la seccion 2.3, los dispositivos nanofluidicos han atraido una gran
atencion debido al desarrollo de aplicaciones tecnologicas prometedoras en diversos campos
como el sensado, desalinizacién de agua y conversion de energia. *""° Sin embargo, el campo
de la nanofluidica en si solo estd comenzando a mostrar su potencial y no es dificil creer que
tendra un papel importante en las tecnologias futuras. La nanofluidica se ocupa del
movimiento de especies i0nicas y moleculares bajo la aplicacion de campos de fuerza tanto
eléctricos como mecédnicos en ambientes altamente confinados, tipicamente en el régimen del

attolitro.

Algunas caracteristicas especificas observadas en los dispositivos nanofluidicos relacionadas
con su exquisito control sobre el transporte i6nico, se han denominado "iontronicas" debido a
su parecido con las caracteristicas de transporte observadas en los componentes
electronicos.®® La idea detras de este campo relativamente nuevo es la generacion de
componentes fluidicos que permitirian disefiar circuitos moleculares. Hasta el momento,
hemos descripto la fabricacion de diferentes componentes nanofluidicos (iontronicos) tales
como rectificadores idnicos (capitulos 5, 6), diodos (capitulos 4 a 8) o transistores (Capitulos

6 y 7) combinando técnicas de nanofabricacion con técnicas de modificacion de superficies,
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demostrando que es posible controlar selectivamente de manera precisa el transporte de
diferentes especies i6nicas mediante la aplicacion de estimulos controlados
experimentalmente.®”®® Estos conceptos estan fuertemente inspirados en sistemas biolégicos
que, mediante el transporte selectivo de iones y moléculas a través de membranas de alta
impedancia (10* Q/cm?), realizan diferentes funciones como transferencia de informacion,
creacion de gradientes de energia o realizacion de reacciones bioquimicas complejas las

cuales dependen de un control preciso sobre las cantidades de ciertas moléculas.®®”"!

Ademas, al igual que en los sistemas bioldgicos, los dispositivos nanofluidicos abidticos
tienen el potencial no solo de permitir la separacion y distribucion de diferentes especies
cargadas sino también su determinacidon cuantitativa al transducir la presencia de una
determinada molécula en un resultado legible mediante medidas de corrientes ionicas. > En
este sentido, se han usado dos enfoques generales para la deteccion con nanocanales (capitulo
2). El mas utilizado se basa en el principio del conteo por pulsos resistivos (RPS), la cual se
basa en observar el cambio en la corriente que pasa a través de un nanoporo o nanocanal
debido al bloqueo que produce la molécula. ”* Estas son mediciones resueltas en el tiempo las
cuales requieren de equipos con buena resoluciéon de frecuencia. Ademas se requiere un
analisis estadistico especifico, y debido a que dependen del bloqueo estérico del elemento
fluidico de los poros, presentan limitaciones en el tamafio de las moléculas que pueden
detectar. El otro procedimiento, quizds menos explorado, consiste en mediciones de estado
estacionario realizadas barriendo el potencial transmembrana a frecuencias lo suficientemente

bajas (< 0,1 Hz) y midiendo las caracteristicas completas de corriente-voltaje.”*”

En este tipo
de experimentos, se puede obtener una descripcion mas amplia del comportamiento de cada
dispositivo nanofluidico particular. Por ejemplo, en el caso de los diodos nanofluidicos, las
caracteristicas de corriente-voltaje muestran una tendencia no lineal que puede relacionarse
finalmente con la geometria y la carga del diodo i6nico (nanocanal); geometrias o
distribuciones de carga asimétricas conducen a la rectificacion. ’® Esto implica que modificar
la magnitud o el signo de la carga superficial de los nanocanales cambia concomitantemente
la magnitud o direccion de las corrientes rectificadas, debido a la inversion de la distribucion
del potencial eléctrico a través de los nanocanales.”” Debido a esto, es posible detectar
moléculas que producen pequeiios cambios en la carga superficial de estos diodos i6nicos con
una sensibilidad potencialmente alta.”® En este sentido podriamos pensar en diodos i6nicos

(nanocanales asimétricos) como amplificadores que a través del confinamiento mejoran las

respuestas a pequefias conversiones quimicas que podrian ser imposibles de detectar usando
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métodos comunes de deteccion. Podriamos llamar a este concepto, amplificacion iontronica,
el cual es en una forma un concepto relacionado con la espectroscopia Raman amplificada por
superficies (SERS) para la cual el confinamiento nanométrico de los modos de superficie
electronicos mejora los espectros producidos por las moléculas en solucidon.”” Bajo este
concepto, la deteccion con diodos nanofluidicos se ha explorado previamente utilizando
diferentes estrategias, como la unién directa de moléculas sensibles sobre la superficie de los
poros o el ensamblaje capa por capa de polielectrolitos y moléculas sensibles. **™ Sin
embargo, la mayoria de los casos mostraron una baja selectividad hacia un analito especifico
y bajo rendimientos del dispositivo, en cuanto a los limites de deteccion y reproducibilidad los

cuales fueron peores que los dispositivos comerciales.

En esta seccion, proponemos un nuevo enfoque para el disefio de biosensores nanofluidicos a
través de la amplificacion iontronica de una reaccion enzimatica, la degradacion de urea
catalizada por Ureasa de Canavalia Ensiformis. Combinando la capacidad nanofluidica para
amplificar pequefios estimulos quimicos y la especificidad de las enzimas para determinados
sustratos (urea en este caso), se fabricoé un biosensor nanofluidico altamente sensible y
controlable. El procedimiento propuesto consiste en depositar electrostaticamente el
polielectrolito débil polialilamina (PAH) sobre la superficie de nanocanales asimétricos con la
incorporacion sucesiva de la enzima ureasa. La ureasa degrada la urea en amoniaco y didxido
de carbono, lo que cambia el grado de protonacion de la poliamina y, en ultima instancia,
cambia el estado de carga de la superficie del nanocanal de estado sélido. En esta parte de la
tesis se pondrd particular énfasis en explorar este concepto y demostrar que esta
fenomenologia es reversible y reproducible al tiempo que proporciona un limite de deteccion
de 1 nM que, de acuerdo a nuestro conocimiento, es el més bajo informado hasta ahora para la
urea y con un tiempo de reaccion de <1 min. Vale destacar que la medicion de la
concentracion de urea tanto en sangre como en orina es de gran importancia en bioquimica
clinica, ya que es una prueba de rutina para el diagndstico de muchas enfermedades renales y

hepaticas.
9.4.2. Fabricacion de nanocanales modificados con PAH y Ureasa
Materiales: El clorhidrato de polialilamina (PAH, 15 kDa), la Ureasa de Canavalia

Ensiformis y el surfactante Dowfax 2A1 fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, Calzyme y

Dow Chemicals, respectivamente, y se usaron tal como se recibieron. Las laminas de
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politereftalato de etileno (PET) (Hostaphan RN 12, Hoechst) de 12 pm fueron irradiadas con
iones pesados rapidos (Au™®), con una energia de ~ 2.2 GeV en el GSI Helmholtzzentrum fiir
Schwerionenforschung GmbH (Darmstadt, Alemania). El buffer HEPES se adquiri6 de

Sigma-Aldrich y se utilizé tal como se recibio.

Modificacion con PAH y ureasa: Después del etching asimétrico para obtener nanocanales
con forma de bala, las ldminas que contienen los nanocanales se modificaron con PAH
mediante recubrimiento (dip coating) en una solucion 10 mM de PAH (en unidades
monome¢éricas) a pH 6 durante 1 hora, de manera similar a lo explicado en la seccion
experimental de la primera parte. Después de la deposicion de PAH, la ureasa se incorpor6 al
sistema también mediante inmersion usando una solucion de 1mg/ml de ureasa en buffer de

HEPES 0,1 mM a un pH de 7,4.

Factor de rectificacion normalizado: Para poder comparar y analizar estadisticamente los
resultados provenientes de distintos nanocanales los cuales muestran comportamientos
cuantitativamente distintos, se definidé una eficiencia de rectificacion normalizada (fi.cnorm)
mediante la division de todos los valores de eficiencias de rectificacion provenientes de un

nanocanal por la eficiencia maxima alcanzada por ese canal (f;ecmax),

f;"ec
norm =—— 2
Jrecnorm = I cmax] 2

Después del procedimiento de efching, las laminas de PET que contenian los nanocanales con
forma de bala se recubrieron con PAH mediante recubrimiento por inmersion tal como se
explicd en la seccion experimental. El éxito del procedimiento de modificacion se pudo
observar debido a que la carga neta del nanocanal cambi6 de negativa (grupos carboxilato) a
positiva (grupos amina) al pH de la solucion de trabajo (~ 5.5) después de la modificacion.
Como se explico previamente, un cambio en la carga de los nanocanales produce un cambio
en su selectividad i6nica, lo que se puede observar como un cambio en la direccion de las
corrientes i6nicas rectificadas (o por un cambio en la eficiencia de rectificacion) a polaridades

opuestas, un proceso de gating (Figura 9.12).

La principal ventaja de este procedimiento es que permite obtener una superficie "anfotérica"
de una manera simple, y a su vez las superficies anfotéricas son tutiles en nanofluidica como
medio para controlar la selectividad idnica de los dispositivos nanofluidicos mediante el

control de la concentracion de protones en la solucion.™ Por lo tanto, el nanocanal modificado
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con PAH (PET / PAH) mostré un comportamiento dependiente del pH que permitié alcanzar
diferentes eficiencias de rectificacion a diferentes pH e incluso cambiar la direccion de la
rectificacion. Este comportamiento dependiente del pH se caracterizO midiendo las
caracteristicas de corriente-voltaje, o curvas I-V, mientras se cambiaba el pH de la solucion
afiadiendo gota a gota HCl o NaOH para explorar el espectro de pH completo o la curva de
titulacion nanofluidica. Los resultados encontrados estan de acuerdo con nuestros valores

informados en la seccion 1 que mostraron una region isoeléctrica a valores de pH cercanos a

7.

Una vez que la superficie de los nanocanales se cubrié con PAH, se incorpord la ureasa. La
ureasa se ensambld electrostaticamente a pH 7,4 (buffer HEPES) donde estd cargada
negativamente ya que tiene un punto isoeléctrico de 5,2 (figura 9.12). * Este procedimiento
de modificacion también fue confirmado midiendo las curvas I-V (figura 9.12). En este caso,
el cambio de las corrientes ionicas y la eficiencia de rectificacion no mostraron una reversion
en la direccion de la rectificacion como en el primer paso, principalmente porque la cantidad
de carga electrostatica soportada por la proteina no es lo suficientemente alta para sobre-
compensar las cargas provenientes de la PAH. Sin embargo, las curvas I-V si mostraron una
neutralizacion de la carga superficial, observada como una curva I-V lineal o una eficiencia de
rectificacion ~1, asi como una disminucién en la conductancia del nanocanal, que esta
relacionada con la reduccion de la seccion transversal de los nanocanales debido a la

presencia de las proteinas voluminosas (Figura 9.12).

Después de la incorporacion de la ureasa, se volvieron a medir las caracteristicas de corriente-
potencial a diferentes pH. La forma de la curva de eficiencia de rectificacion frente al pH fue
cualitativamente la misma que con la PAH solamente (Figura 9.13) pero mostrando
sistematicamente menores eficiencias de rectificacion para cada pH. Esto es comprensible por
el hecho de que cierto porcentaje de las cargas positivas de la PAH fueron neutralizadas por la
enzima, por lo tanto, se redujeron las cargas disponibles para contribuir a la carga neta del
nanocanal. Es importante destacar que aunque la presencia de la enzima en la superficie de los
nanocanales modificados con PAH (PET/PAH) redujo la magnitud de las corrientes ionicas a
través del canal, no impidié la capacidad de respuesta del pH de los nanocanales manteniendo

su comportamiento anfotero.
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Figura 9.12. Esquema que representa el procedimiento de fabricacion del nanocanal
modificado con wureasa y polialilamina. El panel superior derecho muestra las curvas de
corriente-voltaje medidas antes y después de cada paso de modificacion, nanocanal desnudo
(curva azul), después de la modificacion con PAH (curva roja) y después de la modificacion
con ureasa (curva verde). El panel inferior muestra las interacciones presentes en la

superficie del nanocanal después de la modificacion.

La figura 9.13 muestra la respuesta general de un nanocanal modificado con ureasa-PAH
(PET/PAH/U) en funcién del pH, donde se puede observar que un cambio de pH de acido a
basico condujo a la reversion de la direccion de rectificacion relacionada a una reversion en la
selectividad del canal. Para utilizar este dispositivo como un amplificador iontronico era
importante primero determinar un pH en el que la respuesta de deteccion se amplificara en
mayor medida, es decir, una regién lo mas cerca posible de la region de reversion, donde el
efecto de gating sobre las corrientes ionicas es mayor. Mediante la inspeccion de la figura
9.13, esta region se encontrd dentro del rango de pH entre 6 y 7. La siguiente caracteristica a

tener en cuenta es la actividad de la enzima que se sabe que alcanza su maximo alrededor de
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pH 7.4 disminuyendo hacia condiciones mas acidas o bésicas.” Como se muestra en la

reaccion a continuacion, la ureasa cataliza la degradacion de urea en amonio y &cido

carbonico,
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Figura 9.13. (a) Esquemas que representan los diferentes estados de protonacion del
nanocanal anfotérico con la carga y la selectividad resultante de los nanocanales. La Ureasa
no esta incluida en los esquemas por simplicidad. (b) Curvas I-V y (c) eficiencia de
rectificacion versus pH después de la modificacion del nanocanal con PAH y con Ureasa
(PET/PAH/U). Las curvas se midieron en KCI 0,1 M con adicion gota a gota de NaOH o HCI

para alcanzar cada valor de pH.

Durante el curso de la reaccion, el pH de la solucion aumenta localmente, de hecho, se ha
demostrado recientemente que el pH puede cambiar varias unidades en funcién de la
concentracion de urea, alcanzando valores de pH cercanos a 9.*” Sin embargo, ser capaz de
observar tales cambios en el pH requiere una gran cantidad de proteinas ancladas en una

superficie debido a que se necesitan reaccionar grandes cantidades de urea para producir un
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cambio de pH lo suficientemente significativo como para ser detectado. Por otro lado, la
misma cantidad de productos producidos dentro de un nanocanal produciria un cambio mayor
en el pH local debido al confinamiento de la reacciéon en un volumen del orden de los
attolitros. Por lo tanto, al aumentar la concentracion de urea seria posible recorrer la curva de
titulacion nanofluidica de izquierda a derecha (Figura 9.13) generando indirectamente iones
hidroxilo que cambien el grado de protonacion de las unidades monoméricas de PAH hacia el
estado desprotonado. Al verificar el efecto de agregar diferentes concentraciones de urea en
solucion a diferentes pH encontramos que la mejor amplificacion iontronica de la sefial esta
dada a pH 6. Podemos hipotetizar que a este pH la relacion entre la region de la curva de
titulacion que produce la méaxima amplificacion de la reaccidon enzimatica y la region de

mayor actividad enzimatica es maxima.

Una vez que el pH de trabajo se ajusto a 6, se estudioé el comportamiento del nanocanal (PET/
PAH/U) dependiente de urea utilizando soluciones de urea con concentraciones que variaron
entre | nM a 5 mM. Los resultados mostraron que al aumentar la cantidad de urea en
solucion, el sistema nanofluidico se desplazd progresivamente desde selectividad a aniones
hasta selectividad a cationes o en términos de rectificacion, desde rectificacion positiva a
rectificacion negativa. La figura 9.14 muestra la eficiencia de rectificacion normalizada frente
a la concentracion de Urea en solucion donde se observa que la tendencia fue similar a la
observada para la curva de titulacién, lo que no es sorprendente debido a que se esperaba que
la cantidad de urea cambiase el grado de protonacion del PAH a valores mas bajos a través de
su degradacion por la ureasa. A bajas concentraciones de urea, la eficiencia de rectificacion
(frec) fue positiva, lo que segin nuestra convencion significa que la superficie del nanocanal
estaba cargada positivamente y la permselectividad de los canales era hacia los aniones. Al
aumentar la concentracion, la eficiencia de rectificacion disminuy6 linealmente, hasta una
concentracion de 1 pM. Esta disminucion estuvo relacionada con la desprotonacion de las
aminas primarias de los grupos PAH y carboxilato de la superficie de los nanocanales. Las
concentraciones mas altas, hasta 100 uM, no produjeron un cambio significativo. La posible
razon de esta caracteristica es que dentro de esta region, tanto el PAH como los grupos
carboxilato estaban significativamente cargados, produciendo una superficie eléctricamente

neutra, una region isoeléctrica (Figura 9.3).jError! Marcador no definido.

Un aumento adicional de la concentracion (> 100 uM) indujo el incremento de la eficacia de

rectificacion en la direccion negativa, lo que de acuerdo con la convencidn utilizada significa
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un aumento en la carga superficial negativa del nanocanal y una permeabilidad selectiva hacia

los cationes. El incremento de la carga negativa satur6 a una concentracion de 5 mM.

Para comprobar la reproducibilidad del procedimiento de fabricacion y la respuesta funcional
del sistema, estos experimentos se repitieron usando diferentes nanocanales y, debido al
hecho de que la senal fue cuantitativamente diferente para cada nanocanal por las diferencias
inherentes en la composicion de las laminas, el dafio de la irradiacién idnica y el
procedimiento de etching, las eficiencias de rectificacion (fr.;) se normalizaron dividiendo
cada valor con el valor absoluto maximo obtenido para cada nanocanal (ecuacion 1). Se
encontrdé una notable reproducibilidad entre diferentes experimentos al comparar eficiencias

de rectificacion normalizadas (fi..norm) (Figura 9.15).
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Figura 9.14. Esquema que representa la relacion entre la degradacion bioquimica de la Urea
v la respuesta nanofluidica del nanocanal mediante la amplificacion de la reaccion
enzimatica donde bajas concentraciones conducen a superficies cargadas positivamente,
mientras que altas concentraciones conducen a superficies cargadas negativamente con

cambios consecuentes en la selectividad ionica de los nanocanales.
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resultados de tres nanocanales diferentes. Los errores se calcularon a partir de la desviacion

estandar de los resultados.

Por lo tanto, fue posible obtener una amplia variedad de operaciones nanofluidicas, como el
gating de las corrientes permselectivas y conmutacion de la selectividad i6nica mediante la
regulacion de la concentracion de urea en solucidn. Este tipo de sistemas capaces de regular el
flujo de iones a través de nanocanales en funcion de la presencia de ciertas moléculas, como
el presentado en el capitulo 6 para el caso de la regulacion del transporte por azlicares, son de
gran interés para el campo de la nanofluidica. Con respecto a esto, era importante evaluar la
respuesta cinética del sistema al estimulo quimico, es decir, qué tan rapido responde el
sistema a la presencia de urea en solucion. Para abordar este problema, se realizd una
medicidon resuelta en el tiempo midiendo la corriente transmembrana de un nanocanal
PET/PAH /U mientras aplicamos un voltaje constante de 1 V (Figura 9.16). Después de varios
minutos de mediciones continuas, se anadidé una pequeiia cantidad de urea (0,18 mg) a la
solucién en la celda de conductividad para alcanzar una concentracion final de 3 mM, la
respuesta fue casi inmediata; después de unos pocos segundos de la adicion, se observo una
disminucion pronunciada en la corriente lo que demuestra que la degradacion enzimatica de la
urea generd una reduccion inmediata del grado de protonacion de la PAH y una disminucién

simultanea de la corriente impulsada por aniones.
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Figura 9.16. Respuesta cinética de un nanocanal PET/PAH/U a la adicion de urea hasta una

concentracion de 3 mM en solucion mientras se mide la corriente transmembrana a 1'V.

Hasta ahora hemos discutido la respuesta general del sistema a la concentracion de urea en
soluciéon como regulador quimico para el transporte permselectivo ionico. Los resultados
mostraron un dispositivo prometedor para aplicaciones nanofluidicas. Sin embargo, en un
principo estdbamos interesados principalmente en las capacidades de este dispositivo para
aplicaciones de biosensado. Para abordar este problema, nos enfocamos principalmente en la
region lineal encontrada entre las concentraciones de 1 nM y 1 uM de urea, donde las
capacidades de amplificacion del sistema son las mas altas. Concentraciones mas altas caen
en la region isoeléctrica del sistema. De acuerdo a nuestro conocimiento, el limite de
deteccion (LOD) de 1 nM que se obtuvo para este sistema nanofluidico es el limite mas bajo

. , 87
jamas encontrado para urca.
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A pesar de que se demostr6 la reproducibilidad del sistema completo, también fue importante
probar la reversibilidad del biosensor nanofluidico, es decir, comprobar si el sistema todavia
respondia después de haber estado expuesto a altas concentraciones de urea. Con el fin de
abordar este punto, se llevaron a cabo experimentos cambiando sucesivamente la solucion de
electrolito de una solucion libre de urea a una solucién de urea 1 mM, que estd cerca de la
region de saturacion (figura 9.18). Se encontrd una alta reversibilidad debido al hecho de que
se pudieron realizar 6 ciclos sin pérdida de la respuesta, lo que significa que el biosensor

nanofluidico puede usarse varias veces.
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9.4.3. Conclusiones

En esta seccion hemos demostrado la fabricacion de un biosensor nanofluidico enzimatico
haciendo uso del concepto de amplificacion iontronica. Este concepto se basa en la
sensibilidad de las propiedades de transporte idénico de los dispositivos nanofluidicos, y
especialmente de los diodos nanofluidicos, a la carga de la superficie. Combinando esta
sensibilidad con la incorporacién de un polielectrolito débil, polialilamina (PAH) que da al
dispositivo nanofluidico un comportamiento anfoétero, se pudo hacer un dispositivo altamente
sensible a los cambios locales en el pH. La incorporacion adicional de ureasa en el sistema,
que cataliza la degradacion de la urea al mismo tiempo que aumenta el pH localmente, nos
permitié controlar la respuesta nanofluidica, o las corrientes idnicas a través del nanocanal,
con la cantidad de urea en solucion. La alta sensibilidad del dispositivo anfétero nanofluidico
a la urea lo convierte en un biosensor excepcional con un limite de deteccion de 1 nM y una
respuesta veloz al estimulo quimico. Ademas, se demostré que este sistema es altamente
reproducible y reversible, dos caracteristicas fundamentales de un dispositivo de biosensado
tecnologicamente transferible. Otro aspecto destacable es que este concepto se puede aplicar a
cualquier combinacion de polielectrolitos débiles y enzimas que generen cambios locales en
el pH, convirtiéndose asi en un procedimiento de fabricacion que puede ser extendido a otros

biosensores nanofluidicos enzimaticos.
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Capitulo 10

Conclusiones Generales y Perspectivas

Los grandes avances a lo largo de los ultimos 20 afios en técnicas de nanofabricacion y
deteccion han permitido el desarrollo de muchas disciplinas cuyos fundamentos se sostienen
en fenomenos asociados a superficies que se ven amplificados en presencia sistemas
nanoestructurados debido ya sea a la presencia de una alta relacién superficie-volumen o a
fenomenos que ocurren por la existencia de confinamiento en estructuras cuyas dimensiones
son del orden de las interacciones que definen el comportamiento del sistema. La
nanofluidica, o el estudio del movimiento de fluidos a través de nanoestructuras, podria
decirse que estd contenida en esta ultima categoria, ya que los fendmenos mas interesantes
que predominan en ella dependen del confinamiento de soluciones acuosas en voliumenes del
orden del attolitro. El desarrollo, disefio y fabricacion de estructuras con arquitecturas
definidas en estas dimensiones, son por supuesto extremadamente dificiles de conseguir y se
requiere de equipamiento especial para poder hacerlo, como por ejemplo microscopios
electronicos de transmision o aceleradores de iones. Sin embargo, el desafio se encuentra mas
alla de la obtencion de una arquitectura determinada ya que a lo largo de los ultimo afios se
han desarrollado protocolos reproducibles para fabricar nanocanales con diversas geometrias,
tanto simétricas (cilindricas) o asimétricas (cOnicas) y con dimensiones controlables con
resolucion nanométrica en la mayoria de los casos. El desafio actual es obtener
nanodispositivos regulables con amplio control sobre el transporte de especies y que puedan
ser utiles en diversas aplicaciones tales como biosensado o el desarrollo de laboratorios-en-
un-chip. Para llegar a este tipo de aplicaciones se necesita del desarrollo de la nanofluidica en
dos campos interconectados que podriamos llamar, iontronica y el sensado nanofluidico. La
primera requiere basicamente del desarrollo de estructuras nanofluidicas que tengan un
comportamiento i6nico analogo a los componentes electronicos (resistores, diodos,
transistores y amplificadores). Siendo esto un requisito para el desarrollo final de circuitos

moleculares que controlen la distribucién y pre-concentracion de especies de interés, ya sea
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para produccion de reacciones (bio)quimicas controladas o para la optimizacidn e integracion
de sistemas de biosensado. Por otro lado, también se requiere del desarrollo de sensores
nanofluidicos per se, lo que incluye también el uso de conceptos de iontrénica. Pero en este
caso, no para el control del transporte de especies sino para transducir un estimulo
(bio)quimico determinado en una respuesta legible experimentalmente. Ambos campos estan
fuertemente relacionados y requieren de la solucion del mismo tipo de problemas: el
desarrollo de dispositivos nanofluidicos funcionales y responsivos. Este es el contexto en
el cual se desarrolld esta tesis en donde, como se planted en lo objetivos iniciales, se buscod
generar nuevas estrategias para el desarrollo de distintos tipos de dispositivos nanofluidicos

responsivos a distintos estimulos tanto quimicos como fisicos.

La distribuciéon de los capitulos fue disenada en funcidon de las técnicas de preparacion, las
cuales fueron agrupadas dentro de dos grandes grupos, técnicas covalentes y no-covalentes.
Sin embargo, existen otras clasificaciones igualmente vélidas de los experimentos aqui
mostrados. Una de ellas seria en funcion de la responsividad desarrollada hacia un estimulo
particular, ya sea quimico (pH, concentracion de K", fosfato, fructosa, urea) o fisico
(potencial eléctrico). También se podria haber utilizado un criterio mas funcional o iontronico
clasificando los experimentos en funcion del tipo de dispositivo desarrollado (resistor, diodo,
transistor). A pesar de habernos decidido por una clasificacién en particular, sigue siendo
necesario tener en cuenta las demds para tener una vision completa de los resultados aqui
presentados. La tabla al final de este capitulo muestra de manera resumida todos estos

enfoques en el contexto de cada capitulo.

En el capitulo 2 y 3 se presentaron las estrategias y los elementos utilizados para el disefio,
fabricacion, caracterizacion e interpretacion de cada experimento. Se presento la tecnologia de
ion-track-etching que fue la principal herramienta para la fabricacion de nanocanales en
membranas poliméricas de politereftalato de etileno (PET) y policarbonato (PC). Se mostrd
también como se pueden obtener nanocanales de variadas geometrias tanto simétricas como
asimétricas. En los capitulos subsiguientes se describid la combinacion de estos nanocanales

con distintas estrategias de modificacion de las superficies.

El capitulo 4 explor6 el uso de entrecruzamiento quimico mediado por carbodiimidas para
. vy e . . + (4

desarrollar un diodo i6nico cuya respuesta dependa de la cantidad de iones K™ en solucion,

mediante la formacion de una monocapa de éteres corona /8-corona-6 sobre la superficie de

los canales. De esta manera se pudo regular la respuesta idnica (el transporte de especies)
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mediante el ajuste de la concentracion de iones K. El aspecto mas importante de esta serie de
experimentos fue la regulacion de fendémenos de transporte idnicos mediante la formacion de
complejos supramoleculares en las paredes de los nanocanales, es decir la regulacion
supramolecular del transporte idnico. Estos experimentos abren la puerta a una futura
exploracion del uso de éteres corona, criptandos y ciclodextrinas, entre otros, como entidades

capaces de controlar supramolecularmente el funcionamiento de elementos nanofluidicos.

En el capitulo 5 se explor6d la obtencion de nanocanales responsivos al pH mediante la
polimerizaciéon de dopamina sobre la superficie de los mismos. Se mostré aqui por primera
vez una estrategia que fue replicada a lo largo de la tesis, que es la de utilizar una reaccion de
polimerizacion controlada para reducir las dimensiones de los nanocanales para ajustar
finamente su comportamiento iontrénico. De esta manera se pudo obtener un diodo
nanofluidico a partir un nanocanal que se comportaba inicialmente como un resistor idnico;
siendo éste a su vez responsivo al pH por las caracteristicas anfoteras de la polidopamina
(PDOPA). Sin embargo, se demostré que el principal punto de esta estrategia de fabricacion
es la capacidad de modificar facilmente la capa de PDOPA con especies nucleofilicas
mediante la reaccion de adicion de Michael o la metalizacion mediada por la oxidacion de los
grupos catecol en la estructura del polimero. Es decir, la capa de PDOPA sirve como una
interfaz para la modificacion de estructuras nanofluidicas. Sin lugar a dudas esta estrategia es
lo suficientemente versatil para servir al desarrollo de diversas aplicaciones mediante el
anclaje de especies de interés en la capa polimérica. Cabe destacar que desde la publicacion
de estos experimentos, este trabajo ha inspirado el disefio de biosensores nanofluidicos y

catalizadores de reacciones de interés ambiental.'”

El capitulo 6 fue el comienzo de una serie de estrategias de fabricacion de nanocanales
funcionales que podrian ubicarse dentro de un grupo particular de experimentos: la
integracion de polimeros conductores en dispositivos nanofluidicos, la cual tuvo una buena
recepcion en la comunidad cientifica dedicada al estudio de nanoporos.*” Cabe destacar que
en todos estos experimentos de sintesis de polimeros conductores, se utiliz6 la estrategia de
reduccion de tamafo presentada por primera vez en el capitulo 5. Al principio, se estudié la
modificacion de nanocanales previamente recubiertos con Au con polianilina (PANI)
mediante sintesis electroquimica. De esta manera pudo obtenerse un sistema nanofluidico que
permitié el control del transporte selectivo a aniones de los nanocanales modificados
mediante la aplicacion de un potencial eléctrico sobre la capa de PANI; es decir, el sistema se

comportd como un transistor nanofluidico. Esto es de gran importancia ya que el potencial
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electroquimico es facilmente controlable y por lo tanto permitiria integrar este tipo de
dispositivos en sistemas miniaturizados. A continuacion, se utiliz6 la misma estrategia de
fabricacion pero con un derivado de la PANI, el dcido poly(3-aminofenilboronico), mediante
el cual se produjo un sistema nanofluidico cuyas caracteristicas de transporte idnico
estuvieron reguladas por la presencia de azlcares (fructosa) en solucion la cual actué como un

efector quimico del transporte i6nico.

En el siguiente capitulo (7) se continud con el trabajo de integracion de polimeros
conductores en nanocanales, pero en este caso se hizo hincapié en la simplificacion del
procedimiento de fabricacion, utilizando sintesis quimica de poli(3,4-etilendioxotiofeno)
(PEDOT) en lugar de electroquimica, lo que redujo el control sobre el crecimiento de la capa
responsiva sobre el nanocanal pero evité el requerimiento experimental de metalizar el
nanocanal. En esta serie de experimentos se demostro la fabricacion de un diodo nanofluidico
reconfigurable de efecto de campo. Si bien también podriamos llamarlo transistor
nanofluidico de efecto de campo, es importante hacer esta distincion ya que en este caso pudo
controlarse completamente la direccion y magnitud de la rectificacion idnica mediante el
potencial de gate aplicado. En este contexto vale la pena sefialar que no existe un componente
electronico analogo a este dispositivo, ya que ello implicaria poder reconfigurar la naturaleza
de semiconductores tipo n o p de los diodos electronicos, lo que resulta imposible en
dispositivos de estado sélido. Sin embargo, esto si es posible con dispositivos nanofluidicos

(iontronicos) modificados con polimeros conductores.

El capitulo 8 fue el primero de una serie de estrategias de fabricacion no-covalentes y se baso
en la fabricacion de diodos i6nicos responsivos a pH mediante la integracion de polimeros
anfifilicos-anfotéricos o “anfipols” en nanocanales previamente modificados con Au. Futuros
esfuerzos van a estar inclinados hacia la utilizacion de anfipols que contengan unidades

funcionales de interés para biosensado.

En el capitulo 9 se desarrolld una larga serie de experimentos basados en la modificacion no-
covalente de nanocanales mediante ensamblado electrostatico de polielectrolitos. Debido a
que la carga nativa de los nanocanales es negativa se utilizd un polication, la polialilamina
(PAH), en toda esta serie de experimentos. La PAH es la poliamina por antonomasia y su
utilizacion estd muy difundida en diversos campos. Sin embargo, era escaso el conocimiento
acerca de su comportamiento en nanoconfinamiento. Por este motivo, la primera parte de este

capitulo se centrd en la descripcion del comportamiento de la PAH dentro de los nanocanales
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y como éste afecta la respuesta nanofluidica del mismo. Los resultados més importantes
muestran que la presencia de PAH permite la obtencion de un “complejo anfotero”
(PET/PAH) en conjunto con las cargas de la superficie de los nanocanales que permite regular
la carga superficial del nanocanal ajustando el pH de la solucién y consecuentemente la
direccion de la rectificacion idnica. También observamos mediante simulaciones Monte Carlo
que tanto la PAH como la superficie de los nanocanales permanecen cargadas aun a pHs
extremos, lo que le confiere al sistema una estabilidad excepcional. La segunda parte se baso
en el disefio de un nanocanal cuya respuesta estuvo regulada por interacciones poliamina-
fosfato, es decir, un sistema responsivo a fosfatos en solucion. Se demostrd que es factible
obtener un ajuste fino de la carga de la superficie de los nanocanales con pequeas cantidades
de fosfatos en solucion. Por ultimo, la tercera parte de este capitulo se centré en un nuevo
concepto de fabricacion de biosensores nanofluidicos que consiste en la integracion
electroestatica de enzimas dentro de nanocanales previamente modificados con PAH con el
objetivo de modificar las condiciones de pH local dentro de los nanocanales. Se ha
denominado a este concepto amplificacion iontronica, y se comprobd utilizando la enzima
ureasa, la cual degrada urea produciendo un aumento en el pH dentro del canal, modificando
asi el grado de protonacion del complejo anfotero (PET/PAH) y por ende cambiando la carga
del nanocanal. Se mostr6 que este dispositivo es reproducible y reutilizable ademas de ser
extremadamente sensible, presentando un limite de deteccion de 1 nM. Cabe destacar que se
ha extrapolado este concepto a otras enzimas mostrando resultados muy prometedores para

diversos analitos.
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Respuesta Respuesta
(Capitulo) Sistema Método de iontronica iontronica Sustrato
P fabricacién (antes de la (después de la (responsividad)
modificacion) modificacion)
Entrecruzado Diodo inico regulado
(4) PET/18-Corona-6 aS|st|d9 por Diodo iénico supramolecularmente K*
carbodiimida
(5) Adto- o Diodo i6nico regulado PH, adicion de
. . polimerizacion Resistor idnico Michael, reducciéon
PET/Polidopamina e por pH o
oxidativa de sales metalicas
(6) PC/Au/Polianilina Sintesis Resistor ionico Transistor ionico de PH y potencial
electroquimica efecto de campo eléctrico
(6) PC/Aul/Poli(acido Sintesis - Diodo inico regulado
. e o Resistor ionico . pH y azucares
aminofenilbordnico) electroguimica por azucares

(7) PET/Poli(3,4-
etilendioxitiofeno)

Polimerizacion
oxidativa con

Resistor iénico

Diodo reconfigurable de
efecto de campo

Potencial eléctrico

Ureasa

FeTOS
Ensamblaje no- Diodo iénico regulado
(8) PC/Aul/Anfipol covalente Diodo iénico 9 pH
e por pH
hidrofébico
(9) PET/Polialilamina ~_Cnsamblaje Diodo idnico Diodo i6nico regulado oH y fosfatos
electroestatico por pH y fosfatos
9) . o
PET/Polialilamina/ Ensamblaje Diodo iénico Diodo iénico regulado oH y Urea
electroestatico por pHy Urea

Tabla de resumen.

En esta tabla se describen los distintos sistemas experimentales

estudiados en esta tesis junto con su descripcion desde la técnica de fabricacion, la respuesta

iontronica antes y después de ser modificados y la responsividad a distintos sustratos luego

de la modificacion. Aqui el material de cada nanocanal figura como PET o PC, las cuales

son las siglas de politereftalato de etileno y policarbonato, respectivamente.
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2017, 10, 3715.

[5] T. Xiao, Q. Liu, Q. Zhang, Z. Liu, J. Zha, J. Phys. Chem. C, 2017, 121, 18954.
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Apéndice 1

Protocolos de fabricacion de nanocanales Track-etched

Solucién de etching

M

Condiciones de etching
Solucidn de etching (1) / Solucion de etching {2} / Temperatura (°C) /
Aplicacion de voltaje durante el etching: Si{V) o No

Solucion de etching

(2

Material Geometria Condiciones de Etching Velocidad de Etching /
nm.min-!
~30 (a6 My 50°C, Au, Ths UV
PC cilindrico 3-6 M NaOH/3-6 M NaOH/ 30-60°C/ No cada lado) 1,2
~1 (5My 60°C)
s ~0.8 (a0,2Ma 80°C, Kr)
PET clindrico ~ 02EM NaOHIO’Z'S OM NaOH/ 30-80°C/ ~0.3 (a 0,1 M a 80°C, Au) 34,5
~5 (a5 Ma50°C, Au)
L. 9 M NaOH/ 1 M HCOOH/ 25°C/ 1 V (W, - .
PET conico lado base) 2 (a9Ma 25°C, Au) 6
~3 (a9Ma25°C, Au, 1V, Ths UV
- 9 M NaOH/ 1 M HCOOH/ 25°C/ 1 V (W, cada lado)
n 7
PC oonico lado base) ~20 (a9 Ma25°C, Au, 30V,1hs UV
cada lado)
L 6-9 M NaOH:Metanol, 40:60/ Agua/ 30°C/  ~35 (40:60, 6 M a 30°C, 1V, 1hs UV
PC conico 1V (W, lado base) cada lado) 8
- 13% Cl activo NaOCI/ 1 M KI/ 50°V/ 1V . .
Pl conico (W, lado base) 10 (13% a 50°C, U) 9,10
PET Bi-Conico 9 M NaOH/ 9 M NaOH/ ~2 (a9Ma25°C, Au) 11
Parabdlico 6 M NaOH+0.05% 2a1 Dowfax/ 6 M .
PET (Bala) NaOH/ 60 °C/ No 15-60 (6 M a 60°C, Au) 12,13
6 M NaOH + 0.025% Sodio dodecil difenil
Parabdlico éter disulfonato/ 6 M NaOH + 0.025%
PET (Cigarro) Sodio dodecil difenil éter disulfonato/ 20 (6 M+0.025% a 60°C) 14
60°C/No
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La Tabla 1 muestra los distintos protocolos que deben seguirse para la fabricacion de
nanocanales con determinadas geometrias en sustratos poliméricos. Para simplificar el
entendimiento de la tabla se presenta arriba de esta un esquema de la celda de etching en
donde se muestra la ubicacion de los elementos que se varian en las condiciones de etching.
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Apéndice 2

Resolucion unidimensional de las ecuaciones de Poisson-
Nernst-Planck

El modelo continuo de PNP fue utilizado para modelar experimentos de transporte en
nanocanales asimétricos (conicos o con forma de bala) de longitud d, tamafio de base a; y
tamafio de punta a;.'” Para describir el transporte de iones en los nanocanales se utilizaron las

ecuaciones de Nernst-Planck,

J,=-D,(Ve, +z,c,V ) (1)
Junto con la ecuacion de Poisson,
vig-- 3. @)
eERT = "'
Y la ecuacion de continuidad,
V-J=0 (3)

Donde ],.,D,- , zi, son, el flujo idnico, el coeficiente de difusion y la carga del ion i,
respectivamente y ¢ la permitividad de la solucion dentro del nanocanal

the ionic flux, the difussion coefficient, the charge of the ion and the permittivity of the solution inside
the nanochannel, respectively.

Suponiendo que los poros son largos y estrechos, se pueden introducir algunas
aproximaciones. En primer lugar, podemos suponer que el flujo tiene solo una componente
axial y, por lo tanto, las ecuaciones (1) y (3) pueden reescribirse como,

J, = —D{ﬁ + 2, @j (4)
dx dx
Y
4 (mr)=0 (5)
dx

Donde a es el radio del nanocanal el cual queda definido por la ecuacion,
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a, ~a, expl- (@/h)'|-(a, ~a,Jexpl-(xd) /1) ] ©

= 1—expl-(d /)]

Con n>0
Donde n y d/h son parametros geométricos que controlan la forma de los nanocanales.

Luego, podemos definir la condiciéon de electroneutralidad como,

Z ze + X, (7)
Donde Xr es la concentracion volumétrica de cargas fijas a la superficie y puede obtenerse a
partir de,
x, =22 (8)
alF

Donde o es la densidad de carga superficial. Asumimos que se establece un equilibrio de
Donnan en las entradas del poro y por lo tanto, la concentracion idnica en la base y punta de
los nanocanales esta dada por,

¢,;(0)=c, exp(—z,A¢,) (9a)

¢;(d) =c,exp(z,Ady) (9b)

Donde A@r y Agrson los potenciales Donnan dados por,

A¢L =¢(0) - ¢L (10a)

A¢R = ¢R - ¢(d) (110b)

Combinando las ecuaciones (9) y (10), junto con la condicién de electroneutralidad (7), la
concentracion i6nica en la base y la punta del nanocanal resulta en,

¢,(0) = %(— 2, X, (0) 4 X, (O)F +4c] ) (12)

¢,(d)= %(— 2,X ; (d) +[X (D)) +4c} ) (13)

Finalmente, el potencial eléctrico y los perfiles de concentracion idnica se pueden obtener
mediante la resolucion numérica de las ecuaciones (4), (5) y (7) mediante el método de
diferencias finitas, junto con las condiciones de contorno (9), (10) y ( 11).

La corriente que fluye en cualquier seccion del nanoporo se puede obtener de,
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I:ZziszJi (14)

Los parametros geométricos utilizados para resolver las ecuaciones PNP dependen en del
experimento en particular. En general, para d az y o hemos utilizado valores
experimentales; d / h, n 'y a; se ajustaron a partir de las curvas experimentales.
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Apéndice 3

Distribucion 16nica 2D calculada mediante simulaciones
Monte Carlo

Se usaron simulaciones MC para obtener distribuciones radiales de especies i0nicas para un
nanoporo de 10 nm con y sin carga superficial.

 Cationes monovalentes  Aniones monovalentes  Aniones divalentes

1 mM

40 =20 0 20 40 40 -20 20 40 -40 -20 0 20 40

0
X/ A
Figura A31. Distribucion i6nica 2D dentro de un canal desnudo de 10 nm de didmetro sin carga sobre

las paredes a una concentracion de sal divalente de, (a), (b), (c) I mM and (d), (e), (f) 10 mM.
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Cationes monovalentes Aniones monovalentes Aniones divalentes

40 -20 0 20 40 <40 -20

20 40 -40 -20 ] 20 40

X/A

Figura A32. Distribucién iénica 2D dentro de un canal desnudo de 10 nm de diametro cargado

negativamente a una concentracion de sal divalente de, (a), (b), (c) 1 mM and (d), (e), (f) 10 mM.
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