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Resumen

Esta tesis doctoral se enfoca en el disefio racional de auto-ensamblados supramoleculares de
macromoléculas y biomacromoléculas para la construcciéon de peliculas delgadas con
propiedades funcionales. Uno de los aspectos de gran interés en esta tesis comprende el estudio
de la influencia que tienen las caracteristicas estructurales de los ensamblados en sus
propiedades funcionales para dos clases de plataformas transductoras: i) transductores
amperometricos, donde la respuesta electronica se basa en procesos faradaicos entre el electrodo
y la interfase. ii) transistores de efecto de campo a base de grafeno donde la respuesta del sensor
se basa en deteccion de cambios fisicoquimicos no-faradicos como cambios de pH y fuerza
ibnica. A lo largo de este trabajo se utiliza la técnica de ensamblado capa-por-capa (conocida
con la abreviatura LbL del inglés Layer-by-Layer) como principal técnica de nanoconstruccion
siendo que permite un control preciso de los bloques de construccidn, y por ser efectiva, versatil,
simple y de bajo costo. Se exploran la incorporacion de distintas moléculas a las arquitecturas
interfaciales: surfactantes, polielectrolitos y proteinas (lectinas y enzimas).

Primero se estudian los ensamblados multicapa (hexadeciltrimetilamonio/acido poliacrilico), y
se observa que el surfactante funciona como agente mesogénico aumentando el grado de
organizacion interna de las peliculas. Luego, se estudia la incorporaciéon de surfactantes redox
para la construccion de peliculas (hexadecil(ferrocenilmetil)dimetilamonio/acido poliacrilico),
con arquitectura organizada y electroactiva. Por el alto nivel de organizacion, estos sistemas
muestran propiedades electroactivas inusuales. Se estudia también la construccion de
supraparticulas auto-ensambladas y auto-limitadas en tamafio formada a partir de la lectina
concanavalina A y la glicoenzima redox glucosa oxidasa. Estos biocoloides son inmovilizados
sobre superficies de electrodos para la construccion de peliculas que biocatalizan la oxidacion de
glucosa, propiedad que es utilizada para el desarrollo de sensores amperométricos de glucosa.
Por ultimo, se estudia la construccion de ensamblados multicapa (polication/polianion), y
(polication/ureasa), sobre transistores de efecto de campo a base de grafeno. Los resultados
indican que los ensamblados de polielectrolitos aumentan el rango de sensibilidad interfacial de
los transistores y que la integracion de la enzima ureasa resulta en interfases que catalizan la
hidrélisis de urea. Estos sistemas muestran caracteristicas sonbresalientes para ser utilizados

como sensores para el monitoreo de urea sin la necesidad del uso de soluciones reactivas.



Abstract

This doctoral thesis is focused on the rational design of supramolecular self-assemblies of
macromolecules and biomacromolecules for the construction of thin films displaying functional
properties. One of the main points of interest in this thesis comprises the study of the influence
of the structural features within the assemblies on its functional properties for two different
transducing platforms: i) amperometric platforms, whose electronic response is based on
faradaic process between the electrode and the interface; ii) graphene based field-effect
transistors, whose response is based on the detection of physicochemical non-faradaic changes
such as pH and ionic strength changes. Through this work, the Layer-by-Layer (LbL) approach
is used as the main nanoconstruction technique, given its properties as effective, versatile,
simple and low cost. The incorporation of different molecules such as surfactants,
polyelectrolytes and proteins (lectins and enzymes) into the interfacial architectures is explored.

Firstly, the study of multilayer assemblies of (hexadecyltrimethylammonium/polyacrylic acid),
shows that the surfactant acts as a mesogenic agent leading to films with high degree of internal
organization. Subsequently, the incorporation of a redox surfactant for the construction of
(hexadecyl(ferrocenylmethyl)dimethylammonium/polyacrylic acid), assemblies was studied.
This highly organized and electroactive architecture shows unusual redox properties. The
formation of self-assembled and self-limited supraparticles from concanavalin A, a model lectin,
and glucose oxidase, a model redox glycoenzyme, was also studied. These colloidal systems are
immobilized on electrode surfaces for the construction of thin films, which are able to catalyze
the glucose oxidation, a property used for the development of glucose amperometric sensors.
Lastly, the construction of (polycation/polyanion), and (polycatidén/urease), assemblies on
graphene-based field-effect transistors is studied. The results indicate that the polyelectrolyte
assemblies increase the range of interfacial sensitivity of the transistors and that the integration
of the urease leads to intarfaces that catalyze the urea hydrolysis. These systems show

outstanding characteristics to be used as urea label-free sensors.
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Listado de abreviaturas utilizadas en esta tesis

k, es la constante de velocidad estandar
dn . , . .y, .,
ﬁ incremento del indice de refraccidon con la concentracion

¢,, fraccion de volumen de polimero

AFM microscopia de fuerza atomica

Ag/AgCl electrodo de referencia plata/cloruro de plata
APTES (3-aminopropil)-trietoxisilano

ATR reflexion total atenuada

BNPs bionanoparticulas

CMC concentracion micelar critica

Con A concanavalina A

CTAB bromuro de hexadeciltrimetilamonio

D drain

Dap coeficiente de difusion aparente

DLS dispersion dinamica de luz laser

DMF dimetilformamida

E potencial

E, potencial de pico

EQCM microbalanza de cristal de cuarzo con control electroquimico
FcC16 bromuro de hexadecil(ferrocenilmetil)dimetilamonio
FET transistor de efecto de campo

FTIR espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
FWHM anchura a mediana altura

G gate

GISAXS dispersion de rayos X a bajo angulo en configuracion rasante
GO o6xido de grafeno

GOx glucosa oxidasa

HEPES acido N-hidroxietil piperazina-N’-2-etanosulfonico
HR humedad relativa

Jp densidad de corriente de pico
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MPS 3-mercapto-1-propanosulfonato

OWS espectroscopia de guias 6pticas

PAA é&cido poliacrilico

PDADMAC poli(dialildimetilamonio)

PE polielectrolito

PEI poli(etilenimina)

PEM multicapas de polielectrolitos

PSS poli(4-estirensulfonato de sodio)

Q carga faradica

q vector de transferencia de momento o vector de dispersion
QCM microbalanza de cristal de cuarzo

QCM-D microbalanza de cristal de cuarzo con disipacion
RE electrodo de referencia

rGO oOxido de grafeno reducido

rGO-FET transistor de efecto de campo a base de 6xido de grafeno reducido
S source

SEM microscopia electrénica de barrido

SPR resonancia de plasmones superficiales

VC voltametria ciclica

Vi potencial de Dirac

XPS espectroscopia fotoelectronica de rayos-X

XRR reflectometria de rayos X

a coeficiente de transferencia

I" recubrimiento superficial o concentracion superficial
AD disipacion

AE, diferencia de potenciales de pico anodico y catodico
Af cambios de frecuencia

AB desplazamiento del angulo de minima reflectividad

s © distancia de Debye en solucién



Capitulo 1

Introduccion y objetivos

“La ciencia, la técnica y la investigacion son la base de la salud, bienestar, riqueza, poder e
independencia de los pueblos modernos. Hay quienes creen que la investigacion cientifica es un
lujo 0 un entretenimiento interesante pero dispensable. Grave error, es una necesidad urgente,
inmediata e ineludible para adelantar. La disyuntiva es clara, o bien se cultiva la ciencia, la
técnica y la investigacion y el pais es préspero, poderoso y adelanta; o bien no se la practica
debidamente y el pais se estanca y retrocede, vive en la pobreza y la mediocridad.”

Bernardo A. Houssay
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1.1 Auto-ensamblados supramoleculares

El término Quimica Supramolecular fue introducido por primera vez en 1978 por Jean-Marie
Lehn - quien recibid el premio Nobel en 1987 por sus trabajos en esta tematica - y fue definido
como la quimica mas alla de la molécula.!”! Esta definicién significa que la quimica
supramolecular trata con las interacciones intermoleculares no-covalentes y con los ensamblados
moleculares. El término interaccién no-covalente incluye una gran variedad de interacciones
atractivas y repulsivas con distintos rangos de energia: i6n-ién, ién-dipolo, puente hidrogeno, -
7y Van der Waals entre otras.”! El pilar de la quimica supramolecular es la organizacion,
propiedad que se presenta en muchos sistemas bioldgicos y le permite a estos llevar a cabo
funciones especificas. Por ejemplo, moléculas simples como los lipidos se auto-ensamblan y
organizan en medio acuoso para formar sistemas ensamblados moleculares mas complejos como
micelas, bicapas y liposomas (Fig. 1.1). Las caracteristicas de auto-ensamblado y auto-
organizacion ha atraido a muchos cientificos al area de la quimica supramolecular para el
desarrollo de materiales con nuevas propiedades funcionales construidos a partir protocolos de
fabricacion simples.! Uno de los principales desafios se centra en el entendimiento de estas
interacciones para el disefio racional de sistemas supramoleculares complejos con tamarios y
propiedades especificos.

e
(7

y

" N

c.go.og\\k‘\'
SN

Figura 1.1 Sistemas supramoleculares (micelas, bicapas o liposomas) que pueden formar

espontaneamente los lipidos en solucidn acuosa.

En esta tesis nos centramos en auto-ensamblados supramoleculares interfaciales, es decir,

ensamblados espontaneos de componentes moleculares sobre superficies resultando en peliculas
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delgadas de varios componentes. A modo introductorio, proponemos al lector analizar el caso
paradigmaético de las monocapas autoensambladas, conocidas por la sigla SAMs (self-assembled
monolayers).B®! Las peliculas SAMs se forman durante la adsorcién de ciertas moléculas que
presentan grupos con afinidad quimica al sustrato y cadenas carbonadas de cierta longitud que
interactian entre si mediante interacciones de van der Waals. Un ejemplo ampliamente
estudiado son los alcanotioles, los cuales presentan un grupo tiol (-SH) que se une quimicamente
a superficies de Au, Ag y otros metales.””! Al sumergir un sustrato de Au en una solucién de
estas moléculas ocurre la adsorcion de las mismas. En un principio las moléculas se adsorben
desordenadamente sobre la superficie y con el tiempo se ordenan, dando lugar a monocapas

auto-ensambladas compactas (Fig. 1.2).

== e Au

N 0 ¢\ 9 Solucién de tiol

Nl -~

I Adsorcion

Figura 1.2 Proceso esquematico de la formacién de una monocapa auto-ensamblada de tioles

sobre un sustrato de Au.

1.2 Nanoarquitectonica: Auto-ensamblado supramolecular con ordenamiento a nivel molecular

En los ultimos 30 afios, muchos avances impresionantes han sido realizados gracias a la
nanotecnologia, la cual se ha convertido un pilar fundamental para el desarrollo de nuevos
materiales. Hoy en dia, una gran parte de los esfuerzos cientificos en la tematica de nuevos
materiales se enfocan en la generacion de funcionalidades que pueden ser exhibidas a través de
la interaccion mutua de nano-componentes estructurados, incluso cuando estas funcionalidades
no se encuentran presentadas en las unidades individuales. Estos materiales tienen como
requisito el ordenamiento a nivel molecular y macromolecular de los bloques (0 componentes)

de construccién (ver Fig. 1.3) y la funcionalidad resultante se observa por la interaccion de los
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nanocomponentes con un ordenamiento definido. Para expresar este nuevo enfoque
nanotecnologico, Aono y Ariga introdujeron el término “nanoarquitecténica” por primera vez
en el afio 2000 durante el 1° Simposio Internacional de Nanoarquitecténica utilizando

Suprainteracciones en Tsukuba, Japon.®

Nanoarquitectonica

Componentes moleculares
y macromoleculares

Figura 1.3. Representacion esquematica de las nanoestructuras que se pueden obtener a partir de

bloques de construccion moleculares y macromoleculares.

La nanoarquitecténica se basa en los siguientes principios:!”
i.  Nanomateriales o nanosistemas con funcionalidades confiables pueden ser construidos
mediante la organizacion de nanocomponentes
ii.  Las funciones no siempre se originan de los nanocomponentes individuales siendo que
su interaccion puede crear nuevas funcionalidades.
iii.  Funcionalidades inesperadas pueden emerger del ensamblado y organizacion de un gran

namero de nanocomponentes.

Los materiales nanoestructurados pueden ser generados a partir de técnicas bottom-up o top-
down.®® Las técnicas de fabricacion top-down han contribuido al gran éxito de la
nanotecnologia reciente, como se puede apreciar en los dispositivos ultrapequefios. Sin embargo,
es bien sabido que pronto las metodologias top-down encontraran limitaciones fisicas. Este es el
caso de la tecnologia con silicio donde el desarrollo de los dispositivos se veran limitados en

tamafio por limites fisicos impuestos por los haces UV, electronico o iénico. Por esta razon, la
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fabricacién de materiales con estrategias bottom-up gradualmente estd ganando importancia
frente a aquella con estrategias top-down.

Entre los métodos bottom-up, aquellos que se basan en la asociacion espontanea 0 auto-
ensamblado de atomos, moléculas, clusters o nanoparticulas estd tomando gran importancia.™
En general, la fuerza impulsora para el ensamblado espontaneo de micro- y nano-componentes
es a través de interacciones supramoleculares. Las técnicas de ensamblado supramolecular més
conocidas para la construccion de film delgados son el método de monocapas autoensambladas,

la técnica Langmuir-Blodgett y la técnica de ensamblado capa-por-capa.®%

1.3 Técnica de ensamblado capa-por-capa

El ensamblado capa-por-capa es una técnica de nanoconstruccion bottom-up, para la preparacion
de peliculas delgadas que se basa en la adsorcién alternada de macromoléculas. Este concepto
fue demostrado por primera por ller en 1996, y luego fue extensivamente estudiado por
Decher y Hong en el comienzo de los 90s para la construccion de films de polielectrolitos
mediados por interacciones electrostaticas.™®**! En esta técnica, se comienza con un sustrato
cargado, por ejemplo, carga positiva. Luego, el sustrato es sumergido en una solucién de un
polielectrolito (PE) de carga opuesta (anionico) durante aproximadamente 10-15 minutos. En ese
lapso el polimero se adsorbe en la superficie e invierte su carga superficial (como se aprecia en
la Fig. 1.4), caracteristica fundamental de esta técnica. Luego de remover el excedente mediante
un lavado, el sustrato (que en esta instancia se encuentra cargado negativamente) se sumerge en
una solucion de un polielectrolito cargado positivamente (catidnico) observandose nuevamente
la adsorcion e inversion de la carga superficial. EI excedente es nuevamente removido por un
paso de lavado. El proceso se puede repetir en forma secuencial hasta obtener una pelicula del
espesor deseado.
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Figura 1.4 A) Esquema del protocolo experimental para la construccidén de ensamblados capa-
por-capa. B) llustracion de la interfase luego de la adsorcién de polianiones y policationes. La
figura fue adaptada de la referencia 14.

Mientras ciertos sustratos presentan una carga superficial de forma natural (por ejemplo el vidrio
y los éxidos metalicos en general), otros requieren un tratamiento quimico. Para lograr una carga
superficial uniforme se pueden emplear tioles cargados para modificar metales nobles, silanos
para modificar silicio, videio o ITO (oxido de estano dopado con indio, un material conductor y
transparente en el visible) y pirenos funcionalizados con grupos cargados (aminas o sulfonatos)
para la modificacién de nanomateriales de carbono.

En la actualidad, el método de ensamblado capa por capa se ha transformado en una de las
herramientas mas importante para la modificacion de superficies. La lista de materiales
ensamblados incluye polielectrolitos,™ proteinas,*>®! enzimas,"*® micelas de moléculas
anfifilicas,*** nanoparticulas,’?*?? y practicamente cualquier macromolécula cargada. La
presencia de cargas electrostaticas en los bloques de construccion ha dejado de ser un
requerimiento, ya que se han preparado ensamblados multicapa basados en la formacion de
puentes hidrogeno, afinidad bioldgica, quimica de coordinacién, entre otros.[”®! Gran parte del
éxito del método capa-por-capa radica en la capacidad de controlar las propiedades de las
peliculas obtenidas mediante la eleccion de las variables del proceso (ej. concentracion de los
nanocomponentes, fuerza iénica, pH, temperatura, etc).*”) Otras ventajas importantes sobre el
resto de las técnicas de preparacién como el revestimiento por inmersion o por rotacién, son su

bajo costo, simplicidad y gran versatilidad.
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1.4 Propiedades fisicoquimicas caracteristicas de los ensamblados multicapa a partir de
materiales blandos

1.4.1 Fuerza impulsora en el auto-ensamblados capa-por-capa

Se encuentra bien estudiado que el proceso de auto-ensamblado capa-por-capa funciona debido
al fenomeno de sobrecompensacion de cargas: al adsorberse un polielectrolito no sélo se
compensa la carga de la superficie, sino que existe una sobrecompensacion.!?#?! Este fenémeno
es fundamental para posibilitar la adsorcién de la capa siguiente. A pesar de la tendencia
adoptada en la bibliografia de emplear el término “auto-ensamblado electrostatico”, la fuerza
impulsora para la adsorcién no es solo electrostatica sino también entréopica. Por un lado, se ha
demostrado mediante experimentos®®?" y teorial?®! que durante el proceso de auto-ensamblado
ocurre la liberacién de los contraiones y las moléculas de agua asociados a los grupos cargados
de los polielectrolitos resultando en una ganancia de la entropica resultante. Por otra parte,
algunos estudios mediante simulacion,?® sugieren que la presencia de interacciones hidrofébicas

es importante para el proceso de auto-ensamblado.

1.4.2 Estructura interna de los ensamblados

Las peliculas preparadas mediante el ensamblados multicapa a partir de polielectrolitos
presentan un amplio rango de contenido de agua, entre 20% y 70%, segun cual sea la naturaleza
quimica de los polielectrolitos, las condiciones de ensamblado, la carga de la ultima capa y el
electrolito en el medio acuoso.!?®3%32 se ha reportado que la estructura interna de una amplia
serie de films multicapa de polielectrolitos tipo (A/B), presenta bajo grado de orientacion y
alineamiento de los componentes constituyentes.m*%] Esto se debe a que los polielectrolitos de
cada capa interpenetran significativamente en las capas vecinas. En general, al ser estudiados
mediante reflectometria de rayos-X (XRR) o por reflectometria de neutrones (NR), estos films
no muestran picos de Bragg — lo que indica la falta de estructuracion.B*#! Siendo que un
namero de aplicaciones requiere la construccién de nanoarquitecturas interfaciales que presenten
grupos funcionales activos en ubicaciones y orientaciones precisas,®* ! la falta de verdadera
organizacion mesoestructural en ensamblados capa-por-capa podria ser una limitacion

importante en esta técnica.

1.4.3 Compensacién de cargas
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Los trabajos de Schlenoff y colaboradores, basados en experimentos con polimeros e iones
marcados radioactivamente,*! demuestran que en el interior del film multicapa ocurre una
compensacion de carga exclusivamente entre polielectrolitos. Esta compensacion se la denomina
compensacion intrinseca de cargas y se refiere a la situacion donde cada uno de los grupos del
polianion se encuentra formando una union idnica con un grupo del policatién. La situacion
opuesta es la compensacion extrinseca de cargas donde la carga electrostatica de algunos grupos
unidos a los polimeros es compensada por iones mdviles. En ciertas condiciones, como la
inmersién de la pelicula en una solucion de alta fuerza ionica, los pares polianion/polication se
disocian y las cargas de los polielectrolitos pasan a ser compensadas extrinsecamente. Este
fenémeno puede expresarse en forma cuantitativa en términos de un equilibrio quimico.***¥! La
ruptura de los enlaces polianién/polication debilita la estructura interna de la pelicula,
produciendo un aumento de espesor y pudiendo llegar finalmente a la disolucién de la

pelicula.*¥

1.5 Ensamblados multicapa electroactivos y bioactivos

La excepcional versatilidad de la técnica capa-por-capa permite la inmovilizacién de una larga
variedad de componentes funcionales, como polimeros redox y conductores, y biomoléculas,
como proteinas y enzimas, sobre superficies. Esto ha resultado en el desarrollo de numerosas
plataformas para aplicaciones de sensores, catalisis y energia.l****! Schlenoff y colaboradores
fueron los primeros en demostrar que el uso del método capa-por-capa puede ser empleado para
la fabricar electrodos con polimeros electroactivos, teniendo un control sobre el espesor, la

composicion interna y la carga superficial de la pelicula.[46]

Estos autores construyeron
ensamblados multicapa basados en poli(butilviologeno) y poli(estirensulfonato) (Fig. 1.5 a).
Luego, Calvo y colaboradores prepararon un biosensor mediante el autoensamblado alternado de

glucosa oxidasa (GOx) y una poli(alilamina) derivatizada con ferroceno (Fig. 1.5 b).[®!
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Figura 1.5 Representacion esquematica de ensamblados multicapa electroactivos vy
bioelectroactivos. a) Peliculas electroactivas construidos a partir de poli(butilviologeno) y
poli(estirensulfonato). b) Peliculas bioelectrocataliticas de poli(alilamina) derivatizada con

ferroceno y glucosa oxidasa. Las figuras fueron adaptadas de las referencias 46 y 18.

Los trabajos de Schlenoff y Calvo fueron sucedidos por numerosos ejemplos de peliculas
electroactivas y bioelectroactivas ensambladas capa-por-capa. La mayor parte del trabajo

experimental sobre estos sistemas se ha centrado en la preparacion de biosensores

5, 384750 gypercapacitores® 'y dispositivos electroresponsivos como peliculas

[53,54]

enzimatico

(52] En el primer caso, una estrategia ampliamente

electrocromicas y electrosolubles
utilizada es mediante el uso de cuplas redox, tales como ferroceno, que transfieren carga por un
mecanismo de electron hopping.[*®! También fueron reportados biosensores electroquimicos que
no requiere el uso de centros redox para cablear la enzima incorporada sobre la superficie

sensora.®®>®"1 Este es el caso del trabajo de Xu et al., reportado en el afio 2005, quienes

24



desarrollaron biosensores de lactato a partir de la integracidn capa-por-capa de la enzima lactato

oxidasa y nanoparticulas de MnO, sobre la superficie de un transistor de efecto de campo

sensitivo a iones, conocidos por la sigla ISFET (Fig. 1.6).°*

Sustrato de silicio

@ lanoparticulas x4 1op A polielectrolito
hnCiz

Fig. 1.6 Estructura del ensamblado capa-por-capa de lactato oxidasa (LOD) y nanoparticulas de

MnO; sobre la superficie de silicio del ISFET. La figura fue adaptada de la referencia 55.

Una condicién fundamental para la elaboracién de biosensores es emplear una estrategia de
inmovilizacion que asegure la preservacion que las propiedades funcionales de la biomolécula.
Por ejemplo, la inmovilizacién de enzimas mediante uniones covalentes puede dafar el plegado
de su estructura nativa, resultando en una disminucién de la actividad catalitica.®®*% En este
sentido, la técnica de ensamblado capa-por-capa ha demostrado bajo ciertas condiciones poder
preservar la actividad catalitica de ciertas enzimas, alcanzando valores similares al que presenta

la enzima en solucién, 2%

1.6 Supraparticulas auto-ensambladas

Recientemente ha habido un gran progreso en el auto-ensamblado the arquitectura altamente
organizadas en tres dimensiones, en las cuales el equilibrio entre las interacciones (no-
covalentes) repulsivas y atractivas tiene un rol importante en el auto-ensamblado y la auto-
organizacion de los nanocomponentes que la componen.®*®2 por ejemplo, bajo las condiciones
correctas, las nanoparticulas se pueden agregar entre ellas para formar estructuras de tamafio
definido y dispersas, que son conocidas como supraestructuras o supraparticulas. En esta area,
los trabajos de Kotov y colaboradores han impulsado importantes avances en el disefio racional
de supraparticulas basadas en el auto-ensamblado auto-limitado de nanoparticulas.®*% Los

autores demostraron que en presencia de fuerzas competitivas (fuerzas atractivas frente a fuerzas
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repulsivas), los procesos de auto-ensamblado auto-limitado de nanoparticulas poco uniformes
pueden resultar en supraparticulas ordenadas y con alto grado de uniformidad. Estos
descubrimientos marcaron una profunda desviacién con respecto a nociones y practicas previas
del auto-ensamblado en la ciencia de materiales. Esta estrategia no solo ofrece composicion y
control en la mesoescala de los materiales coloidales auto-ensamblados, en una forma
reproducible y con alto potencial escalabilidad, sino también promete catalizar el desarrollo de
nuevos materiales coloidales funcionales para tecnologias avanzadas y aplicaciones
especificas.[®*®" La figura 1.7 muestra ejemplos extraidos de la literatura de supraestructuras

formadas a partir de diferentes bloques de construccion inorganicos y organicos.
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Figura 1.7 a) Auto-ensamblado de nanoparticulas de CdTe en supraparticulas esféricas e
uniformes. b) Aglomeracién de nanoparticulas de oro y hemoglobina a baja (izquierda) y alta
(derecha) concentracion de proteina. c¢) Etapas del ensamblado a alta temperatura de
nanoparticulas de ZnSe terminando en coloides de nanotubos. d) Coloides mesoporosos libre de
surfactantes preparados a partir de nanocristales del grupo del platino mediante la
coprecipitacion sobre microparticulas de plata. €) Mecanismo de crecimiento para la formacion
de supraparticulas de oro sintetizadas por la estrategia semilla. La figura fue adaptada de las

citas 63, 69, 70, 73 y 69 respectivamente.

El control sobre los parametros de composicion, dimension y morfologia de las supraparticulas
auto-limitadas en tamafio requiere una cuidadosa evaluacion de las fuerzas involucradas en el
proceso de ensamblado. Estudios experimentales y tedricos previamente publicados describen en

detalle el mecanismo de formacién de esta clase de sistemas.[®*®*®% De forma general, el
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proceso de ensamblado esta gobernado por un delicado balance entre las interacciones atractivas
y repulsivas, y el crecimiento supraparticular cesa cuando las fuerzas repulsivas entre las
supraparticulas formadas y los nanoprecursores iguala a las fuerzas atractivas. EIl hecho de que el
crecimiento de estos sistemas esté controlado termodindmicamente, hace que las supraparticulas
resultantes tengan un alto grado de uniformidad y que sus propiedades puedan ser tuneadas
mediante la modificacion de la temperatura,l'® fuerza i6nica®™ y pHI y la presencia de
ligandos especificos en el medio de preparacion.’#”®l En esta tesis nos enfocaremos en la
construccién de biosupraparticulas formadas a partir de enzimas y lectinas para su posterior

auto-ensamblado sobre superficies para la construccion de interfases biocataliticas.

1.7 Biosensores

1.7.1 Conceptos generales: Elemento transductor y elemento de reconocimiento

La demanda de la sociedad por la determinacion en forma inmediata de sustancias que tienen
relacion con la salud o con el medio ambiente ha impulsado un fuerte desarrollo en el estudio de
nuevos dispositivos capaces de realizar determinaciones en tiempo real. Estos dispositivos son
denominados sensores y para algunas aplicaciones son elementos de rutina desde hace décadas.
Un sensor es, basicamente, un dispositivo capaz de transformar un cambio fisico o quimico en

una sefial eléctrica procesable.!’

Muestra Sensor Respuesta

Elemento de

i reconocimiento

o> T
Elemento
é transductor

Interface

Figura 1.8 Esquema de las partes que conforman un sensor.
Los sensores quimicos contienen basicamente dos unidades funcionales: un elemento de
reconocimiento y un transductor. El elemento de reconocimiento le otorga selectividad a una

determinada especie quimica y la informacion quimica obtenida se convierte en una forma de

27



energia que puede ser medida por el transductor. El elemento de reconocimiento puede estar

basado en diferentes principios:

i) Principios fisicos, donde no se lleva a cabo una reaccionquimica. Ejemplos tipicos sonlos
sensores basados en la medicion del cambio de absorbancia, el indice de refraccion, la
conductividad, la temperatura o la masa.

i) Principios quimicos, en los que una reaccién quimica con la participacién del analito da
lugar a la sefial analitica. Como ejemplos podemos mencionar la reduccién de una especie
(como en el caso del sensor de oxigeno) o una reaccién de reconocimiento. Cuando la
reaccion quimica involucra un proceso o una especie de origen bioldgico, entonces el
elemento de reconocimiento se basa en un principio bioquimico. En este caso los
dispositivos son llamados biosensores, y pueden considerarse como un subgrupo de los
sensores quimicos.

El elemento transductor permite transformar el evento fisico-quimico producido (luz, calor,

intercambio de electrones) en una sefial analitica util. El transductor, como tal, no muestra

selectividad.[

La IUPAC define al biosensor como un dispositivo capaz de proporcionar una informacion

analitica especifica cuantitativa o semicuantitativa, utilizando un receptor o elemento de

reconocimiento biolégico que estd en contacto directo con el elemento transductor. Los
biosensores pueden diferenciarse en funcion de los elementos bioldgicos de reconocimiento
utilizados. Estos pueden ser: organismos, tejidos, células, membranas, enzimas, anticuerpos, etc.

Asimismo, pueden tener varios sistemas enzimaticos acoplados que sirven para la amplificacion

de la sefial.

Los biosensores se pueden clasificar, de acuerdo con el principio defuncionamiento del

transductor, en dispositivos Opticos, electroquimicos, eléctricos, magnéticos, termométricos,

dispositivos sensibles a cambios de masa, etc. En el marco de esta tesis son importantes los
dispositivos electroquimicos, que transforman la interaccion entre analito y electrodo o material
semiconductor en una sefial util. Dentro de esta clase de sensores, nos interesan en particular los
sensores voltamperometricos, que abarcan a los dispositivos amperométricos, y los sensores que
utilizan transistores de efecto de campo como elemento transductor. Los sensores basados en
técnicas electroquimicas presentan la ventaja de que el cambio fisicoquimico que se produce

genera de por si una sefial eléctrica que es facilmente convertida en una sefial digital.!™
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El reconocimiento de moléculas o grupos de moléculas particulares constituye un proceso
fundamental en el funcionamiento de los sistemas biol6gicos. La naturaleza ha desarrollado un
amplio conjunto de biomoléculas o estructuras biomoleculares que muestran una gran
selectividad en el reconocimiento de alguna propiedad particular de una determinada molécula
de entre un conjunto o una mezcla de ellas. Este fenbmeno de reconocimiento selectivo de
especies obviamente puede ser aprovechado con fines analiticos para el disefio y construccion de
sensores. Idealmente, los dispositivos de este tipo deben responder continua y reversiblemente al
analito de interés sin perturbar la muestra, eliminando asi la necesidad de su pretratamiento e

incluso de su recoleccion.[”

1.7.2 Transistores de efecto de campo a base de grafeno

Los transistores de efecto de campo producidos con nanomateriales semiconductores han
demostrado capacidades sobresalientes como transductores para la deteccion de moléculas sin la
necesidad del uso de marcadores.’M"8 Un transistor de efecto de capo (FET, del inglés field-
effect transistor) es un dispositivo electrénico con al menos tres terminales (source, S, drain, D,
y gate, G) donde la conductividad entre los terminales S y D puede ser modulada aplicando una
diferencia de potencial entre G y S (V). El efecto del potencial aplicado V4 es cambiar la
concentracidon de portadores de carga (electrones o “huecos”) del material semiconductor y esto
impacta en la corriente que fluye entre los terminales D y S. En la figura 1.9 se esquematiza un
transistor de efecto de campo de juntura (JFET) generado por la juntura de materiales
semiconductores p y n. Si bien los primeros intentos del desarrollo dispositivos transistores
comenzaron en 1920, recién en la década de 1950 fueron construidos exitosamente los primeros
transistores del tipo JFET por Dacey y Ross.l”® Luego, en el afio 1959, fueron inventados los
transistores de efecto de campo metal-6xido-semiconductor (MOSFETs) que ampliamente

sustituyeron a los JFET en el campo de la electrénica.
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Figura 1.9 Esquemas de transistores de efecto de campo de distinta clase: de juntura (JFETS), de
metal-6xido-semiconductor (MOSFETS), de materiales organicos (OFETS) y basados en grafeno
(GFETS).

En cuanto al campo del biosensado, la incorporaciéon de FETs como elementos transductores ha
generado importantes avances para el sensado ultrasensible, libre de marcadores, en tiempo real
y de bajo costo.®’® En las Gltimas dos décadas, se han utilizado una amplia variedad de
materiales con propiedades de efecto de campo para el desarrollo de biosensores. La Fig. 1.10
evidencia el creciente interés de la comunidad cientifica para el desarrollo de biosensores
utilizando estos transductores. Entre los mas destacados se encuentran los transistores basados
en selectividad de iones (ISFETSs), nanocables de materiales semiconductores como silicio o
oxido de zinc (NWFETSs), materiales organicos semiconductores (OFETS) nanotubos de carbono
(CNFETSs) y grafeno (GFETSs). Los fundamentos y caracteristicas de cada clase de FET se

encuentran descritas en articulos publicados recientemente. %83
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Figura 1.10 Historial del nimero de trabajos cientificos publicados por afio filtrados en la

plataforma Scopus con las palabras “biosensors” y “field-effect transistors”.

Aunque cada material retne diferentes propiedades, a partir de una comparacion critica del
desempefio de los FETs en biosensado se ha encontrado que, en general, aquellos construidos a
base de grafeno presentaron los mejores resultados en términos de limite de deteccion,
sensibilidad y estabilidad quimica.® Es por esto que en la presente tesis nos hemos enfocado al
uso de los GFETs como elemento transductor para el desarrollo de dispositivos bioelectronicos.
El primer transistor de efecto de campo basado en grafeno fue construido y estudiado por K.
Novoselov y A. Geim,®#1 quienes han recibido el premio nobel de Fisica en el 2010 por dichos
aportes cientificos. Afios después, se comenzo a utilizar estos dispositivos para el desarrollo de
biosensores de una amplia variedad de analitos: desde iones y biomoléculas pequefias hasta
proteinas, antigenos y ADN (ver Figura 1.11). En el capitulo “materiales y métodos” se

profundiza en el funcionamiento de los GFETS, sus propiedades y mecanismos de sensado.

CAPA DE
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Figura 1.11 llustracion de sensores biolégicos y quimicos basados en dispositivos GFETSs.
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1.8 Objetivos

En esta tesis exploraremos la relacion entre las caracteristicas nanoarquitectonicas de peliculas
delgadas formadas mediante auto-ensamblados supramoleculares y sus propiedades funcionales.
En particular nos centraremos en el estudio de sistemas interfaciales construidos mediante la
técnica de ensamblado capa-por-capa que puedan tener aplicacion en el area del biosensado.
Para esto se explorara la incorporacion de distintas moléculas a las arquitecturas interfaciales:
surfactantes, polielectrolitos y proteinas (lectinas y enzimas). Se estudiard la influencia que
tienen las caracteristicas estructurales de los ensamblados en sus propiedades funcionales para
dos clases de dispositivos transductores: i) transductores amperométricos, donde la respuesta
electronica se basa en procesos faradaicos entre el electrodo y la interfase. ii) transistores de
efecto de campo a base de grafeno donde la respuesta del sensor se basa en deteccion de cambios
fisicoquimicos no-faradicos como cambios de pH y fuerza idnica.

A lo largo de esta tesis se trabajara en los siguientes objetivos:

Capitulo 3: Estudiar el uso de surfactantes como agentes mesogénicos en los sistemas capa-por-
capa para la generacion de peliculas “blandas” que posean estructura interna con alto grado de
organizacion en la escala meso- y nano-métrica.

Capitulo 4: Estudiar la incorporacion de surfactantes redox en ensamblados multicapa para la
formacion de peliculas delgadas con alto grado de organizacion interna y con propiedades
electroactivas.

Capitulo 5: Explorar la construccion de interfases biofuncionales a partir del auto-ensamblado de
biocoloides de lectinas y glicoenzimas de tamafo auto-limitado.

Capitulo 6: Estudiar las propiedades que resultan del ensamblado capa-por-capa de
polielectrolitos sobre transistores de efecto de campo a base de grafeno para extender su rango
de sensibilidad interfacial.

Capitulo 7: Desarrollar plataformas con la capacidad de biosensar urea construidas a partir del
ensamblado capa-por-capa de polielectrolitos y enzimas sobre transistores de efecto de campo a

base de grafeno.
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Capitulo 2

Materiales y metodos

“;Trabajo va a tener el enemigo para desalojarme a mi del campo de batalla! El territorio de

mi estrategia es infinito, y se puede fatigar, desconcertar, desarmar y aniquilar al adversario,
obligandolo a recorrer distancias inmensurables, a combatir sin comer, sin beber, ni tomar
aliento, la vida entera, y cuando se acabe la tierra, a cabalgar por los aires sobre corceles
alados, si quiere perseguirme por los campos de la imaginacion y del ensuefio. Y después, el
enemigo no puede renovar su gente, por la fuerza o por el interés, que no resisten mucho
tiempo, y entonces, o se queda solo, o se pasa al amor, y es mi conquista, y se rinde con armas y

bagajes a mi ejercito invisible e invencible.’

Joaquin V. Gonzalez
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2.1 Microbalanza de Cristal de Cuarzo

La Microbalanza de Cristal de Cuarzo (QCM, por sus siglas en inglés: Quartz Crystal
Microbalance) permite detectar la masa adsorbida sobre una superficie.™ Este método esta
basado en las propiedades piezoeléctricas que presentan algunos materiales y que involucra la
deformacion de los mismos al aplicarles una diferencia de potencial. En QCM se emplea un
cristal delgado de cuarzo con un electrodo metélico en cada uno de sus caras. La aplicacion de
una tension eléctrica oscilante sobre un cristal de este material produce una deformacion
periodica en su estructura cristalina presentando una frecuencia de oscilacion caracteristica, es
decir una frecuencia de resonancia. Al depositar cualquier material sobre la superficie del cristal
de cuarzo, esta frecuencia de resonancia varia, y la magnitud de esta variacion es la sefial que se
utiliza para detectar cambios de masa sobre su superficie. En el caso de una pelicula acoplada
rigidamente, existe una relacion lineal entre su masa y la frecuencia de resonancia del cristal.

Af = —

2f2Am
UgPqA

Ec.21

donde Af es el cambio de frecuencia medido, fo la frecuencia resonante fundamental del cristal
de cuarzo, m la masa de la pelicula, A el area activa piezoeléectrica, pq la densidad de cuarzo
(2.648 g cm™®) y 4 el mddulo de corte del cuarzo de corte AT (2.947 x 10* g cm™ s?). Esta
ecuacién, conocida como ecuacion de Sauerbrey, relaciona los cambios en la frecuencia
resonante Af con los cambios de masa adsorbida Am, por unidad de area A. La ecuaciéon de
Sauerbrey vale si la capa adsorbida esta acoplada rigidamente al cristal, es decir Af << fy, en
este caso la onda aclstica se propaga a igual velocidad en ambos medios.”®! En caso de no
cumplirse la ultima condicion, es necesario considerar el espesor y las propiedades viscoelasticas
de la pelicula. Los sistemas estudiados en esta tesis cumplen con la condicion de capa rigida y

por lo tanto se empled la ecuacidn de Sauerbrey para la estimacién de la masa adsorbida.

Instrumentacion

Para las mediciones del capitulo 3 se emple6 en una balanza modelo QCM200 (Standford
Research Systems, Fig. 2.1). Este equipo se basa en aplicar un voltaje sinusoidal generado por
un oscilador de control de tension. La adquisicion y andlisis de los datos se realizé empleando un

software con que es provisto el instrumento. Se emplearon cristales de cuarzo de corte AT, de
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frecuencia resonante 5 MHz y 25.4 mm de diametro comprados a Standford Research Systems.

Los valores de frecuencia fueron obtenidos luego de secar el material adsorbido.

Figura 2.1 Setup de la microbalanza de cristal de cuarzo QCM200.

Por otra parte, las mediciones de microbalanza de cristal de cuarzo del capitulo 4 se realizaron
utilizando una QCM con respuesta de disipacion (QCM-D) modelo QSense Explorer (Fig. 2.2).
La técnica QCM-D permite monitorear no solo la frecuencia de resonancia sino también la
respuesta de la energia de disipacion de los sensores. La energia de disipacion (D) de la
oscilacion de un sensor evidencia las caracteristicas visco-elasticas del film adsorbido sobre el
cuarzo.[*® Para medir D, se monitorea la respuesta de un sensor libre luego de ser oscilado en su
frecuencia de resonancia. Esto permite saltar entre las frecuencias fundamentales y los

sobretonos, que proporciona informacion adicional del sistema en estudio.

Figura 2.2 Arriba: Microbalanza de cristal de cuarzo QSense Explorer. Abajo: Celda para
realizar experimentos de microbalanza de cristal de cuarzo con control electroquimico (EQCM)
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En el capitulo 4 también se realizaron experimentos de microbalanza de cristal de cuarzo con
control electroquimico (EQCM) que permiten determinar la masa de la pelicula al ser sometida a
una perturbacion electroquimica.*® Para ello, se emplea una celda que expone una de las caras
del cristal a la solucion electrolitica. El contacto metalico en esa cara actia como electrodo de

trabajo.

2.2 Dispersion dinamica de luz

La técnica de dispersiéon dinamica de luz laser (DLS, por sus siglas en inglés: Dynamic Light
Scattering) es normalmente utilizada para determinar el perfil de distribucion del tamafio de
pequefias particulas en suspension o polimeros en solucién.*”! DLS también permite determinar
las poblaciones existentes en una muestra con multiples tamafios de particulas. Debido a la
dependencia del tamafio de particula con la intensidad de dispersion de luz, la agregacion de
particulas o la asociacion de diferentes macromoleculas se pueden monitorear facilmente con la
técnica DLS. La intensidad de dispersién de luz de una molécula es proporcional al cuadrado del
peso molecular, por lo tanto, esta técnica es muy sensible a la aparicion de formas asociadas o
agregadas de las particulas.*™ DLS también es muy sensible a la presencia de impurezas, ain a
bajas concentraciones, es por ello que es fundamental que las muestras sean purificadas por
filtracion o centrifugacién para eliminar el polvo y otros interferentes de la solucion.

En una medida DLS, la fuente de luz laser incide sobre las particulas de la muestra que dispersan
la luz en diferentes direcciones, siempre y cuando las particulas sean pequefias comparadas con
la longitud de onda (dispersion de Rayleigh). La intensidad de dispersion fluctia de acuerdo al
movimiento Browniano, el movimiento aleatorio de las particulas en el solvente.”*? El analisis
de la intensidad de estas fluctuaciones permite estimar el coeficiente de difusion translacional
(D) de la particula que se relaciona con el tamafio de la misma mediante la ecuacion de Stokes—

Einstein:%

_ kpT

= emnd, Ec. 2.2

donde D es el coeficiente de difusion translacional (m? s™); kg es la constante de Boltzmann
(1.38 x 10 N 'm K™, T la temperatura absoluta (K), y 1 la viscosidad del liquido (N s m™) en

el que se mueve la particula y dy es el diametro hidrodinamico (m).
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Las particulas pequefias se mueven rapidamente y las particulas grandes se mueven mas
lentamente. Si la fuente de luz es un laser, y por lo tanto es monocromético y coherente,
entonces se observa una fluctuacion en funcion del tiempo en la intensidad de dispersion (Fig.
2.3). Estas fluctuaciones se deben al hecho de que las pequefias moléculas en solucion estan
experimentando el movimiento browniano y por lo tanto la distancia entre los elementos
dispersores de la solucién esta en constante cambio con el tiempo. Esta luz dispersada luego se
somete a la interferencia constructiva o destructiva de las particulas de los alrededores y esta
fluctuacién de la intensidad proporciona informacion sobre la escala de tiempo del movimiento

de los dispersores a partir de los cuales se puede obtener informacién sobre su tamafio.

Fluctuaciones en la Funcién de Tamafio de particula
dispersién de luz autocorrelacién (FAC)
g | , i G2
2 III" P\I w w M’WJ' Particulas \ A
E i ‘I Al ( |||u| .\.,“-“'il pequeﬁas
= ’\' W\ H‘ i |
l [
‘ tiempo tiempo de correlacién Diametro hidrodinamico
k] Particulas _ Rl
£ grandes | | |
= 1]
tiempo tiempo de correlacion Diametro hidrodinamico
3 t‘n oA ParthliIas , N 9 G2n(7)
3 '“f ' “"” W\ f"‘ pequefias + | -
s b k‘ W "va grandes | | |
=7y Al itk
tiempo tiempo de correlacion Diametro hidrodinamico

Figura 2.3 Representacion esquematica de las distribuciones a las que dan origen particulas de
diferentes tamafos.

Instrumentacion

El estudio de DLS se realizé utilizando un equipo Malvern Zetasizer ZS que tiene un laser de
633 nm He-Ne y un arreglo de deteccion optico backscattered con el detector ubicado a 7° con
respecto al haz de luz incidente. Este equipo permite determinar didmetros en el siguiente rango:

0.3 nm — 10 um. Se utilizaron celdas de poliestireno descartables para realizar las medidas con
un control de temperatura seteado a 25 °C.
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2.3 Espectroscopia de Fotoelectrones Emitidos por Rayos X (XPS)

La Espectroscopia de Fotoelectrones Emitidos por Rayos X (XPS) es una técnica que se basa en
el fendomeno de fotoemision. Al irradiar la muestra con fotones, estos pueden ser absorbidos por
los electrones en la misma. Si la energia del foton es mayor que la energia de unién de los
electrones, estos ultimos seran expulsados del material. En XPS se emplean rayos X para irradiar
la muestra, cuya energia es suficiente para emitir fotoelectrones de los orbitales mas cercanos al
nicleo. La energfa cinética de los electrones foto-emitidos es:[**!

Exy = hv — Egg — g Ec. 2.3
Donde /v es la energia del foton; Egg es la energia de union del orbital molecular desde donde el
electron fue emitido y ®s es la funcién trabajo del espectrofotometro. La energia de unién es
caracteristica del atomo de origen, lo que permite realizar un andlisis quimico de un film. La
probabilidad de escape del fotoelectron decae exponencialmente como z/L donde z es la
posicion donde se origina el fotoelectrén medida desde la superficie y L es el camino libre
medio inelastico (del orden de algunos pocos nm). Por lo tanto, esta técnica esta restringida a
estudiar los primeros nanometros desde la superficie. La energia de unién del fotoelectron puede
dar informacion sobre el estado quimico del 4&omo de origen, dado que al formarse uniones
quimicas se redistribuye el potencial electrostatico afectdndose la energia de los orbitales
cercanos al nucleo. Mediante la integracion del area de los picos, es posible cuantificar las
relaciones entre los elementos presentes, en general, con una precision del orden del 10%. Esta
area debe normalizarse por un factor de sensibilidad que depende del orbital y atomo de origen y

que esta dominado por la seccion eficaz de fotoionizacion.

Instrumentacion

Se utiliz6 un espectrofotometro SPECS SAGE HR 100 empleando una fuente de rayos-x de Mg
Ka (1253.6 eV) operando a 12.5 kV y 10 mA. La presion de operacion fue 8 X 108 mbar.
Analisis cuantitativos de los espectros fueron realizados utilizando el software CasaXPS de Casa
Software Ltd. (http://www.casaxps.com/), empleando lineas de base del tipo Shirley y funciones
tipo Gaussianas/Lorentzianas. Los espectros fueron calibrados seteando la energia de enlace Cls
alifatico a 284.6 eV.™*?!

2.4 Dispersion de rayos-X a bajo angulo con incidencia rasante (GISAXS)
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La técnica de dispersion a bajo angulo con incidencia rasante (GISAXS, Grazing Incidence
Small Angle X-Ray Scattering) es una herramienta versatil utilizada en la caracterizacion
estructural (en la nano-escala) de superficies y peliculas delgadas depositadas sobre sustratos.™*
21 En la figura 2.4 se muestra la configuracién tipicamente utilizada en un experimento
GISAXS. Un haz de rayos-X incide con un angulo o; (en el orden del angulo critico del material)
sobre una pelicula delgada depositada sobre la superficie de un sustrato. K; representa al vector
de onda del haz incidente. Al interaccionar con la superficie, los rayos-X son dispersados,
constituyendo el vector de onda Ky, en la direccion establecida por los angulos af (formado
respecto al eje X, en direccion al eje z, en el plano xz) y 26; (4ngulo formado respecto al eje X,
en direccion a al eje y, perpendicularmente al plano xz). El patrén de dispersion formado en
estas condiciones es detectado mediante un detector bidimensional localizado sobre el horizonte
de la muestra (plano xy) de forma perpendicular a este. En general, una pequefia placa metéalica
llamada “beam stopper” €s utilizada sobre el detector para detener al haz directo y a la reflexion
especular, eventos que por su intensidad pueden saturar o dafiar al detector. En un experimento
GISAXS, el angulo de incidencia se mantiene fijo mientras se determina el patrén GISAXS
bidimensional (2D).

tdetector

' beam-stopper

haz de rayos-X I
incidente

X  sustrato

N

pelicula multicapa

Figura 2.4 Representacion esquematica de la caracterizacion de una pelicula delgada mediante
la técnica GISAXS

En estas condiciones, la dependencia angular en la direccion lateral (paralela a la superficie,
siguiendo a 26r) queda definida a través del vector de scattering gy mientras que en la direccion
perpendicular a la superficie a traves de g,. Las contribuciones en gy, dan cuenta de las

caracteristicas nanométricas en la dimension lateral de la superficie, y pueden ser pensadas como
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un proceso de dispersion a bajo angulo tipico (es decir, en primera aproximacion como si fueran
un perfil SAXS derivados de inhomogeneidades en la densidad electronica). Por otro lado, las
contribuciones en g, tienen su origen en las caracteristicas en la direccion normal a la superficie.
Informacién importante puede ser derivada del andlisis de los cortes en determinadas
direcciones.***! Como ejemplo, en sistemas con estructura interna lamelar (oscilaciones de la
densidad electrénica en una sola direccion) depositados sobre sustratos sélidos, la estructura
puede ser determinada a través de la técnica GISAXS. En dichos sistemas, el factor de estructura
(S(q)), el cual estd relacionado con el periodo de la estructura lamelar, tendra un rol
preponderante en el patron GISAXS y al ser estructuras periodicas generan difraccion con
patrones bien marcados. Como puede observarse en la figura 2.5, la forma y localizacion de los
patrones dependera de la orientacion de los sistemas lamelares respecto del sustrato. Si las
lamelas se orientan de forma perpendicular al sustrato (es decir, la oscilacion de la densidad
electronica es perpendicular al plano del sustrato) una serie de lineas paralelas a la direccion del
beam stopper serdn observadas. Para este caso, la distancia entre lamelas o periodo lamelar
(Diam) podra ser calculado a partir del valor de gy, de los patrones de difraccion:
Digm = 2m/qy, Ec.2.4

Cuando las lamelas se orientan de forma paralelas a la superficie del sustrato, diversas lineas de
gran intensidad apareceran de forma perpendicular a la direccién del beam stopper. En este caso,
el patrén de difraccion sigue la ecuacion:?!

2

q,; = 27” sen(oy) + |sen?(acp) + [Dm—k + \/56712(011) — sen?(acp) Ec. 2.5
lam

Por ultimo, dominios lamelares sin direccion preferencial (multiorientados) presentaran semi-
anillos difusos en el patron GISAXS debido a la contribucion del periodo lamelar en todas las

direcciones (imagen central en la figura 2.5).
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Patrones de dispersion

“Beam Stopper”

|
BeBeBem——
I susmro
Lamelas orientadas Lamelas Lamelas orientadas

paralelamente multiorientadas  perpendicularmente

Figura 2.5 Patrones GISAXS (arriba) correspondientes a sistemas lamelares con distintas
orientaciones respecto del sustrato (abajo). Tanto los patrones GISAXS, como las estructuras
lamelares son representaciones idealizadas. Las regiones azul y amarillo representan zonas de

distinta densidad electronica en la estructura lamelar.

Instrumentacion

Las medidas GISAXS fueron realizadas en la linea XRD2 en el Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS, Fig. 2.6) en Campinas, Brazil. Se utilizdo un haz monocromatico de 8 keV (A
= 1.5497 A). Las rendijas fueron ajustadas para obtener un haz de 2 mm de ancho y 0.1 mm de
alto. La deteccion de los patrones de dispersion fue llevada a cabo con un detector Pilatus 300 k
(DECTRIS Ltd.) con un tamaio de pixel de 0.172 mm x 0.172 mm y ubicado a 601 mm de la
muestra. Los films estudiados fueron preparados sobre sustratos de Si (100) y el tiempo de
exposicion fue de 60 segundos. De forma de maximizar la informacidén proveniente de la
estructura interna del film, un angulo de incidencia de ao; = 0.20° fue elegido, angulo que se
encuentra entre el angulo de reflexion total del film polimérico, acp = 0.1°, y del sustrato de Si,

Oc,si = 0.22°.
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Figura 2.6. Arriba: Fotografia panoramica del Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS,
Campinas, Brasil). Abajo: Linea XRD2 utilizada para realizar los experimentos GISAXS, donde

se aprecia la muestra, el gofiiometro y el detector.

El anélisis de datos fue realizado utilizando el software FITGISAXS.?? Con este software se
realizaron cortes de los patrones de dispersion (llamado también perfiles de dispersién) a lo
largo del eje gy a un valor de g, = 0.21 nm™ y con un ancho de corte de Aq, = 0.13 nm™, y
tambiéen a lo largo del eje g, a a un valor de gy, = 0.16 nm™ con un ancho de corte de Aqy = 0.13
nm™. Los perfiles de dispersién fueron fiteados con funciones gaussianas de donde se obtuvo la
posicion del pico (gp) y la anchura a media altura (FWHM). A partir de estos parametros se
obtuvo la distancia entre lamelas (Djam) utilizando las ecuaciones descritas anteriormente.
Ademas, informacidn cualitativa de la fase estructural predominante es posible obtener mediante

la comparacion de FWHM. !

2.5 Técnicas electroquimicas

De todas las técnicas instrumentales empleadas en la presente tesis las técnicas electroquimicas
son seguramente las més antiguas, conocidas y versatiles. Se utilizaron en particular técnicas
electroguimicas de potencial controlado que se basan en estudiar el flujo de carga eléctrica entre
el electrodo y un circuito externo. Este flujo ocurre debido al intercambio de electrones entre una
especie molecular y el electrodo (proceso Faradico o redox) y/o a la redistribucion de cargas

eléctricas en la cercania del electrodo, producida por cambios en la distribucién de las moléculas
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cargadas o en la orientacidn de los dipolos eléctricos (procesos no Faradicos o capacitivos). En
general son de facil implementacion y el instrumental asociado a las mismas es relativamente
econémico. Existe a disposicion de los interesados un gran ndmero de obras que explican con
profundo detalle los fundamentos de las técnicas electroquimicas, entre las mas conocidas se

encuentran las de Bard y Faulkner™®y la de Sawyer et al.!*¥

Conceptos generales

Una reaccion de electrodo es una reaccion interfacial que necesariamente involucra un paso de
transferencia de carga desde o hacia una superficie conductora. La reaccion de electrodo
comprende a todos los procesos (reaccion quimica, reorganizacion estructural, adsorcién) que
acomparfian el paso de transferencia de carga. Se trata de un proceso anddico si las especies son
oxidadas perdiendo electrones, o bien es un proceso catédico si las especies son reducidas en la
interfase, ganando electrones. Las especies electroactivas pueden ser especies disueltas en
solucion, el solvente, una pelicula sobre la superficie del electrodo o el material del electrodo en
si mismo. Una reaccion de electrodo de la forma general:

O+ne” - R
donde O y R son las especies oxidadas y reducidas respectivamente, y n es el numero de

electrones ().

Voltamperometria Ciclica

En la voltamperometria ciclica (VC) se aplica sobre el sistema una variacion lineal del potencial,
a partir de un potencial inicial E;. En cada momento, el potencial aplicado, E, responde a la
ecuacion:

E=E,+vt

donde v es la velocidad de variacion del potencial con el tiempo (dE/dt). En la Figura 2.7.a se
muestra la forma en la que puede variarse el potencial aplicado al electrodo de trabajo en
funcién del tiempo. El potencial se varia a una dada velocidad de barrido, v desde un valor E; a
un valor E, para luego regresar al potencial E;. La velocidad de barrido usada generalmente se

encuentra entre los pocos mV/s hasta 100 V/s.
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Potencial

-0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3

Figura 2.7. (a) Programa de potencial del electrodo de trabajo para voltametria ciclica.
Voltagramas ciclicos ideales para: (b) una especie en capa delgada en los casos de transferencia

electrénica reversible, y (c) una especie en solucién con transferencia electrénica reversible.

Se grafica entonces la respuesta de corriente del sistema en funcion del potencial aplicado
obteniéndose la curva intensidad-potencial o curva voltamétrica. La forma exacta de esta curva
depende del tipo de proceso que tiene lugar en el electrodo de trabajo. En los voltamperogramas,
los procesos de oxidacion y reduccion de especies electroactivas se observan como picos, cuya
forma (alto y ancho) y su dependencia con la velocidad de barrido permiten diagnosticar el paso
limitante del proceso redox. La Figura 2.7 muestra ejemplos de voltametrias ciclicas ideales. Por
ejemplo, la figura 2.7.b esquematiza la voltametria para especies adsorbidas (sin limitacion
difusional) y sin limitaciones en la transferencia de electrones con el metal. La figura 2.7.c
muestra la voltametria para un proceso redox limitado difusionalmente, por ej. especies en
solucion, e indica los parametros de pico mas relevantes. La Tabla 2.1 indica los valores teéricos
ideales para estos pardmetros y su dependencia con la velocidad de barrido. Brevemente, la
voltametria reversible de especies adsorbidas se caracteriza por una separacion de picos nula y

una corriente de pico que escala linealmente con la velocidad de barrido. En el caso de la
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voltametria difusional reversible, la separacion de picos es AE, = 58 mV y la corriente de pico

escala linealmente con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido.

Tabla 2.1. Parametros de pico para voltagramas ideales para el proceso de oxidacion seguido de
reduccion de una cupla redox que intercambia n electrones. Donde Cgr es la concentracion
analitica de la especie reducida; D es el coeficiente de difusion y T' es el cubrimiento

superficial.[%’]

Especie electroactiva reversible confinada en superficie Especie electroactiva reversible en solucién
I n?F2AT nF\/2
_ _ 1/2
by =—r7 "V I, = 0.4463nFA (ﬁ) CrDg/ “vt/?
I, xv I, x pl/2
AE, AE, =0 AE, =58 mV

Instrumentacion

Potenciostato

El potenciostato es el instrumento encargado de controlar el potencial entre el electrodo de
trabajo y el electrodo de referencia a través de un electrolito soporte. A lo largo de la tesis, las
voltamperometrias ciclicas se llevaron a cabo utilizando un potenciostato TEQ-03 de la empresa
Nanoteq (Argentina).

Celda electroquimica

Las medidas electroquimicas se realizaron empleando un sistema estandar de tres electrodos. El
electrodo de trabajo (WE) es aquel donde ocurren los procesos electroquimicos de interés. En
este tipo de celdas la corriente circula desde el electrodo de trabajo por un circuito externo y
luego hacia el electrodo auxiliar o contra-electrodo (CE); el circuito se cierra por el transporte de
iones en la solucion. El contra-electrodo debe tener un area mucho mayor que la del electrodo de
trabajo para no limitar el flujo de carga eléctrica. El tercer electrodo es el electrodo de referencia
(RE) por el cual no circula corriente debido a su alta impedancia y que solamente controla el
potencial del electrodo de trabajo.

Todos los experimentos electroquimicos se realizaron a temperatura ambiente en una celda de
teflon especialmente disefiada para exponer 0.196 cm? de la superficie del electrodo a la
solucion. Las celdas de teflon fueron construidas por el taller técnico del instituto INIFTA. Los

electrodos de trabajo consistieron en electrodos de oro evaporado sobre porta-objetos de vidrio
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sobre los cuales se depositaron 5 nm de Cr y 100 nm de Au por evaporacion. Limpieza de los
electrodos: Los electrodos de oro evaporado, previo a su utilizacién, fueron sometidas a limpieza
sumergiéndolas durante 15 minutos en una solucion de H,0O, H,SO, (conc) y H,O, (al 30 %) en
proporciones 50:2:50 respectivamente. Luego se enjuagaron con agua Milli-Q y se comprobé su
limpieza sometiéndolos a voltamperometria ciclica en solucion 0.2 M KNOs. El contra-electrodo
utilizado en todos los casos consistio en un espiral de Pt con un area mayor al electrodo de
trabajo. Como electrodo de referencia se utilizé un electrodo de Ag/AgCI. Este consiste en un
alambre de Ag, recubierto con AgCI, inmerso en una solucion 3M de KCI saturada en AgCl
dentro de un tubo delgado de vidrio separado de la solucion de la celda por un ceramico poroso.

Todos los potenciales utilizados en esta tesis estan referidos a este electrodo de referencia.

2.6 Transistores de efecto de campo a base de grafeno (GFETS)

El grafeno, un material semiconductor de cero band-gap, es de gran interés en bioelectrénica
debido a sus extraordinarias propiedades electronicas y fisicoquimicas, y su posibilidad de
sintetizarlo de forma simple.” "1 EI primer transistor de efecto de campo basado en grafeno
(GFET) fue construido y estudiado por K. Novoselov y A. Geim,*>?! quienes han recibido el
premio nobel de Fisica en el 2010 por dichos aportes cientificos. EI grafeno es una lamina de
carbono de espesor atémica con estructura honey-comb e hibridacién sp? que tiene sus electrones
deslocalizados en orbitales p.*®! Dado que cada atomo del grafeno se encuentra expuesto al
entorno,®! sus propiedades electrénicas son altamente sensibles a la presencia de especies
cargadas o a campos eléctricos cercanos, convirtiendo al grafeno en un material ideal para
sensores de alto desempefio. Recientemente, se han desarrollado transistores a base de grafeno
para la deteccion de una amplia variedad de moléculas de interés clinico: moléculas pequefias,”

antigenos® y ADN entre otras.*?
Configuracion geométrica del transistor

Distintos arreglos geométricos pueden ser utilizados para la construccion de un FET. Algunos de

los arreglos mayormente utilizados se encuentran resumidos en la Figura 2.8.
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Figura 2.8. Esquema de las distintas configuraciones reportadas para la construccion de
dispositivos FETSs.

En particular, los GFETs que utilizan top-gate y se encuentran puenteados por una solucion
electroliticas (conocidos en inglés como, electrolyte-gated o solution-gated FETs) se han
destacado para el sensado en muestras biolégicas.!*¥! Esta configuracion presenta las siguientes
caracteristicas atractivas: pueden operar en sistemas acuosos a potenciales muy bajo, por debajo
de 1 V, lo cual es fundamental para no oxidar la muestra, en conjunto con una alta
transconductancia relacionada a la elevada capacitancia de las soluciones electroliticas (del
orden de decenas de pF/cm?). Es por esto Gltimo que hemos elegido la configuracién geométrica

del tipo electrolyte-gated (ver Figura 2.9) para la construccion de los dispositivos estudiados en
esta tesis.
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Figura 2.9. Izquierda: esquema de la configuracion de los transistores de efecto de campo a base
de grafeno construidos en esta tesis. Centro: esquema del cambio del potencial y el campo
eléctrico en los transistores del tipo electrolyte-gated. Derecha: grafico de la conductividad en
funcidn del potencial de gate para un GFET.
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En los GFETS, el potencial aplicado entre los contactos gate y source (V) controlan el flujo de
portadores de carga que fluye por el grafeno (entre los contactos drain y source). El potencial Vg
genera un campo eléctrico perpendicular al canal de grafeno que induce cargas positivas (o
negativas) en el grafeno y de esta forma aumentando la concentracion de portadores de carga
huecos (o electrones). La figura derecha 2.9 muestra la curva tipica de conductividad entre drain
y source en funcion de Vg (conocida como “curva de caracteristicas de transferencia”) para
transistores de efecto de campo a base de grafeno. Cuando la conductividad es minima
(condicion conocida como punto de Dirac), la banda de valencia se encuentra completamente

llena y la de conductancia completamente desocupada.

Mecanismos de sensado

La respuesta de estos dispositivos esta basada en distintos mecanismos incluyendo transferencia
de carga, dispersion de portadores de carga, cambios capacitivos y efectos electrostaticos.®* 3¢
Entre ellos, el efecto electroestatico (también referido como gating electrostatico) es
ampliamente reconocido como el mecanismo de sensado mas efectivo,®® y consiste en la
modulacion del nivel de Fermi mediante un campo eléctrico externo, por ejemplo, el campo
eléctrico inducido por la adsorciéon de moléculas cargadas. Cuando moléculas cargadas
positivamente (negativamente) son ancladas en la superficie del grafeno, el nivel de Fermi
incrementa (disminuye), resultando en un desplazamiento de la curva de caracteristicas de
transferencia hacia menores (mayores) potenciales V4. En la figura 2.10. se encuentra
esquematizado la respuesta ideal de un GFET cuando el elemento de reconocimiento une una

molécula cargada negativamente.
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Figura. 2.10. Representacion esquematica del mecanismo de sensado por efecto electrostatico.

Los GFETs preparados a partir de oxido de grafeno reducido (rGO) presentan defectos y grupos
funcionales remanentes (epoxidos, hidroxilos, carbonilos y carboxilos) que le otorgan elevada
respuesta a los cambios de pH.E"2® Este propiedad se basa en un efecto electrostatico debido a
la protonacion o desprotonacion de los grupos funcionales remanentes en la superficie de rGO
que causa cambios en la densidad de carga superficial, y efectos de dopaje por la adsorcion de
iones H" o OH.F** Esta propiedad intrinseca de los rGO-FETs puede ser facilmente

aprovechada con propositos de biosensado, como se demuestra en el capitulo 7 de la tesis.

Instrumentacion

Equipamiento:

La caracterizacion de los transistores de efecto de campo fue realizada utilizando un
bipotenciostato TEQ-03 (Nanoteq, Argentina) y aplicando un potencial Vg de 100 mV. El
electrodo de gate consistié en un alambre de Ag/AgCl. Las medidas (en flujo y estaticas) se
realizaron utilizando una celda electroquimica de Micrux Instruments. Para las medidas en flujo,

se utilizd una bomba peristaltica Reglo ICC Ismatec y un flujo constante de 300 pl min™".

Fabricacion de los transistores de efecto de campo a base de oxido de grafeno reducido:
Los transistores a base de grafeno oxidado reducido (rGO-FETs) fueron sintetizados con
protocolos simples de quimica himeda y a partir de chips de vidrio con electrodos interdigitados
de Au (adquiridos de Micrux Instruments). Para esto, se utilizd una solucion stock de grafeno
oxidado (GO) preparada por el método de Hummer que fue proporcionada por el Laboratorio del
Profesor Josef Breu (Bayreuth, Germany). El protocolo de fabricacion de los rGO-FETSs consiste
en los siguientes pasos:
e Incubar los chips con electrodos interidigitados en wuna solucién de (3-
aminopropil)trietoxisilano (APTES) al 2% en etanol durante 1 h.
e Enjuagar con etanol y templar la capa de APTES a 120 °C durante 2 h.
e Incubar los chips modificados con APTES en una solucion de grafeno oxidado 18 pg/ml
en agua deionizada durante 1 h.

e Enjuagar con agua deionizada para remover el exceso de GO.
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e Reducir las laminas de GO depositadas sobre la superficie del chip exponiendo los chips
en vapor de hidracina a 80 °C durante 12 hs en un recipiente cerrado y bajo campana.
Precaucién: La hidracina es extremadamente peligrosa en caso de contacto con la piel,
ojos e inhalacién. Por lo tanto, debe ser utilizada con extreme cuidado dentro de una

campana de gases y usado una proteccion completa.

Esta via de fabricacion presenta una gran ventaja frente a los transistores a base de grafeno
preparado por disposicién quimica de vapor (CVD) que requieren de equipamiento de

laboratorio especifico y complejo para dichos fines.

a) _ \—/' b

Figura 2.11 a) Esquema del chip de vidrio con electrodos interdigitados luego de ser modificado
con rGO para la fabricacién de los rGO-FETSs. b) celda electroquimica para la caracterizacién de
los FETs

A pesar que la distribucion de las ldminas de rGO es al azar (por auto-esamblado), el uso de
electrodos interdigitados con un espaciamiento de 10 um y un &rea total de 0.522 mm? aseguran

la conexion de los electrodos mediante las laminas de grafeno (ver Fig. 2.11.a).

Movilidad de los portadores de carga
El valor de la movilidad de los portadores de carga () puede ser calculada con la siguiente

expresion: 4%

= (o) (34)  Ec.26
M WCgVsa) \ AVy T

donde L y W son el largo del canal (10 pm) y el ancho del canal (55.2 mm), respectivamente. Cq
se entiende como la capacitancia de la interface grafeno-solucion (Cq) y Alsa/AVy representa la

velocidad de cambio de Isq con respecto a Vg, llamada transconductancia. Cg puede ser pensada
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como la capacitancia equivalente de la capacitancia cuantica del grafeno (Cg) en serie con la

capacitancia de la doble capa eléctrica (Cepy):1”
1 1 1

Ec. 2.7

C_g a CepL
El valor de C,4 esta dominado por el capacitor de menor valor. Para soluciones electroliticas, la
capacitancia esta dada por la doble capa eléctrica y su valor se puede aproximar considerando la
ecuacion de Debye-Huckle Cgp, = eeox, donde k1 es la distancia de apantallamiento de
Debye. Asi, para una solucién KCI 10 mM se obtiene un valor de Cgp. de 23 pF/cm?®,
Utilizando valores de Cq previamente reportado (que van desde 20 nF/cm? hasta 1000
nF/cm?)74241 se puede obtener C, para luego calcular p. Para nuestros dispositivos el valor

estimado de pes 1.5-72cm? V ' s L.

2.7 Resonancia del plasmén superficial (SPR)

La espectrocopia basada en la resonancia del plasmén superficial representa una poderosa
manera de monitorear cambios en el indice de refraccion de una interfase metal/aire,
metal/solucion o metal/film. De esta forma, es posible obtener informacidén importante sobre el
crecimiento y la estructura de un ensamblado supramolecular interfacial, asi como de procesos
dinamicos ocurriendo dentro de la regién interfacial, ej. el reconocimiento molecular host-
guest.l*®! SPR es un fenémeno que existe en la interface entre una superficie metalica como oro o
plata y el dieléctrico en contacto con esta superficie.l'!. Al hablar de polaritén superficial de
plasma, PSP, o plasman superficial nos referimos a la excitacion de las oscilaciones del plasma
colectivo del “gas de electrones™ en el metal mediante un campo electromagnético. Un PSP es
una onda electromagnética no radiante que viaja a lo largo de la interfase metal/dieléctrico.[*”! La
excitacion del PSP normalmente ocurre por irradiacién Optica utilizando una fuente de luz
monocromatica con polarizacion tipo p (transversal magnético, TM). En direccion perpendicular
a la interfase, el PSP tiene una intensidad méaxima en la interfase y decae exponencialmente
hacia el material dieléctrico. A lo largo de la interfase, el PSP propaga hasta que la energia es
perdida por absorcién en el metal o por dispersién en otras direcciones.

De gran importancia para el estudio de ensamblados supramoleculares, la condicion requerida
para excitar PSP de forma resonante depende de las propiedades del indice de refraccion de la
pelicula sobre la superficie metalica. Este fenomeno de sensibilidad interfacial permite que

pueda ser detectado incluso una pequefia fraccion de una monocapa auto-ensamblada. Con una
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cierta configuracion experimental, es posible que la técnica SPR mida en tiempo real la
formacion de ensamblados supramoleculares y la interaccion entre moléculas y la superficie
funcionalizada debido a los cambios del indice de refraccion. SPR es extremadamente Util para

monitorear procesos dinamicos en medios liquidos.

> SPR

Reflectividad

A1 . Pelicula metalica
Plasmon superficial

Medio (aire o agua)

Angulo de incidencia

Figura 2.12 lzquierda: esquema de la configuracion Kretchmann para la espectroscopia SPR.
Derecha: Espectros de SPR ilustrativos antes y después de la adsorcion especifica de
biomoléculas sobre la superficie de oro.

La configuracion méas utilizada para la espectroscopia SPR es la denominada configuracion
Kretchmann (Fig. 2.12) y se basa en la reflexion total interna. Este proceso ocurre cuando la luz
viajando a través de un medio Opticamente denso alcanza una interfase de un material de menor
densidad optica y el haz de luz es reflejado hacia el medio denso. Aunque la luz incidente sea
totalmente reflectada, una componente de esta luz - el campo evanescente - penetra la interface
en el medio de menor densidad a una distancia cercana a una longitud de onda. El vector de onda
del campo evanescente, Ky, esta definido por:™
Key = %ngsen(e) Eq 2.8

Donde w es la frecuencia de la fuente de luz incidente, n, es el indice de refraccion del medio
denso (normalmente vidrio), 8 es el angulo de incidencia del haz de luz y c es la velocidad de la
luz en el vacio.

Por otra parte, el vector de onda del polariton superficial, Ks,, puede ser aproximado a la

_ Wo EmNs?
Kep == /—£m+n52 Ec. 2.9

siguiente expresion:
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Donde ¢, es la constante dieléctrica del film metalico y n es el indice de refraccion del medio
dieléctrico, por ejemplo el ensamblado supramolecular. La onda evanescente de la luz incidente
es capaz de acoplarse con los electrones que oscilan libremente en la superficie del metal
(plasmones). Cuando el haz de luz tiene el angulo especifico que corresponde a la condicion Ky,
= Ksp el plasmodn es excitado en resonancia. La energia asociada a la excitacion del plasmon
causa una disminucién de la intensidad del haz de luz reflejado el cual es detectado por un
detector. La ecuacion 2.9 indica que K, depende del indice de refraccion del medio
(aire/agua/film) sobre el film metalico, el cual puede ser monitoreado hasta un espesor maximo
de aproximadamente 200 nm sobre la superficie del metal. Por lo tanto, si el indice de refraccién
inmediatamente sobre la superficie del metal cambia, por ejemplo debido a la adsorcion de
proteinas o polielectrolitos, se observara un cambo en el a&ngulo de incidencia necesario cumplir

la condicién de resonancia de los plasmones superficiales (ver Fig. 2.12 derecha).!8>"!

Instrumentacion

Los estudios SPR de los capitulos 5 y 7 se llevaron a cabo utilizando un equipo BioNavis
210A (Fig. 2.13) que emplea la configuracion Kretschmann y cuenta con un inyector automatico
y bombas de jeringas. Se utilizaron sustratos de vidrio recubiertos con oro fabricados por
BioNavis. Para estudiar el ensamblado de macromoléculas, se monitore6 el &ngulo de minima
reflectividad (0) con lasers de 670 y 785 nm mientras se ensambl6 cada compuesto con un flujo

continuo de 10 pl.min™.

Figura 2.13. Equipo BioNavis 210A empleado para los estudios SPR.
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Para el capitulo 6 se realizaron los estudios SPR en el Instituto Austrian Intitute of Technology
(Viena, Austria) utilizando un equipo casero. El equipo cuenta con un haz de luz monocromatico
de A = 632.8 nm (PL610P, Polytec, Alemania, potencia 2 mW) fue linealmente polarizado y
acoplado a 90 ° a un prisma de LaSFn9. Sobre la base del prima, un sustrato de vidrio LaSFn9 (n
= 1.845) con una pelicula de 2 nm de cromo y 50 nm de oro fue 6pticamente emparejado usando
un aceite de alto indice de refraccion (Cargile, USA). La intensidad del haz de luz que se refleja
en la base del prisma fue monitoreado usando un fotodetector y un amplificador (Princeton
Applied Research, USA). El 4ngulo de incidencia del haz de luz, 0, fue controlado mediante una

plataforma de rotacién (Hans Huber AG, Alemania).
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Capitulo 3

Auto-ensamblado de surfactantes cationicos y
polianiones para la generacion de peliculas con alto
grado de organizacion interna: surfactantes como

agentes mesogenicos en films “blandos”.

“La biblioteca destinada a la educacion universal es mas poderosa que nuestros ejércitos.”

José de San Martin
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3.1 Introduccion especifica

El ensamblado de nanocomponentes en film delgados que presentan organizacion en la
mesoescala es de suma importancia para crear materiales con propiedades nuevas u
optimizadas.* ! Un prerrequisito para la construccién de dichos materiales es el desarrollo de
métodos para la integracion de componentes moleculares con un control estricto sobre su
organizacion y alineamiento, esto es la arquitectura. Las investigaciones en este tema son
normalmente referidas como ‘“nanoarquitecténica”, un término popularizado por Ariga y
colaboradores.™®*! Entre las diferentes técnicas de nanoconstruccion, el ensamblado capa-por-
capa representa una estrategia bottom-up atractiva debido a su versatilidad, simplicidad y
posibilidad de controlar la composicion vertical y el espesor del film con una precision
nanométrica, e incluso molecular.*2%

La técnica capa-por-capa ofrece excelentes posibilidades para crear films delgados de
nanocomponentes y los principales esfuerzos cientificos se han enfocado en la construccion de
ensamblados preparados a partir de policationes y polianiones.*® Se ha reportado que la
estructura interna de una amplia serie de films de polielectrolitos tipo (A/B), presenta bajo grado
de orientacién y alineamiento de los componentes constituyentes a lo largo del film. 4 15-27]
Esto se debe a que los polielectrolitos de cada capa interpenetran significativamente en las capas
vecinas. Por lo tanto, estos films no han mostrado picos de Bragg por reflectometria de rayos-X
(XRR) o por reflectometria de neutrones (NR).[*¥! Sin embargo, un nimero de aplicaciones
requiere la construccion de nanoarquitecturas interfaciales que presenten grupos funcionales
activos en ubicaciones y orientaciones precisas.PM®?por o tanto, la falta de verdadera
organizacion mesoestructural en films capa-por-capa podria ser una limitacién importante en
esta técnica.

Con respecto al punto anterior, la interpenetracion de polielectrolitos en ensamblados multicapa
puede ser reducida mediante el uso de bloques de construccidbn mesogénicos. Arys y
colaboradores reportaron que films multicapas ordenados pueden ser obtenidos si se ensamblan
ciertos polianiones con policationes de la familia de ionenes.[*®?Y Aunque estos sistemas
mostraron interesantes caracteristicas nanoarquitectonicas, los policationes ionenes no se
encuentran disponibles comercialmente lo cual podria ser un inconveniente para su transferencia
en la produccién a mediana o gran escala. Para superar esta problematica, el uso de moléculas

anfifilicas, ej. lipidos y surfactantes, podria ser una alternativa atractiva para promover la meso-

65



organizacion.*t Estas moléculas, por encima de ciertas concentraciones, tienen la propiedad de
auto-ensamblarse para formar entidades bien organizadas (ej. micelas, fases de cristal-liquido,
etc). Ademas, en combinacion con macromoléculas, las moléculas anfifilicas pueden conducir a
materiales hibridos con organizacién en la meso y/o micro escala.’??!23] De hecho, la naturaleza
toma ventaja de estas propiedades mesogénicos no solo para la formacion de las membranas
celulares, sino también para la construccion de ensamblados entre lipidos y células como por
ejemplo la capa cérnea, la capa més externa de la epidermis. En la capa cérnea, los lipidos estan
organizados en una fase lamelar y esto le confiere a la piel la propiedad de actuar como la
principal barrera a la difusion de sustancias.'**! Por otra parte, existen técnicas sintéticas bien
establecidas que ya explotan las propiedades mesogénicos de los surfactantes para la
construccion de materiales mesoestructurados altamente ordenados como los materiales
inorganicos mesoporosos,?!1?! y |os films de complejos surfactante-polimero preparados desde
solventes organicos. 728124

Durante las ultimas dos décadas un numero de trabajos ha demostrado que la introduccién de
surfactantes en la construccién capa-por-capa de films delgados puede conducir a la generacién
de materiales con distinguidas propiedades superficiales, opticas y electronicas.*>3%  Sin
embargo, pocos trabajos han estudiado las propiedades mesoestructurales de esta clase de
materials, Recientemente, Cortez et al. reportd que la integracion de surfactantes anionicos,
dodecilsulfato de sodio (SDS) y octadecilsulfato de sodio (ODS), en film multicapa de glucosa
oxidasa (GOx) y polialilamina tuvo como resultado un alto grado de ordenamiento
mesoestructural en los sistemas supramoleculares.®™ Los autores demostraron que el cambio de
la meso-organizacion del film impacta significativamente en sus caracteristicas
bioelectrocataliticas. Sin embargo, todavia no es claro como la organizacion interna de las
arquitecturas supramoleculares evolucionan durante el crecimiento capa-por-capa. En este
capitulo describimos la formacién de films delgados (A/B), altamente meso-organizados
preparados por el ensamblado capa-por-capa de éacido poliacrilico (PAA) y bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB). Primero, la técnica microbalanza de cristal de cuarzo (QCM)
fue utilizada para estudiar el crecimiento del ensamblado y estimar el recubrimiento superficial
durante su construccion. La composicion quimica fue estudiada por espectroscopia de
fotoelectrones emitidos por rayos-X, y el grado de ionizacion del PAA confinado en el film fue

estimado por FTIR en la configuracion ATR. Luego, la organizacion interna de los componentes
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y su orientacidn con respecto al sustrato fue estudiado con la técnica dispersion de rayos-X a
bajo &ngulo en modo rasante (GISAXS). Por correlacion de los resultados de GISAXS y QCM,
la mesoestructura de la arquitectura fue obtenida en funcion del crecimiento del film. Nuestros
resultados revelan que la fuerte interaccidon entre el sustrato y las primeras capas depositadas
produce una mesofase particular. A medida que el film se vuelve mas grueso, estas interacciones
se hacen menos preponderantes y una fase “bulk” prevalece. Ademads, los ensamblados
multicapa (PAA/CTA), fueron preparados utilizando PAA de bajo y alto peso molecular vy el

impacto del peso molecular del polielectrolito en la meso-organizacion fue analizado.

3.2 Experimental

3.2.1 Reactivos

2-aminoetanotiol (cisteamina), (3aminopropil)-trietoxisilano (APTES), acido poliacrilico M,
450 kDa (PAAusokpa) Y bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich. Acido poliacrilico My, 5 kDa (PAAsps) 50 wt.% fue adquirido de ACROS
Organics. Todas las soluciones de polielectrolitos y surfactantes fueron preparados con agua
Milli-Q (resistencia aproximada 18.2 MQ/cm): PAAskpa 1 mg/ml (pH 3.7), PAAssokpa 1 mg/ml
(pH 3.7), CTAB 2 mM. Las soluciones de PAA 1 mg/ml preparadas en agua Milli-Q tienen pH
3.7. Dado que el pK, del PAA esta en el rango de 5.5 a 6.5,%! a pH 3.7 la cadena de PAA esta
mayormente protonada (cerca de un 90%)“°. Esta condicion fue elegida como caso de estudio ya
que fue reportado previamente que los cambios de pH y fuerza idnica tienen efectos importantes
en las caracteristicas de adsorcion de los polielectrolitos.*®! La concentraciéon de CTAB fue
elegida para estar por encima de la concentracién micelar critica, la cual es 0.98 mM a 25°C en

ausencia de sal.l*"]
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Esquema 3.1 a) Representacion del proceso de ensamblado capa-por-capa de PAA y CTAB b)
Esquema del setup experimental para las mediciones de dispersion de rayos-X a bajo angulo en
incidencia rasante (GISAXS).

3.2.2 Ensamblado capa-por-capa polielectrolito-surfactante

Superficies de oro modificadas con cisteamina fueron preparadas siguiendo un protocolo
reportado previamente.®® Wafers de silicio fueron modificados con APTES en fase gaseosa
colocando los sustratos de silicio y 0.1 ml de APTES en una camara hermética a temperatura
ambiente (20 °C) durante 24 horas. Los grupos aminos presentes en la cisteamina y el APTES le
confieren a las superficies carga positiva, lo cual es crucial para la construccion de ensamblados
capa-por-capa basados en interacciones electroestaticas. Los reactivos APTES y cisteamina
fueron elegidos cuidadosamente para lograr superficies con caracteristicas fisicoquimicas
similares dado que ambos reactivos presentan el mismo grupo terminal (aminas primarias),
similar longitud de cadena alquilica y ambos forman espontaneamente monocapas densas y

estables. Luego, ensamblados capa-por-capa de PAA y CTAB fueron preparados sobre los
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sustratos amino-terminales. Se prepararon films multicapa utilizando PAA de bajo (5 kDa) y alto
(450 kDa) peso molecular. Cada paso de adsorcion fue realizado incubando el sustrato en la
solucién del polianion o surfactante durante 15 minutos (ver esquema 3.1a). Cada ciclo de
adsorcion (n) estd definido por la adsorcion del polianion, el enjuague con agua Milli-Q, la
subsecuente adsorcion del surfactante y su enjuague con agua Milli-Q. El crecimiento de los
ensamblados fue estudiado utilizando la microbalanza de cristal de cuarzo QCM200 (Standford
Research Systems). Luego de cada paso de adsorcion y respectivo enjuague con Milli-Q, los

ensamblados fueron secados y la frecuencia del cristal fue determinada.

3.2.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FITR)

Se utiliz6 la técnica FTIR en el modo reflexion total atenuada (ATR) con un cristal de ZnSe
(PIKE technologies) que presenta una profundidad de la onda evanescente de 2 pum. Los
espectros IR fueron tomados con una resolucién 1 cm™’. Los espectros fueron corregidos
substrayéndole la sefial background del cristal de ZnSe. Las bandas de absorcion
correspondientes a los grupos funcionales acido carboxilico/anién carboxilato fueron
monitoreadas en funcién del nimero de ciclos de adsorcion: la banda de stretching asimétrico
del carboxilato, v = 1565-1542 cm™, y la banda de stretching C=0 del acido carboxilico, v =
1710- 1700 cm™. Asumiendo que el coeficiente de extincién de ambas bandas tiene el mismo
valor, el grado de ionizacién del PAA confinado (a) a un pH dado puede ser calculado de la
siguiente forma: a = [v(COO")]/[v(COOH) + v(COO)] x 100 (%).**) Para las mediciones FTIR

los films LbL fueron preparados sobre electrodos de oro modificados con cisteamina.

3.2.4 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos-X (XPS)
Para las mediciones XPS los ensamblados multicapas fueron preparados sobre sustratos de oro

modificados con cisteamina.

3.2.5 Microscopia de fuerza atomica (AFM)
Las mediciones de AFM fueron realizadas en el modo tapping con un maximo de escala-z de
300 nm y una area de muestreo de 6.5 um x 6.5 um. Fueron utilizadas sondas no conductoras de

nitruro de silicio (Bruker, K= 0.12 Nm™).
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3.2.6 Dispersion de rayos-X a bajo angulo en incidencia rasante (GISAXS)

Los ensamblados multicapas (PAA/CTA), fueron preparados sobre wafers de silicio (100)
modificados con APTES. Con el objetivo de maximizar la informacion proveniente de la
estructura interna del film, se utiliz6é un angulo de incidencia de a; = 0.20° (ver esquema 3.1b), el
cual se encuentra entre ¢l angulo de reflexion total del film (acp = 0.1°) y el &ngulo de reflexion
total del sustrato de Si (acsi = 0.22°). Los angulo de reflexion total se obtuvieron utilizando la
técnica reflectometria de rayos-X (XRR). Con la técnica GISAXS, films con mesoestructura
lamelar perpendicular a la superficie del sustrato presentan patrones con spots de difraccion
paralelos al eje g, y a valores de gxy multiplos de 2n/Dj,m. Para este caso, Diam puede ser
deducido de la posicion gyy de maxima intensidad (gp) cOmo Dy, = 21/q, =

Los patrones de dispersion de GISAXS fueron cortados a lo largo del eje gy a un valor de g, =
0.21 nm™ y Ag, =0.13 nm™, y a lo largo del eje g, a un valor de g, = 0.16 nm™ y Aqy = 0.13
nm™. Para obtener el espaciado interplanar (Djam), los perfiles de intensidad de dispersion fuera
del plano (a lo largo de q,) fueron ajustados a funciones Gaussianas y se obtuvo la posicién del
pico (gp) Y FWHM.

3.3 Resultados y discusién

3.3.1 Crecimiento del film

La adsorcion capa-por-capa de PAA y CTAB sobre superficies de oro modificadas con
cisteamina fue monitoreada por QCM. La Fig. 3.1 muestra los cambios de frecuencia, Af, luego
de la adsorcion de cada componente para el ensamblado de 18 capas usando PAA de bajo (5
kDa) y alto (450 kDa) peso molecular (MW). El recubrimiento superficial en masa, I', (Fig. 3.1)
fue estimado a partir de Af usando la ecuacion 2.1. Ambos sistemas mostraron un crecimiento de
film exponencial y valores similares de I' luego de 9 ciclos de adsorcion (18 capas). Estos
sistemas presentan el tipico comportamiento de crecimiento supralineal mostrados en diferentes
ensamblados multicapas. Con respecto a esto, Winnik y colaboradores“” han reportado que
otros ensamblados capa-por-capa también exhibieron crecimientos similares a bajo n,
independientemente del peso molecular de los polielectrolitos. EI mecanismo molecular detras
del crecimiento exponencial de los ensamblados capa-por-capa hasta el momento no es claro; sin
embargo, nosotros observamos que este patron de crecimiento es altamente reproducible y

consistente con lo reportado por Dvoracek et al.[*!
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Figura 3.1. Cambio de frecuencia (Af) obtenida por QCM como funcion del numero de capas
para ensamblados (PAAs kpa/CTA), (circulos solidos) y (PAA4so koa/ CTA), (circulos abiertos).
La frecuencia fue medida en atmosfera de aire mediante el secado de la pelicula luego de cada
paso de adsorcion. El recubrimiento superficial (I') fue estimado utilizando la ecuacion de

Sauerbrey (Ec. 2.1).

3.3.2 Composicién quimica

Los espectros XPS survey (Fig. 3.2) evidenciaron la ausencia de Br  (contraion de los
surfactantes utilizados) en las peliculas. Este resultado concuerda con el comportamiento tipico
de films multicapa polianién/polication.*” Dado que se debe cumplir la condicion de
electroneutralidad, la carga positiva del surfactante es compensada intrinsecamente con los

grupos carboxilatos del PAA.
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Figura 3.2. Espectros XPS survey para las peliculas (PAAs kpo/CTA)s (arriba) y (PAA4so
koa/ CTA)s (abajo). Con color gris se resaltron las regiones del espectro que corresponden las
energias de enlace de C 1s, N 1s, O 1s, Br 3s 'y Br 3p.

3.3.3 Morfologia superficial

La figura 3.3 muestra imagenes AFM topograficas y de fase de los films (PAA/CTA)s usando
PAA de bajo y alto peso molecular. Para ambas muestras, se aprecia una topografia superficial
irregular con una ligera alineacion entre los picos. La falta de contraste en las imagenes de fase
es un claro indicio de que la “naturaleza fisicoquimica” del film es homogénea a lo largo de la
superficie.l*®! Esto sugiere que los valles en las iméagenes topograficas no corresponden a la
superficie desnuda del sustrato. La variacién del peso molecular de PAA no mostrd diferencias
apreciables en las caracteristicas topogréaficas de los films. Con respecto a la ligera alineacion de
los picos del film, fue previamente reportado que es posible formar espontaneamente
ensamblados ordenados periddicamente sobre superficies enérgeticamente uniformes por dip
coating si el sustrato es retirado lentamente y de forma vertical de una solucién coloidal.*¥
Dado que los ensamblados capa-por-capa presentados en esta tesis fueron preparados por
incubacion del sustrato colocandolo de forma vertical durante los pasos de adsorcion y enjuage
con agua, este leve alineamiento de los ensamblados PAA/CTA podrian ser explicados con el
fenomeno reportado por Ghosh et al. Es mas, patrones superficiales similares fueron observados
para films preparados con la técnica capa-por-capa a partir de PDADMAC/PSS*® y también
para ensamblados CTAB/PAA. 14!
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Figura 3.3 Imagen AFM de topografia (izquierda) y de fase (derecha) para ensamblados
multicapa (a) (PAAskpa/CTA)s y (b) (PAA4so kpa/ CTA)s. Las imagenes fueron tomadas en modo

tapping; maxima escala de z: 300 nm; tamafio de muestra: 6.5 um x 6.5 pm)

3.3.4 Grado de ionizacion del PAA

El grado de ionizacion del PAA confinado en el film fue estimado por espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FITR) usando el modo ATR.F® La tabla 3.1 muestra el grado de
ionizacion del PAA para ensamblados (PAA/CTA),, donde n toma los valores 3, 5, 7y 9. Las
tendencias fueron parecidas para ambos sistemas (PAA de bajo y alto peso molecular),
mostrando que para los primeros ciclos de adsorcion el grado de ionizacién fue cerca de 30 % y
el valor disminuyd levemente con el nUmero de capas adsorbidas (ver Fig. 3.4). El grado de
ionizacién del PAA confinado en los ensamblados multicapas fue mayor que el grado de
ionizacion del PAA libre en solucion (10 % en solucion pH 3.7). Esta observacion era de
esperar, dado que el pK, aparente de los polielectrolitos débiles disminuye luego de que la
cadena polimérica es incorporada en un sistema multicapas debido a las interacciones

electrostaticas e hidrifobicas entre los componentes auto-ensamblados.*®

Tabla 3.1. Grado de ionizacion (en porcentaje) para ensamblados capa-por-capa (PAA/CTA),
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n (PAA; (p./CTA), (PAA50kpa/ CTA),,

3 33 29
5 33 34
7 23 26
9 20 22

Siendo que la profundidad de anélisis de FTIR estd en el orden de 2 um (muy por encima del
espesor del film), podemos considerar que esta tecnica proporciona informacion de la

composicién multicapa a lo largo de todo el film.
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Figura 3.4. Espectros FTIR por reflexion total atenuada (ATR) para ensamblados multicapa
(PAA/CTA),(n=3,5, 7Yy 9) preparados con PAA de bajo y alto peso molecular.

3.3.5 Caracterizacion de la mesoestructura de las peliculas (PAA/CTA),

Para caracterizar la estructura interna de los films multicapa se utilizo la técnica de dispersion de
rayos-X a bajo angulo en incidencia rasante (GISAXS). Esta técnica ofrece un método no-
invasivo para obtener informacién de los arreglos estructurales dentro del film y su orientacién
con respecto a la superficie del sustrato.!*®! Ademas, la técnica GISAXS es adecuada para la
caracterizacion estructural de film delgados ya que en la configuracion rasante el camino del haz
de rayos-X a lo largo del film es suficientemente largo como para asegurar una alta informacion
estadistica.l*! En esta seccién la organizacion interna del film fue caracterizada en funcién del

numero de ciclos de adsorcion. En general, los ensamblados multicapa PAA/CTA mostraron alto
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grado de meso-organizacion (Fig. 3.5y 3.7) para n mayor a 3. Ambos sistemas (utilizando PAA
de bajo y alto peso molecular) presentaron interferencias de difraccion constructivas bien
definidas, lo que evidencia la presencia de meso-organizacion altamente correlacionada a lo
largo del film.

En particular para los ensamblados preparados a bajo MW, la meso-organizacion fue
dependiente del nimero de ciclos de adsorcion (Fig 3.5). Para 3 ciclos de adsorcion (Fig. 3.5a),
los patrones GISAXS muestran un spot de difraccién doble sobre el eje de vector de
transferencia de momento q,, esto es gy = 0. Este patron es caracteristico de un arreglo lamelar
paralelo a la superficie del sustrato, donde se espera que aparezcan dos spots a gy = O
denominados “rama menor” (M) y “rama mayor” (P).% La distancia z entre lamelas (Djam) fue
calculada utilizando la ecuacion 2.5 y el valor obtenidos fue 3.9 nm, el cual es levemente mayor
que el reportado para films de complejos PSS/CTA (3.52 nm)."8! Un débil par de spots
adicionales en un angulo de 33° pueden ser vistos en la Fig. 3.5a, siguriendo que la capa de
polimero-surfactante ensamblado no solo sigue la mesosestructura predominante descrita en el
texto sino también forma dominios con mesofases minoritaras posiblemente relacionada a

defectos o tensiones locales.

75



q, (nm")

Figura 3.5. Patrones GISAXS obtenidos para ensamblados (PAAs5 kpa/CTA), de diferente ciclo
de adsorcion: 3 (a), 5 (b), 7 (c) y 9 (d). Los films fueron preparados sobre sustratos de Si (100)
modificados con APTES. Las medidas se realizaron a angulos de incidencia (a;) de 0.2°. Los
rectangulos sefialan los patrones de difraccién provenientes de mesofases lamelares, mientras

que los circulos sefialan los patrones de mesofases del tipo hexagonal circular.

En los patrones GISAXS del ensamblado (PAAskpa/CTA)s (Fig. 3.5b) se aprecia un intenso spot
a gy = 0 superpuesto con un halo de menor intensidad. Aunque la presencia del halo evidencia la
presencia de dominios lamelares multiorientados,*"*"! |a intensidad del spot en g, = 0 es mayor
que la intensidad del halo. Esto sugiere que la orientacion preferencial de los dominios lamelares
es de forma paralela a la superficie. Por otra parte, ensamblados de 7 y 9 ciclos de adsorcion
(Fig. 3.5¢ y d) mostraron, ademas de los spot relacionados a la estructura lamelar 2D, un par de
spots en el plano (g; = 0) y otro par de spots fuera del plano a q, = 1.7 nm™. Este patrén es

caracteristico de la mesofase circular hexagonal formando anillos que tienen sus ejes de forma
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perpendicular al sustrato (ver esquema de la figura 3.6).5%15253 E| patrén de dispersion tedrico
de este arreglo mesoestructural fue obtenido previamente por Marlow y colaboradores quienes
resolvieron dicha estructura en el espacio reciproco.”* Aunque esta interesante mesoestructura
fue reportada para films confinados en membranas de nanoporos,®?*%! vale la pena mencionar

gue nunca habia sido observada para films blandos sobre superficies planas.

Coexistencia de mesofases
lamelar 2D y

hexagonal circular
Incremento del

Mesofase ~ numero de ciclos
lamerlar 2D de adsorcion
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3 6 9

Numero de ciclos de adsorcion

Figura 3.6. Arriba: Esquema representativo de la mesoestructura para ensamblados multicapa
delgados y gruesos. Abajo: Relacién de intensidad entre los spots provenientes de la fase circular
hexagonal (lcir hex) Y lamelar (liam) como funcién del nimero de ciclos de adsorcién (circulos
azules). El eje-y de la derecha es la anchura a mediana altura (FWHM) (circulos rojos) de los

spots provenientes de la fase circular hexagonal.

Los patrones de dispersion de los ensamblados con n = 7 and 9 muestran la coexistencia de dos
mesofases diferentes. Para tener una idea cualitativa de la mesofase predominante durante la
construccion del ensamblado multicapa, las intesidades de los spots provenientes de las
mesofases lamelar (l;am) Yy circular hexagonal (lgrhex) (Circulos azules de la Figura 3.6) fueron
comparadas en funcién de n, en conjunto con la anchura de mediana altura (FWHM) de la

mesofase circular hexagonal (circulos rojos de la Figura 3.6). Estos resultados evidencian que
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hubo una transicion de la mesofase predominante (de lamelar a circular hexagonal) a medida que
se aumentd el numero de ciclos de adsorcion.

A pesar de haber demostrado que hubo un cambio de la mesoestructura predominante al
aumentar n, se puede apreciar que los spots correspondientes a la mesoestructura lamelar no se
desvanecieron por completo (ver Fig 3.5d). Por lo tanto, dos escenarios arquitectonicos podrian
explicar los resultados para n > 7: (a) ambas mesofases estan presentes a lo largo del film (b) la
mesofase lamelar esta presente solo en las primeras capas de ensamblado, mientras que a mayor
n el film presenta una fase hexagonal circular. Para poder elucidar el escenario mas plausible, se
realizaron experimentos GISAXS disminuyendo el angulo de incidencia del haz para recolectar
mayor cantidad de informacion de las capas superiores del film. En la figura A3.1 se aprecia que
la intensidad maxima de los patrones de difraccion provenientes de la mesoestructura lamelar
decrece a medida que el angulo de incidencia disminuye. Esto sugiere que la arquitectura del
film presenta las caracteristicas del escenario (b), el cual es ilustrado en la Fig. 3.6. Una posible
explicacion de este fendmeno podria ser atribuido a fuertes interacciones interfaciales entre las
primeras capas de film y la superficie del sustrato, induciendo un arreglo lamelar. Un efecto algo
similar fue observado en diferentes propiedades de films poliméricos delgados.®**! por
ejemplo, es bien sabido que las propiedades térmicas de film delgados son funcion del espesor
del film y altamente influenciadas por interacciones interfaciales.*®>"1 Ademas, fue previamente
reportado que el confinamiento interfacial puede promover configuraciones en el espacio que a
fin de cuantas conducen a una meso-organizacion particular inducida por el sustrato.®®% por
otra parte, a medida que el film se vuelve méas grueso, las capas superiores estdn menos

“tensionadas” y el arreglo mesoestructural circular hexagonal prevalece.®”

Tabla 3.2. Mesofase predominante, valores de vector de transferencia para la intensidad maxima
de dispersion (gp) y espaciado periodico como funcion del nimero de ciclos de adsorcion (n)
para los ensamblados (PAAs kpa/CTA),. El error de la estimacion del espaciado periddico es de +
0.03 nm.
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n Mesofase predominante dp (nm™) Espaciado periddico (nm)

3 Lamelar paralelo a la superficie 1.59 3.97
5 Lamelar (multiorientado) 1.72 3.67
7 Lamelar/hexagonal circular 1.68 3.76
9 Lamelar/hexagonal circular 1.69 3.73

Con el objetivo de obtener las distancias periodicas, los patrones de dispersion GISAXS fueron
cortados a través del eje g, (fuera del plano). La tabla 3.2 muestra la posicion de los picos de
dispersion (qp) y el espaciado periodico (Diam) Obtenida a partir de los cortes-g, (Fig. A3.2) y
usando la ecuacion 2.5. Cabe destacar que el espaciado disminuyd de 3.97 a 3.73 nm al
aumentar n de 3 a 9. La tendencia de disminucion del espaciado es consistente con la
disminucién del grado de ionizacién del PAA (obtenido previamente por FTIR) y se puede
razonar de la siguiente forma: Dado que el film puede ser considerado como electro-neutral y la
concentracion de contra iones (i.e., Br’) es despreciable, la disminucion del grado de ionizacién
de PAA implica que la proporcion PAAmonomer/CTA aumenta. Como las colas alifaticas del CTA
actian como agente de espaciado estructural, es esperado obtener una disminucion de Djym
cuando la proporcion de CTA en el film disminuye (ver esquema 3.2). Notar que un agregado
adicional de PAA no cargado por moléculas de surfactante provocaria un aumento de la

distancia periddica, efecto opuesto al encontrado para estos sistemas.

§e ? 67
. Disminucién gﬁg—; s .;“

del grado de
> ionizacién
Dlam

Esquema 3.2. llustracion que representa como la disminucién del grado de ionizacién puede

impactar en el espaciado periodico (Djam) de los ensamblados multicapa.
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También fue estudiada la meso-organizacion de films multicapa preparados con PAA de alto
peso molecular (MW 450 kDa). Los patrones de dispersion GISAXS (Fig. 3.7) muestran halos
bien definidos que corresponden a dominios multiorientados con fases lamelares. La distancia
periodica entre lamelas fue estimada a partir de los cortes realizados fuera del plano en los
patrones de dispersion GISAXS (ver Fig. A3.3 y tabla 3.3). Para este sistema, el espaciado
periodico entre lamelas también disminuyo en funcion de n de 3.99 nm (nh = 3) a 3.51 nm (n =
9).

Intensidad

4000
3000
2000
1000

1 =2

0
g, (nm”)

Figura 3.7. Patrones GISAXS obtenidos para ensamblados (PAA4s0 kpa/ CTA), de diferente ciclo
de adsorcion: 3 (a), 5 (b), 7 (c) y 9 (d). Los films fueron preparados sobre sustratos de Si (100)
modificados con APTES. Las medidas se realizaron a angulos de incidencia (a;) de 0.2°.

Es importante resaltar que aunque los films preparados con bajo y alto peso molecular mostraron
caracteristicas similares de crecimiento, estequiometria PAA:CTA y morfologia superficial, las
caracteristicas estructurales fueron marcadamente diferentes (Fig. 3.5 and Fig. 3.7). Por lo tanto,
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se puede inferir que el peso molecular del polielectrolito tiene un rol importante en meso-
organizacion. Este comportamiento concuerda con resultados reportados por Piculell y
colaboradores para ensamblados “salt-complex” PAA-CTAB preparados medio acuoso.!®! Ellos
reportaron que hay una transicion de fase del cristal liquido cuando el polianion excede un valor
de 5 kDa. Ellos argumentaron que la dependencia de la mesofase con el peso molecular del
polielectrolito es debido a los cambios de entropia translacional por el incremento de la unidad
de monémeros por unidad de cadena polimerica.®¥ En nuestro sistema, la interpretacion esta
basada en el hecho de que al aumentar el MW del polimero aumenta también el niamero de
“puntos de unidén” (por macromolecula) que se conectan a la capa adyacente. Como resultado, la
reconfiguracion espacial de polimeros de alto MW durante el ensamblado es un proceso mas
costoso. En otras palabras, polimeros de bajo MW tienen mayor facilidad a reconfigurarse
durante el proceso de auto-ensamblado, y de esta forma facilitando el acceso a diferentes

mesoestructuras.

Tabla 3.3 Mesofase predominante, valores de vector de transferencia para la intensidad maxima
de dispersion (gp) Yy espaciado periédico como funcion n para los ensamblados (PAAuso

koa/ CTA)n. El error de la estimacion del espaciado periodico es de = 0.03 nm.

n Mesoestructura predominante qp (hnm™) Espaciado periédico (nm)
3 Lamelar (multiorientada) 1.58 3.99
5 Lamelar (multiorientada) 1.70 3.72
7 Lamelar (multiorientada) 1.78 3.55
9 Lamelar (multiorientada) 1.8 3.51

3.4 Conclusiones especificas

En este capitulo se ha demostrado que el uso de surfactantes como bloques de construccién en
ensamblados capa-por-capa puede conducir a nuevas rutas para la generacion de films blandos
altamente organizados con mesoestructura controlable. La caracterizacion de dispersion de
rayos-X a bajo angulo con incidencia rasante (GISAXS) evidencid que los dominios presentaron
orientacion especifica con respecto a la del sustrato. Ademas, por el estudio de la organizacion

interna y el crecimiento del film, hemos encontrado que las caracteristicas mesoestructurales
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(mesofase y espaciado periédico) dependen del crecimiento del film. En particular para
ensamblados (PAA/CTA), preparados con PAA de bajo peso molecular, se observaron dos
regimenes mesoestructurales: una mesofase lamelar para los primeros ciclos de adsorciéon (n <
3), mientras que para n > 7 coexisten las mesofases lamelar y circular hexagonal. De estos
resultados, se conjetura que las fuertes interacciones con el sustrato, dadas su alta densidad de
carga superficial y topologia plana, probablemente contribuye al ordenamiento lamelar de las
primeras capas. A medida que se aumenta el espesor del film, estas interacciones disminuyen y
la arquitectura supramolecular evoluciona a una mesofase circular hexagonal. Ademas, se
observé una disminucion del espaciado periodico como funcién del crecimiento del film. Este
resultado fue explicado en términos del cambio del grado de ionizacion del PAA en el film. Por
altimo, el uso de PAA de alto peso molecular resulté en ensamblados (PAA/CTA), con
mesofase lamelar multiorientada. Por lo tanto, el peso molecular del polielectrolito también tuvo
un efecto importante en la organizacion interna del film. A diferencia de otras técnicas que
permiten la construccion de films mesoestructurados de polielectrolitos y surfactantes, 27296364
la estrategia reportada en este capitulo presenta las siguientes ventajas: i) el film es directamente
preparado sobre la superficie solida ii) el crecimiento del film es facilmente controlado con
precision nanomeétrica con el numero de capas adsorbidas iii) pueden ser obtenidos film
mesoestructurados bien definidos mostrando configuraciones espaciales adaptables, una
caracteristica que es esencial para un niumero de aplicaciones donde una transferencia vectorial

de energia, electrones o materia es requerida.

3.5 Apéndice
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Figura A3.1. Perfiles de dispersion fuera del plano extraidos de patrones de dispersion GISAXS
cortados a lo largo de la direccion g, y a gy =0. 16 nm™ para el ensamblado (PAAs «0/CTAB)g
medido a distinto angulo de incidencia (a;). Se puede apreciar una disminucién de la intensidad
de dispersion proveniente de la mesofase lamelar al disminuir o;. Este resultado sugiere que la
mesofase lamelar esta principalmente localizada en la region mas cercana a la superficie del

sustrato.
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Figura A3.2. Perfiles de dispersion fuera del plano extraidos de patrones de dispersion GISAXS
cortados a lo largo de la direccion g, y a gy =0. 16 nm™ para el sistema (PAAs o/ CTAB), en

funcién de n.
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Figura A3.3 Perfiles de dispersion fuera del plano extraidos de patrones de dispersion GISAXS
cortados a lo largo de la direccion g, y a gy =0. 16 nm™ para el sistema (PAA4s0k0a/ CTAB), en

funcién de n.
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Capitulo 4

Nanoarquitecturas electroactivas altamente ordenadas a
partir del auto-ensamblado de surfactantes redox y
polielectrolitos: control supramolecular de la
mesoestructura y estudio de las propiedades del

transporte de carga.

"Solo si nos detenemos a pensar en las pequefias cosas llegaremos a comprender las grandes."

José de Sousa Saramago
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4.1 Introduccion especifica

En el capitulo anterior hemos demostrado que el uso de surfactantes como agentes mesogénicos
en la técnica capa-por-capa es una estrategia atractiva y simple para promover meso-
organizacion en films blandos. A diferencia de otras técnicas que permiten la construccion de
films mesoestructurados de polielectrolitos y surfactantes,™™ nuestra estrategia presenta las
siguientes ventajas: i) el film es directamente preparado sobre la superficie solida ii) el
crecimiento del film es facilmente controlado con precisién nanométrica mediante el nUmero de
capas adsorbidas iii) pueden ser obtenidos film mesoestructurados bien definidos mostrando
configuraciones espaciales adaptables y con orientacion preferencial con respecto a la superficie
del sustrato.

Como hemos mencionado en el capitulo anterior, un numero de aplicaciones requiere la
construccion de nanoarquitecturas interfaciales que presenten grupos funcionales en ubicaciones
y orientaciones precisas.®'®"71 En particular, la generaciéon de films con un alto grado de
ordenamiento y una orientacion preferencial con respecto a la superficie del sustrato son
caracteristicas importantes para las aplicaciones donde la transferencia vectorial de energia,
electrones o materia es requerida.l® Recientemente, Cortez et al. reporté que la integracién de
surfactantes anionicos, dodecilsulfato de sodio (SDS) y octadecilsulfato de sodio (ODS), en
ensamblados multicapa de glucosa oxidasa (GOx) y polialilamina tuvo como resultado un alto
grado de ordenamiento mesoestructural en los sistemas supramoleculares.”) Los autores
demostraron que el cambio de meso-organizacion impacta significativamente en las
caracteristicas bioelectrocataliticas de esos ensamblados. Sin embargo, todavia no es claro como
los cambios de la estructura interna de aquellas arquitecturas supramoleculares impactan en sus
caracteristicas electroquimicas.

En este capitulo, extendemos la estrategia del capitulo 3 para la construccion capa-por-capa de
films mesoestructurados y electroactivos. Para esto, se utiliza acido poliacrilico y mezclas de
surfactantes electroactivos y no-electroactivos con el objetivo de conferirle al film meso-
organizacion y electroactividad. Primero estudiamos el crecimiento del film y sus propiedades
viscoelasticas con la técnica de microbalanza de cristal de cuarzo con disipacion (QCM-D). La
composicion quimica fue estudiada por espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos-X
(XPS). Luego, la organizacién interna de los componentes y su orientacion con respecto a la
superficie del sustrato fueron estudiadas con la técnica dispersion de rayos-X a bajo &ngulo en

91



modo rasante (GISAXS). Por ultimo, se estudiaron las propiedades electroactivas de los films y
su dependencia con la proporcion de surfactantes redox y no-redox, el nimero de ciclos de
deposicion (o espesor del film) y de la naturaleza del anion del electrolito soporte.

4.2 Experimental

4.2.1 Materiales

2-aminoetanotiol  (cisteamina), (3aminopropil)-trietoxisilano (APTES) y bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Acido poliacrilico (M, 5
= kDa) 50 wt.% fue adquirido de ACROS Organics. El surfactante electroactivo bromuro de
hexadecil(ferrocenilmetil)dimetilamonio (FcC16) fue sintetizado en el Laboratorio de Materia de
Blanda acorde al protocolo reportado previamente por el grupo de Jeffrey Gold.’®! Todas las
soluciones de polielectrolitos y surfactantes fueron preparados con agua Milli-Q (resistencia
aproximada 18.2 MQ/cm): PAAskpa 1 mg/ml (pH 3.7), CTAB 2 mM y FcC16B 2 mM. Dado que
el pK, del PAA es entre 5.5y 6.5,'% a pH 3.7 la cadena de PAA esta mayormente protonada
(cerca de un 90%)*. Esta condicion fue elegida como caso de estudio ya que fue reportado
previamente que los cambios de pH y fuerza idnica tienen efectos importantes en la masa
adsorbida de polielectrolito.*” La concentracion de los surfactantes fue elegida para estar por
encima de la concentracion micelar critica, la cual es 0.98 mM para CTAB! y 0.17 mM para

FcC16B medido a 25°C en ausencia de sal.

4.2.2 Ensamblado capa-por-capa de PAA y surfactantes catidénicos

Superficies de oro y wafer de silicio fueron modificadas con monocapas de cisteamina y APTES
respectivamente siguiendo los protocolos descritos en la seccion 3.2.2. Luego, los ensamblados
capa-por-capa de PAA (5 kDa) y surfactantes catidonicos fueron preparados sobre los sustratos
amino-terminales. Cada paso de adsorcién fue realizado incubando el sustrato en la solucion del
polianién o surfactante durante 10 minutos. Cada ciclo de adsorcion (n) esta definido por la
adsorcion del polianion, el enjuague con agua Milli-Q, la subsecuente adsorcién del surfactante
y su enjuague con agua Milli-Q. Se prepararon ensamblados (PAA/surfactante), usando los
surfactantes catiénicos CTAB, FcC16B y mezclas de ellos (Fig. 4.1). En todos los casos la
concentracion total de surfactante en solucion fue de 2 mM. Para construir las peliculas se

emplearon mezclas de surfactantes mixtos con las siguientes fracciones molares de CTAB
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(X25a4p): 1, 0.9, 0.7, 0.5 y 0. Las peliculas resultantes se las denominaron (PAA/CTA),,
(PAA/CTAgon-FcC16),, (PAA/CTA70w-FCC16),, (PAA/CTAsy-FcC16), y (PAA/FcC16),,
respectivamente. El crecimiento de los ensamblados fue estudiado utilizando una microbalanza
de cristal de cuarzo con disipacion (QCM-D) de la compafia QSense. A diferencia del capitulo
3, la frecuencia y la disipacién fueron determinadas sin secar las peliculas luego de cada paso de
adsorcion. Los estudios de XPS, AFM y GISAXS fueron realizados segun lo descripto en el

capitulo 3.
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Figura 4.1. llustracién del ensamblado capa-por-capa de los ensamblados (PAA/surfactante),
utilizando CATB y FcC16B.

4.2.3 Medidas electroquimicas
Experimentos de voltamperometria ciclica fueron realizados usando un potenciostato TEQ-4
(NanoTEQ, Argentina) y una celda de 3 electrodos con un electrodo de referencia Ag/AgCl y un

contraelectrodo de platino. Las medidas se realizaron en una celda de Teflon disefiada para
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exponer un area geométrica del electrodo de trabajo de 0.18 cm?® Las condiciones de cada

experimento se encuentran detalladas debajo de cada figura.

4. 3 Resultados y discusion

4.3.1 Crecimiento del Film, propiedades visco-elasticas y hidratacion del los
ensamblados

La adsorcién capa-por-capa de PAA y surfactantes fueron monitoreadas por QCM sobre
superficies de oro modificadas con cisteamina. La Fig. 4.2 muestra los cambios de frecuencia,
Af/n, luego de la adsorcion de cada componente para el ensamblado de 14 capas usando distinta
proporcién de surfactantes mixtos (porcentaje de CTAB en solucion: 100, 90, 70, 50 y 0). Para
todos los ensamblados preparados en este capitulo, obtuvimos que la relacion entre la disipacién
y los cambios de frecuencia normalizada (AD/-Af) es menor a 0.2 x 10° Hz™ (Fig. 4.2 inferior)
lo que indica que el uso de la ecuacién de Sauerbrey es una buena aproximacion.'2*3 E|
recubrimiento superficial en masa, I', (eje derecho de la Fig. 4.2) fue estimado a partir de Af
usando la ecuacion de ecuacién de Sauerbrey (descrita en materiales y métodos). Como se
aprecia en la figura 4.2, la masa adsorbida es mas grande en la medida que aumentamos la
proporcién de FcC16. Por ejemplo, para 7 bicapas los ensamblados (PAA/CTA); mostraron un
recubrimiento superficial de 9.8 pg/cm?® mientras que para (PAA/FcC16); fue de 75.4 pg/cm?
Como este aumento de masa adsorbida no se debe solamente a la diferencia del peso molecular
de cada surfactante (Mgcci6 = 470.5 y Mcta = 284.5 g/mol), se infiere que un mayor nimero de
moles de surfactante y polielectrolito se adsorben a medida que aumentamos la proporcion de
FcC16 en solucion. Estos resultados se podrian explicar en términos de la tendencia de auto-
ensamblarse de cada surfactante, la cual estd relacionada a la concentracion micelar critica
(CMC) del mismo. De forma general, a menor valor de CMC mayor tendencia auto-
ensamblarse. En ausencia de sal y a 25°C, la CMC de los surfactantes es de 0.17 mM y 0.98 mM
para FcC16B y CTAB, respectivamente.™! Desde este punto de vista, es de esperar que los films

construidos con FcC16 tengan un crecimiento mas abrupto que aquellos construidos con CTAB.
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Figura 4.2. Arriba: Cambio de frecuencia en funcién del nimero de capas para ensamblados de
acido poliacrilico y distinta proporciéon CTA:FcC16. La masa superficial (I') fue obtenida
utilizando el factor de conversién 17.7 ng/Hz.cm?. Abajo: Propiedades viscoelasticas de los
ensamblados. Los valores de frecuencia y disipacién son aquellos obtenidos para el 3°

sobretono.

Se aprecia que estos sistemas presentan el tipico comportamiento de crecimiento supralineal o
exponencial mostrados en diferentes ensamblados multicapas.™®* El mecanismo molecular
detras del crecimiento exponencial de los ensamblados capa-por-capa hasta el momento no es
claro; sin embargo, algunos autores han propuesto que los crecimientos supralineales y/o
exponenciales se presentan en ensamblados donde los componentes se inter-difunden dentro del
film durante la adsorcién de cada capa.™®! Ademas, los sistemas estudiados de surfactantes
cationicos y polianiones presentaron buena estabilidad arquitectdnica, posiblemente debido a la
presencia de interacciones electrostaticas entre surfactantes y polielectrolitos y, al mismo

tiempo, interacciones entre las cadenas alquilicas de los surfactantes. Es interesante hacer notar
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qgue en la figura inferior 4.2 se aprecia que AD/-Af disminuye al aumentar la proporcion de
FcC16, evidenciando un aumento en la rigidez de los films que presentan este surfactante.

Por ultimo, se estudié la hidratacion de los ensamblados de PAA y surfactante. Para esto, los
ensamblados de 7 ciclos de deposicién fueron deshidratados con nitrogeno seco (RH 0%)
durante 20 minutos y luego fueron expuestos a una atmosfera de nitrogeno con alto contenido de
agua (RH 95%) durante 10 minutos. Los valores de frecuencia y disipacion fueron monitoreados
a lo largo del experimento. La figura 4.3 muestra el porcentaje de hidratacion y el aumento de la
disipacion para ensamblados (PAA/surfactante); con distinta proporcion CTA:FcC16.
Interesantemente, los films adsorbieron muy baja cantidad de agua (menor al 15%) comparado
con ensamblados capa-por-capa de polianiones y policationes previamente reportados (entre 30-
70%)1211 Ademas, el grado de hidratacién y la disipacion fueron dependientes de la proporcion
de surfactantes mixtos en el ensamblado, resultados consistentes con aquellos obtenidos de las

propiedades viscoelasticas (Fig. 4.2).
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Figura 4.3. Arriba: Cambio de frecuencia y disipacion durante la hidratacion de un ensamblado
de (PAA/FcC16); Abajo: Porcentaje de hidratacion en masa (izquierda) y cambio de disipacién
(derecha) luego de hidratar los films con distinta proporcién CTA:FcC16. Para estas mediciones,
los ensamblados de 7 ciclos de deposicion fueron deshidratados con nitrogeno seco (RH 0%) y

luego fueron expuestos a una atmosfera de nitrégeno con alto contenido de agua (RH 95%).
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4.3.2 Espectroscopia fotoelectronica de rayos-X (XPS)

Se estudié por XPS la estequiometria de surfactantes mixtos ensamblados utilizando distintas
relaciones de surfactantes mixtos en solucién: porcentaje de CTAB en solucién: 100, 90, 70, 50
y 0. En los espectros de la Figura 4.4 se aprecia que la intensidad de la sefial Fe2p aumenta a
medida que incrementamos la proporcion FCC16B en solucion. Con el objetivo de cuantificar la
proporcion CTA:FcC16 en los films, los espectros XPS de las regiones N1s y Fe2p fueron
obtenidos en alta resolucién, calibrados (usando el Cls alifatico como referencia), corregidos
con la linea de base, integrados y se les aplicé el factor de sensibilidad relativo determinado
internamente a partir del espectro de la sal de FcC16B. La proporciéon entre CTA y FcC16 fue

estimada a partir de relacionar la composicién atdmica relativa entre N y Fe.

Fe 2p N 1s

M
PAA/CTA
PAA/CTAQO%—FM ’\A,

PAAICTA,, -FcC16 _/,/_\_,_

2p1/2 2p3/2
PAA/FcC16 ‘//\
T T T T T r T T 1
725 720 715 710 705 406 404 402 400

B.E. B.E.

Figura 4.4. Espectros XPS de las regiones N1s y Fe2p para films (PAA/surfactante)s preparados
a partir de soluciones de surfactantes mixtos CTA:FcC16 en distinta proporcion y manteniendo
una concentraciéon total de surfactante de 2 mM. De arriba abajo, porcentaje de CTAB en
solucion: 100, 90, 70, 50 y O.
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Figura 4.5. Porcentaje de FcC16 en el film en funcidén del contenido en solucion. Valores
obtenidos a partir del analisis cuantitativo de los espectros XPS. La linea de trazas de pendiente

igual a 1 es para guia del lector.

Es importante resaltar que la relaciéon CTA:FcC16 en el film es aproximadamente igual a la de la
solucion (Fig. 4.5). Por lo tanto, estos resultados demuestran que la estrategia de co-ensamblar
surfactantes mixtos es una estrategia atractiva y simple para controlar la concentracion de

unidades funcionales que se integran en el film construido capa-por-capa.

Correlacién de los resultados de QCM-D y XPS

Habiendo obtenido por QCM-D que los films son muy rigidos (AD/-Af es menor a 0.2 x 10°® Hz’
1, con muy bajo grado de hidratacién y sus propiedades viscoelasticas no mostraron una
dependencia apreciablemente con la naturaleza de la Gltima capa (ver secciones 4.3A.1), como
primera aproximacion, se podria considerar que la masa de PAA (Ip44 ) y surfactantes (I, r) se
obtiene luego de extraer la componente de agua a los cambios de frecuencia totales medidos por
QCM-D. La tabla 4.1 presenta los valores en cubrimiento superficial de PAA y surfactante
obtenidos para cada sistema de ensamblado luego de 7 ciclos de adsorcion.

Siendo que la relacion CTA:FcC16 en las peliculas es practicamente la misma que en solucién,

film

la fraccion molar de monémeros de PAA (X, ,, ) y la fraccion molar de surfactante (Xﬁlr’}l) en

los films se obtiene utilizando los pesos moleculares de: mondmero de PAA (Mpaam = 72
g/mol), CTA (Mcta = 284 g/mol), FcC16 (Mgcc16 = 470 g/mol) y el peso molecular aparente de
los surfactantes mixtos dado por:

g 9
Murf mixe = oTa * 284@ + Xrecie * 470@
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Donde X725, Y Xpéc16 SON las fracciones molares entre surfactantes en solucion, por ej. X2%, =
[CTA)/([CTA]+[FcC16]). En la Tabla 4.1 se aprecia que al disminuir el porcentaje de
X254 para la preparacion de las peliculas también disminuye X{f;l;”. A partir de la comparacion
de estos resultados con el estudio de hidratacion (Fig. 4.3), se evidencia que el grado de
hidratacion de los ensamblados aumenta en la medida que aumenta X{fﬂ”. Esta Gltima
observacion era de esperar dado que el PAA tiene mayor naturaleza polar (y por lo tanto mayor
afinidad por el agua) que los surfactantes utilizados con cadenas alifaticas de 16 carbonos de

largo.

Tabla 4.1. Valores obtenidos de Ipaa, Tyurr, Xppa' Xoarf ¥ Checrs €n funcién del porcentaje de

CTAB en solucion luego de 7 ciclos de ensamblado capa-por-capa.

SC FPAA (Hglcmz) Fsurf (Hg/cmz) X];ljr; Xfilm C[{jclg;ls (mM)

CTA surf

1 5.93 3.55 0.87 0.13 0

0.9 4.50 4.95 0.79 0.21 188

0.7 8.80 9.65 0.81 0.19 502

0.5 7.45 13.3 0.75 0.25 923

0 17.9 1500
46.6 0.71 0.29

Para el estudio de las propiedades electroquimicas de los films es interesante poder estimar la
concentracion de surfactante redox C}CC”C’& en cada una de los sistemas. Suponiendo que la
distribuciéon de la concentracion de surfactante y PAA a lo largo del film es constante, la
estimacion se abordd de la siguiente forma:

i) A partir de los valores de densidad de los componentes PAA (0.8 g/lcm®) y CTA (1.4 g/cm®), y
considerando que la densidad del surfactante FcC16 es igual a la del CTA, se estimo la densidad

aparente del film.

film _ Lsurg * pcra + Ipaa * Ppaa
paparente -

[;.“otal
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film

i) El espesor de las peliculas (d) se calculo como d = I"Ipg,qrente

iii) Teniendo los valores del recubrimiento superficial de surfactante (I, r), el espesor de la

pelicula (d) y la proporcion de surfactantes CTA:FcC16 en los ensamblados (que se supuso igual

a la de la solucion, X££,), se obtuvo la concentracion de FcC16 en el film (CL27).

Los valores calculados de C{:C”C’f6 se encuentran resumidos en la tabla 4.1.

4.3.3 Morfologia superficial

La figura 4.6 muestra imagenes AFM topograficas y de fase obtenidas de los films
(PAA/surfactante); preparados a partir de distinta proporcion CTAB:FcC16. La falta de
contraste en las imagenes de fase es un claro indicio de que la pelicula recubre de forma
completa la superficie del sustrato.!*® La variacién en la proporcién de surfactantes mostrd
diferencias apreciables en las caracteristicas morfoldgicas. Cabe destacar que aquellos
ensamblados preparados a partir de surfactantes mixtos mostraron patrones menos rugosos que

puede atribuirse a la formacion de micelas mas pequefias.
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Figura 4.6. Imagenes de AFM medida en modo tapping correspondientes a la topografia
(izquierda) y fase (derecha) para los siguientes ensamblados: a) (PAA/CTA)7, b) (PAA/CTAgow-
FcC16)7, c) (PAA/CTA70%-FcC16)7, d) (PAA/CTAspe,-FCcC16)7 y €) (PAA/FcC16);.

4.3.4 Control de la mesoestructura en funcion de la relacion de los surfactantes
mixtos

Como hemos descrito en el capitulo anterior, la técnica GISAXS ofrece un método no-invasivo
para obtener informacién de los arreglos estructurales dentro de film delgados y su orientacién
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con respecto a la superficie del sustrato.!**?% |a figura 4.7 muestra los patrones de dispersion
obtenidos para los ensamblados (PAA/surfactante); preparados a partir de soluciones de distinta
relacion CTAB:FcC16. En general, los ensamblados multicapa presentaron interferencias de
difraccion constructivas bien definidas, lo que evidencia la presencia de meso-organizacion
altamente correlacionada a lo largo del film. Los films preparados a partir de soluciones de
CTAB puro presentaron una mesoestructura hexagonal circular, mientras que los films
preparados con FcC16 puro presentaron una mesoestructura hexagonal 2D (columnas acostadas
sobre la superficie con ordenamiento hexagonal compacto). Una caracteristica interesante de los
ensamblados preparados con soluciones mixtas de surfactantes es que estos exhibieron arreglos
mesoestructurales intermedios a las fases presentadas con los surfactantes puros.

A partir de la posicion de los picos de Bragg (g,) y asumiendo un arreglo hexagonal 2D perfecto
- una consideracion aceptable dado que angulo entre los spots dentro y fuera del plano es de 61°
- la distancia entre centros (a) de los cilindros del ensamblado (PAA/FcC16); puede ser
deducida mediante la siguiente expresion:

_ 41

 V3q,

El pico de Bragg posicionado sobre el eje g, tiene un valor de 2.0 nm™, lo cual resulta en un

a

parametro de celda a de 3.6 nm. Este resultados es consistente con resultados de la literatura
previamente para otros sistemas mesoestructurados basados en surfactantes de aminas
cuaternarias con cadenas alquilicas de 16 carbonos.?>?? Ademas, el estudio de los ensamblados
(PAA/FcC16), para crecientes ciclos de adsorcion mostré que la mesoestructura se define a
partir de n > 3 (ver Fig. A4.1).

102



(PAA/CTA),

=

Mesoestructura
hexagonal circular

(PAA/CTAy -FCC16),

i\

(PAA/CTA, o -FcC16),
Incremento

de la relacion
FcC16/CTA

g, (nm’)

g, (hm’)

(PAA/CTASqy -FcC16),

N

g, (nm’)

(4 )

(PAA/FcC16), ‘ﬁ
- - :

Mesoestructura
\ hexagonal 2D

-

gz (hm )

-2 -1 0 1 2

a, (m’)
Figura 4.7. Patrones GISAXS obtenidos para ensamblados (PAA/surfactante); de diferente de
relacion CTA-FcC16. De arriba abajo, el porcentaje de CTAB en solucién es: 100, 90, 70, 50 y
0). Los films fueron preparados sobre sustratos de Si (100) modificados con APTES. Las

medidas se realizaron a angulos de incidencia (o) de 0.2°.

4.3.5 Efecto de la proporcion de surfactante redox sobre las propiedades del
transporte de carga.

Las propiedades electroactivas de los ensamblados multicapa preparados a partir de distintas
proporciones de surfactantes mixtos CTAB:FcC16 fueron estudiadas mediante voltamperometria
ciclica (VC). La VC es una técnica robusta a la hora de realizar estimaciones porque al trabajar
con parametros de pico (i, Yy Ep) es menos sensible a la presencia de capacidades y resistencias
no relacionas con el proceso redox y que generalmente no se comportan en forma ideal (ej. la
capacidad de doble capa).”®! Otro punto a favor de esta tecnica es que es facil obtener

informacion del sistema a partir de los graficos Ep e ip vs. v incluso sin la necesidad de ajustar los
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resultados al modelo. Por otra parte, técnicas como impledancia electroquimica requieren el uso

de un modelo especifico para cada sistema y las conclusiones obtenidas pueden ser dependientes
del modelo utilizado.

(PAAICTA -FcC16),

(PAA/CTA , -FcC16),

10 ———— 200 ———————— 600 T————— .
150 . 450 .
— — 1 —~ 11000 mV/s 1
< | 1 < 100+ << 300 - / .
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Figura 4.8. VC para ensamblados (PAA/surfactantes)s para distinta relacion CTA:FcC16. Las
peliculas fueron construidos capa-por-capa sobre sustrato de Au modificados con 2-

aminoetanotiol. Las medidas electroquimicas se realizaron en KCI 100 mM.

Los estudios realizados mediante voltamperometria ciclica mostraron que los ensamblados
(PAA/FcC16)s se disuelven durante la oxidacion (Fig. A4.2). Comportamientos similares fueron
reportados previamente para ensamblados de polianiones y policationes que contienen un centro
redox en cada unidad monomérica.[?*?! La falta de estabilidad estructural de estos sistemas se
debe a que, al contar con una elevada concentracién de centros redox, la oxidacién de los
mismos resulta en la generacion de una elevada densidad de cargas positivas dentro del
ensamblado provocando la desorcion por repulsiones electrostaticas entre bloques. Para
disminuir la concentracion de centros redox en las peliculas y, por lo tanto, aumentar la
estabilidad a la oxidacion, se prepararon ensamblados utilizando micelas mixtas de surfactantes
redox y no-redox. La Figura 4.8 muestra los voltamperogramas de los ensamblados
(PAA/CTAg%-FCcC16)s (curva roja), (PAA/CTA70%-FcC16)s (curva verde), (PAA/CTAs09-
FcC16)s (curva azul) medidos a distinta velocidad de barrido (v). Los voltamperogramas a baja v
evidencian que el aumento en la proporcion de surfactante redox impacta en un aumento de la
carga faradaica de las peliculas.
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A partir de los resultados obtenidos con la microbalanza de cuarzo y teniendo en cuenta que la
relacion entre surfactante con y sin ferroceno en el film es practicamente igual a la de la solucién

que lo origina, se puede establecer el numero de moles de FcC16 luego de 5 capas (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Moles de ferroceno para films de distinta composicién (PAA/surfactante)s

Ensamblados Moles de FeC16/nmol cm™ %FeC16/10%FeC16
(PAA/CTAgoy-FcC16)s 0.84 1
(PAA/CTA70%-FcC16)s 2.7 3.2
(PAA/CTAspy%-FcC16)s 6.6 7.9

Si bien entre el sistema que tiene 10% de surfactante con ferroceno y el que tiene 50% existe un
aumento de 5 veces en la concentracion superfical de centros redox, debido a que a medida que aumenta
la concentracion de FcC16 se deposita una masa mayor con lo cual electrodo contiene una mayor
cantidad total de centros redox. Observando los voltamogramas de la Figura 4.8, la relacion de corriente
entre el sistema que contiene 10% de surfactante electroactivo (linea roja) y el que contiene 50% (linea
azul) se observa un incremento de la corriente pico a 10 mV/s menor al triple, mientras que a 1000 mV/s
es menos del doble. Por otra parte, la Figura 4.9 muestra que la diferencia entre potenciales de las
corrientes pico (AEp) es menor en el sistema que menos centros de ferroceno contiene. En primera
instancia, estas observaciones resultan llamativas ya que se espera que al tener un mayor nimero de
centros redox el sistema propague mejor las cargas. Para una discusion mas profunda se procedié a
estimar los parametros (Dapp, @ Y ko) que describen la cinética de los procesos electroquimicos de cada

sistema.
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Figura 4.9. Parametros obtenidos de las VCs realizadas para para ensamblados
(PAA/surfactantes)s de distinta proporcion CTA:FcC16. Superior: densidad de corriente de pico
(Jjp) como function de V2. Inferior: diferencia de potencial de pico (AEp) como funcion del
logaritmo de v. Los valores de v van de 10 mV/s a 5000 mV/s. Las lineas solidas corresponden a

los ajustes obtenidos de la regresion lineal.

Los valores de densidad de corriente de pico (j,) y potencial de pico (Ep) fueron obtenidos para

Y2 (Fig. 4.9 inferior) muestra

distintas velocidades de barrido (v). El grafico de j, en funcion de v
gue para bajas velocidades de barrido existe una relacion practicamente lineal entre dichos
parametros, lo que evidencia que (en este rango de V) las peliculas (PAA/surfactantes)s presentan
un comportamiento tipico de control difusional. Los resultados experimentales fueron ajustados

con una regresion lineal mediante OriginPro. A partir de los valores de pendiente de los ajustes y

las concentraciones de centros redox calculada anteriormente (CLX"), es posible estimar el
coeficiente de difusion aparente (D,,) mediante el empleo de la ecuacion para procesos

electroquimicos quasireversibles/irreversibles con difusién lineal semi-infinita:™*>26"]

FA\1/2
iyq = 0.496nFA (ﬁ) CrDg) v /2

donde Dgp esté en unidades cm?/s y, para peliculas electroactivas, esta compuesto por la difusion
de los electrones en la pelicula (mediante un proceso de intercambio de electrones entre sitios
vecinos), la difusion de los contraiones electro-inactivos para compensar la carga generada por
los centros redox oxidados o reducidos dentro del film. « es el coeficiente de transferencia de la
reaccion electroquimica que puede ser obtenido mediante la relacion dada entre i, y E, para
procesos cuasireversibles con difusién lineal semi-infinita:*”
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F
In(ip4) = In(0.227FACgk,) + aﬁ(Ep_a —E9

donde E° es el potencial formal aparente calculado como (E,. +E,)/2, a partir de
voltamperogramas a baja velocidad de barrido, y k, es la constante de velocidad estandar en
unidades cm/s. De la pendiente del plot de In(i,,) en funcion de (E,, —E®) se obtuvo el
coeficiente de transferencia (« ), y de la ordenada al origen la constante k,. En la tabla 4.3 se

presentan los valores de «, Dy Y k, Obtenidos para cada sistema.

Tabla 4.3. Valores de «, Dgp, E° y k, presentados por las peliculas (PAA/surfactante)s.

c/im mM) E°(MV) a  ko(10°cmis) Dap (107 cms)

(PAA/CTAgoy-FcC16)s 188 497° 0.49 1.03 3.32
(PAA/CTA709%-FcC16)s 502 505° 0.49 0.385 0.822
(PAA/CTAs09-FcC16)s 923 527° 0.44 0.256 0.281

%Los valores de E” son aquellos obtenidos utilizando un electrodo de referencia Ag/AgCl (KClI
3M).

Los ensamblados (PAA/surfactante)s mostraron un aumento de E° a medida que se aumenta la
concentracion de FcC16 en las peliculas. Siendo que las concentraciones de centros redox son
mayores a 100 mM en todos los casos, la generacion de cargas positivas durante la oxidacion
puede causar un fuerte efecto en el potencial aparente de la cupla, un parametro tenido en cuenta
por Tagliazucchi y Calvo para explicar el comportamiento de este tipo de films.?®! Este efecto se
verd incrementado con el aumento de la concentracién de FcC16, coherente con los resultados
de E° obtenidos en nuestros sistemas. Por otra parte, el aumento de AE, (Fig. 4.9 superior) y la
disminucion del coeficiente de transferencia de la reaccién electroquimica ( «) observado en las
peliculas (PAA/surfactante)s reflejan una disminucion del grado de reversibilidad del sistema
con el aumento de FcC16. En la misma linea que la explicacion dada para E°, el costo energético
debido la generacion de cargas positivas durante la oxidacion aumenta con la concentracion de

centros redox en la pelicula, volviendo al proceso electroquimico mas irreversible.
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Es algo bien establecido que el coeficiente de difusion del intercambio de electrones entre sitios
vecinos (electron hopping) depende de la concentracion de la especie electroactiva ya que, de
forma equivalente al proceso de difusion de una especie que en solucién es dado simplemente
por el gradiente de concentracion, en este caso es una reaccion de intercambio de electrones
entre dos centros redox a una determinada distancia. Para las peliculas (PAA/surfactante)s se
obtuvo que Dqp disminuye, de 3.32 x 10! cm?/s a 0.281 x 10™* cm?/s, en la medida que aumenta
la concentracion de FcC16, de 10% a 50%. Estas observaciones pueden parecer contra-intuitivas
siendo que el aumento de la concentracion de centros redox dentro del film debe favorecer el
intercambio de electrones entre sitios vecinos. Sin embargo, Dy, estara dominado por el proceso
difusional més lento y, a partir de las observaciones anteriores, podemos decir que el proceso
que controla la cinética es la difusion de contraiones electro-inactivos para compensar la carga
generada por los centros redox oxidados dentro del film.

En la literatura de peliculas “blandas” electroactivas se encuentra una amplio rango de valores
de Dgp, entre 107° to 107*® cm?s, y se ha demostrado que las caracteristicas de la arquitectura
molecular de estos sistemas tienen un peso importante en el transporte de carga resultante. Por
ejemplo, Zambelli y colaboradores han reportado D,, de 5.6 x 10™*? cm?/s para ensamblados
capa-por-capa de polialilamina modificada con ferroceno (PAH-Fc) y poliestirensulfonato
(PSS), y D4y de 250 x 10™?cm?/s para ensamblados de PAH-Fc y 4cido poliglutamico (PGA).!*!
Estos autores concluyeron que el ensamblado (PAH-Fc/PGA), presenta un mayor valor de Dy,
debido a que los polimeros de este sistema interdifunden en mayor medida que en el sistema
(PAH-Fc/PSS),; y sugirieron que los polimeros que interdifunden presentan mayor movimiento
de corto-rango de los centros redox, mejorando el transporte de electrones. Otro ejemplo
interesante es el trabajo de Tong y colaboradores sobre auto-ensamblados altamente organizados
formados por el polianion poliestirensulfonato (PSS) y surfactantes redox de distinto largo de
cadena alquilica. Estos autores reportaron que D,, aumenta de 1.25 x 10 **a 17.9 x 10 ** cm®/s
en la medida que el largo de la cadena alquilica aumenta de 7 a 16 atomos de carbono.?®

Por otra parte, Heller demostr6 que D, aumenta con el grado de hidratacion del film
electroactivo, y para peliculas altamente hidratadas de hidrogeles modificados con complejos de
osmio report valores de D, cercanos a 10° cm?/s.[?**% En lo que hace a los ensamblados
(PAA/surfactante), estudiados en este capitulo, los mismos mostraron un marcado carécter

hidrofébico por lo que el ingreso de contraiones para compensar la carga generada al oxidar los

108



centros de ferroceno es mas dificil que en el caso de hidrogeles altamente hidratados. En este
contexto, es coherente que los valores de D,, que hemos encontrados sean cercanos a aquellos
reportados por Zambelli™! y colaboradores para ensamblados de PAH-Fc y PSS, o a aquellos
reportado por Tong y colaboradores para auto-ensamblados de PSS y surfactantes redox.?® En
base a lo descrito por Heller,?**% se podria sugerir que la disminucién de Dap presentada en las
peliculas (PAA/surfactante)s a medida que aumenta la concentracion de FcC16 se debe a la
disminucién del grado de hidratacion, lo que dificultaria la entrada de contraiones electro-
inactivos. En otras palabras, la disminucién de la proporcion de PAA (el bloque més hidrofilico)
en el ensamblado impacta en un film menos hidratado y la difusién de iones se vuelve mas lenta.
Sin embargo, no es posible adjudicar por completo el efecto de la disminucion de D,, solamente
al grado de hidratacion del film, dado que ademaés se presenta cierto cambio en la mesoestructura

del ensamblado que también podria influir en el transporte de cargas a lo largo del film.®

4.3.6 Efecto del estado de oxidacion sobre la mesoestructura del ensamblado

Se procedié a estudiar como afecta el estado de oxidacion de la pelicula (CTABgoy-
FcC16/PAA), a su meso-organizacion interna. Para esto se realizaron estudios de reflectividad
de rayos-X (Fig. 4.10 superior) y GISAXS (Fig. 4.10 inferior) antes de la oxidacion (estado
nativo, curva negra), luego de su oxidacion electroquimica (curva verde) y luego de reducir el
film que habia sido previamente oxidado (curva roja). Para realizar estos estudios, los
ensamblados se prepararon sobre ITO ultra plano modificado previamente con APTES. Luego se
realiz6 un medio ciclo de voltamperometria a baja velocidad de barrido (2.5 mV/s) deteniendo el
experimento a un potencial de 800 mV (vs Ag/AgCl). A partir del periodo de la oscilacion (4q)
de los resultados XRR, se estimO el espesor del film (d) en cada condicion. Los valores
obtenidos de 4g para los films en su estado nativo, oxidado EQ y reducido EQ fueron 0.0630
nm™, 0.0635 nm™ y 0.0635 nm™. Esto evidencia que el espesor del film, que es de 99.7 nm,

practicamente no varia con el estado de oxidacion.
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Figura 4.10. Superior: Curvas de reflectividad de rayos-X (XRR) para ensamblados (PAA/
CTABgow-FcC16); antes de ser oxidados (curva negra), luego de oxidar los centros redox del
film (curva verde) y luego de reducir los centros redox previamente oxidados (curva roja).
Inferior: Perfiles de dispersion fuera del plano extraidos de patrones de dispersién GISAXS a

partir de cortes a lo largo de la direccion g, para los estados de oxidacién descritos previamente.

Por otra parte, la influencia del estado de oxidacion sobre la estructura interna del ensamblado
fue estudiado con la técnica GISAXS. La figura 4.10 inferior muestra los perfiles de dispersion
extraidos de los patrones GISAXS a partir de cortes a lo largo de la direccion g, para los
distintos estados de oxidacién. Los sistemas (CTABgow-FCC16/PAA); antes de ser oxidados
electroguimicamente (curva negra), luego de su oxidacion electroquimica (curva verde) y luego
de reducir el film que habia sido previamente oxidado (curva roja) mostraron valores de g, de
méaxima intensidad de dispersiéon 1.77 nm™, 1.75 nm™* y 1.75 nm™, respectivamente. Estos

resultados muestran un ligero hinchamiento de la estructura interna luego de ser oxidado. Como
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el cambio es irreversible luego de que el sistema se reduce nuevamente, esto sugiere que el
hinchamiento no se produce por los iones que entran en el film al oxidar los centros redox, sino
que se produce por una reorganizacién de los componentes (PAA y surfactantes) dando lugar a

una estructura interna mas espaciada.

4.3.7 Constante de transferencia electrdnica

Para obtener la constante de transferencia electrénica (ket) del surfactante redox se realizaron
voltamperometrias ciclicas a distinta velocidad de barrido y se obtuvo E, anddico y catodico (ver
Fig. 4.11). Del plot “trompeta”, se realizé un fiteo (linea solida) utilizando el software Jellyfit
2.1 basado en las ecuaciones Butler-Volmer vy fiteadas con un procedimiento de diferencias-
finitas. A partir del ajuste se obtuvo una ker de 71 s™*. Por otra parte, utilizando la expression
desarrollada por Laviron para especies adsorbidas sin difusion se obtuvo ker= 78 s™.BY Estos
valores se corresponden con los observados por Flinklea et al. con tioles de cadena de 12
carbonos modificados con complejos de Rul*?, y son mucho menor a los observados con
ferroceno para tioles con 11 metilenos, donde ket en el orden de 10 es reportada.®*
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Figura 4.11. Separacion de potencial de pico en funcion de la velocidad de barrido en escala log
para una bicapa de CTABgu-FCC1s/PAA sobre oro modificado con el tiol
mercaptopropanosufonato (MPS). Resultados del fiteo: Eq = 0.494 V; ket = 71 s; slope =
0.014 V/log de v; peak separation at low scan rate = 0.028 V; Chi®= 26. Inset: Jp en function de

la velocidad de barrido.

4.3.8 Conexion electroquimica entre capas
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A partir de integrar el voltamperograma a baja velocidad de barrido (10 mV/s) del sistema
CTABgow-FcCi6/PAA (Fig. 4.12) y utilizando el espesor obtenido por QCM (40.1 nm) se obtuvo
la concentracion de centros redox en el film con un valor de 290 mM. Este valor de la
concentracion de centros redox es mayor que lo reportado para ensamblados LbL de
polialilamina modificada con complejos de osmio (OsPA) con polianiones o GOx.!28B4 | 5
diferencia entre nuestros resultados y los reportados para ensamblados LbL de OsPA y
polianiones o0 GOx son coherentes debido a la alta cantidad de centros redox y bajo grado de

hidratacion que presenta los films con surfactantes.
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Figura 4.12. Voltamperogramas de ensamblados (CTAgg-FCCis/PAA), cONn n =1, 3,5, 7, 9.
Velocidad de barrido 10 mV/s (izquierda) y 100 mV/s (derecha), electrolito soporte 100 mM
KCI.

Para estudiar la conectividad entre los centros redox de distintas capas se integraron los
voltamperogramas a baja velocidad de barrido (v = 0,005 V/s). Los resultados presentados en la
figura 4.13 sugieren que las distintas capas estan electroguimicamente conectadas dado que

carga faradaica total (Q) aumenta con nimero de ciclos de deposicién (n).
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Figura 4.13. Carga faradaica en funcién del ciclos de deposicion medidos a baja velocidad de

barrido. v = 0,005 V/s.

4.3.9 Electroactividad de las peliculas como funcién del namero de ciclos de
deposicion

El grafico de Log(jp) en funcion del Log(v) es una forma simple de evidenciar cualitativamente
el comportamiento electroquimico: films con procesos electroquimicos controlados por difusion

Y2y mientras que films que se

presentaran una pendiente (b) con un valor de 0.5 (i.e,, I, o v
comporten como cuplas reversibles confinadas en superficie, o “capa delgada”, presentaran valor
de b cercanos a 1 (i.e., I, a v). Para los sistemas presentados en este capitulo se aprecia que b
disminuye a medida que se aumenta el nimero de ciclos de adsorcion (figura 4.14) observandose

una transicion de un comportamiento de “capa delgada” a “controlado por difusion”.

510; n b
] 1 1.17
< ] 3 1.03
E.

o 5 0.46
'3 7 0.47

v (V/s)

Figura 4.14. Corriente de pico (j,) como funcion del logaritmo de v para distintos ciclos de

deposicién:n=1,3,5y 7.
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Este tipo de comportamientos fueron observado experimentalmente y modelados por
Tagliazucchi y Calvo en trabajos previos.[?®! Estos autores simularon la respuesta obtenida en
experimentos de voltametria ciclica teniendo en cuenta los pardmetros espesor del film (d),
coeficiente difusion aparente (D) y potencial formal aparente (E%, que lo describieron
dependiente de la posicién z (distancia al electrodo) dentro del film. Tagliazucchi et al. explican
el fenbmeno observado de la siguiente forma: En films con un espesor (d) menor a la capa
difusional (g), i.e., d <<g= (2Dappr)1’2, todos los portadores de carga (o centros redox) dentro del
film alcanzan el electrodo en la escala de tiempo experimental (t). Para este caso, la pendiente
de Log(jp) en funcion del Log(v) toma un valor cercano a 1. Por otra parte, cuando d es mayor a
€ (i.e. d >> (2Dappr)1’2) el transporte de carga estd controlado por difusion y solo los portadores
ubicados a una distancia & = (2D 7)"2 del electrodo podran alcanzarlo. En este Gltimo caso, la

pendiente de Log(jp) en funcion del Log(v) toma un valor de 0.5.

]l n=7 ]
’
n
160 " ._.’.4/.7) ]
~

a 1 .’—./‘3_ ] ° ]
e yay,
804°® ® /./. .

[} /o/ e
y 0>‘l>—=.=.:‘:/o o—®

&
1

AE_ (mV)

0.01 0.1 1 10
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Figura 4.15. Separacion del potencial de pico (AE,) como funcion del logaritmo de v para
distintos ciclos de deposicion: n=1,3,5y 7.

Por otra parte se estudioé el AE, en funcion de v (ver Fig. 4.15). Para n = 1, AE, comienza a
incrementar mas acentuadamente a partir de valores de v mayores a 500 mV/s debido a
limitaciones en el proceso de transferencia electronica en la interface electrodo/pelicula. Dado
gque todas las curvas parecen converger a altas v, la escala de tiempo caracteristica de la

transferencia electrénica es practicamente independiente del espesor de la pelicula.

4.3.10 Intercambio de iones y solvente durante los procesos redox:

Microbalanza de cristal de cuarzo con moédulo electroquimico (QCM-E)
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Se encuentra reportado en un amplio niumero de trabajos que el flujo de electrones que ocurre
durante la oxidacion de una pelicula electroactiva requiere del ingreso de aniones desde la
solucién o de la expulsion de cationes presentes en la pelicula para mantener la condicion de
electroneutralidad.5 % Ademas, el flujo de iones para compensar la carga generada viene
acompafada del flujo de solvente. En esta seccion se presenta el estudio del flujo de iones y
solvente a través de la técnica microbalanza de cristal de cuarzo con médulo electroquimico
(QCM-E) para los ensamblados (PAA/surfactante),.

En la Figura 4.16 superior se muestra la densidad de corriente (j) y la frecuencia (Af) obtenida
durante un experimento de voltamperometria ciclica empleando un ensamblado de
(PAA/CTAso%-FcC16)7/PAA y una solucion electrolitica NaCl 100 mM. Los resultados
evidencian que, a medida que los centros redox del film son oxidados, ocurre un aumento de
masa (visualizado como una disminucion de Af) debido a la entrada de aniones para mantener la
condicion de electroneutralidad. Una vez terminado el medio ciclo, el potencial en el electrodo
decrece produciendo una reduccion de los centros redox y una expulsion de los contraiones.
Durante el experimento se observé una leve histéresis en el proceso de oxidacién/reduccion con

respecto al intercambio de masa, un efecto que ya ha sido reportado y descrito para otros

sistemas.2641
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Figura 4.16. Estudio por QCMD con médulo electroquimico (QCMD-E) para el ensamblado de
(PAA/CTAsoy-FcCi6)7/PAA. Superior: densidad de corriente (j) y Af en funcién del potencial
aplicado. Inferior: Cambio de frecuencia (lineas solidas), disipacién (lineas punteadas) y carga
faradaica (Q) en funcidn del tiempo. La frecuencia y disipacion corresponden a los armoénicos
(n) 3, 5y 7. Para los experimentos se ha empleando una solucion electrolitica NaCl 100 mM y a
una velocidad de barrido de v = 25 mV/s. La carga faradica se obtuvo por integracion del

voltamperograma ciclico.

La comparacion de los cambios de frecuencia (Af), disipacion (AD) y carga faradica (Q) en
funcién del tiempo (Fig. 4.16 inferior) hace visible que, durante la oxidacién de la pelicula, la
disminucién de la frecuencia tiene aparejado un aumento de la disipacion. Esta observacion
sugiere que la entrada de CI" viene acompafada de la entrada de agua, resultando en una pérdida
parcial de la rigidez de la pelicula. El hecho de que los cambios de Af y AD en funcién de Q sean
practicamente idénticos para todos los arménicos (ver curvas paran = 3, 5y 7) evidencia que el
film es lo suficientemente rigido para el uso de la ecuacion de Sauerbrey, que permite obtener el

cambio de masa a partir de Af.B
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Figura 4.17. Relaciones Af y AD a carga faradaica (Q) para los estudio por QCMD-E para el
ensamblado de (PAA/CTAspy-FcCi6)7/PAA. Para los experimentos se han empleando
soluciones electroliticas de NaCl, NaNO3; y NaSO,4 en concentracion 100 mM y se realizaron

voltamperometrias a 25 mV/s.

En la Figura 4.17 se presentan el cambio de Af y AD en funcion de la carga faradaica durante los
experimentos de voltamperometria ciclica utilizando sales de sodio con aniones de distinto
radio: NO3 < CI" < SO, (ver tabla 4.4). Cualitativamente, los resultados obtenidos empleando
NaNOj3 fueron similares a los obtenidos con NaCl: se observoé una disminucion de Af y un
aumento de AD a medida que se oxido6 la pelicula, y un comportamiento opuesto durante el
proceso de reduccién. Por otra parte, los experimentos realizados utilizando NaSO, mostraron
un aumento de Af durante el comienzo de la oxidacion y luego una disminucion de Af en el resto
del proceso de oxidacién. Lo observado sugiere que en presencia del anién SO,* el sistema
responde a la oxidacion primero expulsando cationes y luego captando aniones. Al ser un anion
divalente, el comportamiento con SO,* se puede deber a la existencia de una mayor repulsion
electrostatica entre este ion y la capa externa de PAA de la pelicula (también negativa).
Observaciones similares fueron reportadas para ensamblados de polialilamina modificada con

complejos de osmio (PAH-Os) y poliestirensulfonato (PSS).[*
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Tabla 4.4 Datos fisicoquimicos obtenidos de la literatural®®! para los iones empleados en las

mediciones de la Figura 4.17.

Anién radio i6énico/nm N de H,0 en la esfera de hidratacién
NO3- 0.177 6
CI_ 0.180 6-8
2-
S0 0.242 6.4-9.6

Mediante el uso de la ecuacion de Sauerbrey, se obtuvo la masa por unidad de carga faradaica
que permite estimar el numero de moléculas de agua que acompafia la entrada de cada anién. La
Tabla 4.5 compila los valores de masa intercambiada por unidad de carga (Am/AQ), la masa
molar intercambiada (Am) y el numero de moléculas de agua (Nu20) para cada anion al pasar de
la pelicula en estado reducido a oxidada. Es interesante hacer notar que se obtuvieron valores de
Nh2o iguales o menores a la esfera de hidratacion del anién en solucién. Esta observacién se
diferencia de aquella obtenida para ensamblados de polialilamina modificada con complejos de
osmio (PAH-Os) y poliestirensulfonato (PSS),[*? y para ensamblados de PAH-Os y glucosa
oxidasa (GOx)™¥ donde el ingreso de anién es acompafiado por una gran cantidad de moléculas
de agua (Nu20 15-30). Tagliazucchi et al. simularon el ingreso del solvente mediante tedrica
molecular®! y sugirieron una descripcién mecanica simplificada de este fenémeno: por un lado,
la presion osmotica de los iones y las fuerzas electrostaticas tienden a hinchar la pelicula para
reducir las diferencias de concentracion del electrolito dentro y fuera de la pelicula y para
minimizar la repulsion entre las especies cargadas. Por el otro, la elasticidad del polimero
(entropia conformacional), las interacciones hidrofobicas entre segmentos y las uniones entre
macromoleulas positivas/negativas (pares ionicos) contrarrestan estas fuerzas, impidiendo que el
espesor aumente indefinidamente y por lo tanto que la pelicula se disuelva. El espesor alcanza el
equilibrio cuando el balance de estas presiones se hace cero.””®! Por lo tanto, las diferencias
encontradas en nuestros sistemas en cuanto a la cantidad de agua que entra por anion
posiblemente se deben a las fuertes interacciones polielectrolito-surfactante (pares idnicos) y
surfactante-surfactante (hidrofébicas) resultando en ensamblados muy compactos y con alto

grado de ordenamiento que limitan la entrada de agua.
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Tabla 4.5. Informacién obtenida con la técnica EQCM: masa intercambiada por unidad de carga
(Am/AQ), masa molar intercambiada (Am) y el nimero de moléculas de agua (Nu20) para cada

anion al pasar de la pelicula en estado reducido a oxidada namero.

i -1 3 -1
ANION  Am/AQ)igC (x10)  Amlg mol N,io
NO 1,64 158 5.3

3
cl 1,52 146 6.2
S0 z 0,949 183 4.8

4

Si bien el flujo de aniones CI" y NO3™ tuvo aparejado la entrada de una cantidad de agua (NHzo)

similar al de su esfera de hidratacion, en el caso de SO4* este valor fue algo menor. El hecho de
no obtener un aumento en la disipacién durante la oxidacién con SO.* es consistente con la baja
cantidad de agua ingresada. Siendo el sulfato el anién de mayor tamafio, el comportamiento
observado se podria deber a que los ensamblados (PAA/surfactantes), son tan compactos y

ordenados que podrian limitar la entrada de moléculas de agua para este anién tan voluminoso.

4.3.11 Intercambio de iones durante los procesos redox: El efecto del radio del
contraion

El transporte de carga de las peliculas electrocativas fue estudiado en electrolitos de aniones con
distinto radio: NOs < CI" < SO, En la figura 4.18 superior se muestran los voltamperogramas
de la pelicula (PAA/CTAg-FCcC16)s/PAA determinados con las sales NaNOs (linea purpura),
NaCl (linea naranja) y NaSO, (linea verde) a distinta velocidad de barrido. Se aprecia
claramente que la naturaleza del anion tuvo un impacto importante en las propiedades

electroquimicas de las peliculas.
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Figura 4.18. Superior: voltamperometrias ciclicas realizadas en el sistema (PAA/CTAgoy-
FcC16)s/PAA utilizando NaNOg (linea purpura), NaCl (linea naranja) y NaSO, (linea verde) y a
distinta velocidad de barrido (10, 100 y 1000 mV/s). Inferior: densidad de corriente de pico (jp)

como funcion de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido.

Los voltamperogramas obtenidos en presencia del anién SO4> mostraron menores Jjp Y mayores

AE,, indicando que fue el caso menos reversible. Las corrientes de pico fueron obtenidas y

graficadas en funcidn de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (Fig. 4.18 inferior), donde se

aprecia que la eficiencia del transporte de carga aumenta segiin NOs > CI" > SO, Por lo tanto,

los resultados indican que para peliculas altamente organizadas y compactas el tamafio del anién

podria tiene un rol importante su electroactividad. Un estudio con una mayor cantidad de sales

debe ser realizado para poder corroborar esta hipotesis.

4.4 Conclusiones especificas

A lo largo de este capitulo, estudiamos el ensamblado capa-por-capa de polielectrolitos y

surfactantes redox, o mezclas de surfactantes electrocativos y no electroactivos, para la
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generacion de films altamente organizados, mesoestructurados y electroactivos. El estudio del
crecimiento del film y sus propiedades viscoelésticas indica que estos sistemas tienen un
crecimiento tipo exponencial, son muy rigidos y contienen un baja cantidad de agua. A partir de
la caracterizacion XPS, se obtuvo una relacion practicamente directa entre la proporcion de
surfactantes en solucion y la ensamblada en las peliculas. Este resultado es muy interesante, ya
que esta estrategia permite un facil control de la concentracion de centros funcionales en el film
y la misma no requiere de complejos protocolos de sintesis. Los estudios de dispersién de rayos-
X arrojaron que las peliculas se exhiben un alto grado de organizacién interna con una distancia
caracteristica entre 3.6 a 4 nm y formando mesofases con una orientacién preferencial con
respecto a la superficie del sustrato. Ademas, la proporcién de surfactante mostré controlar la
mesofase de la pelicula de hexagonal circular para (PAA/CTAB), a hexagonal 2D para
(PAA/FcC16),. Los sistemas de surfactantes mixtos mostraron mesofases intermedias (o una
transicion de fase) entre hexagonal circular a hexagonal 2D. Las propiedades electroactivas de
los films fueron dependientes de la proporcién de surfactantes redox y no-redox, el nimero de

ciclos de deposicion (o espesor del film) y de la naturaleza del anién del electrolito soporte.

4.5 Apéndice
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Figura A4.1 Patrones GISAXS obtenidos para ensamblados (PAAs kpa/FCC16), de diferente
ciclo de deposicion: 3 (a), 5 (b), 7 (c) y 9 (d). Los films fueron preparados sobre sustratos de Si

(100) modificados con APTES. Las medidas se realizaron a angulos de incidencia (o) de 0.2°.
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Figura A4.2 Estudio de desorcion de los ensamblados (PAA/FcC16)s mediante

voltamperometria ciclica. Las peliculas fueron construidas capa-por-capa sobre sustrato de Au
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modificados con 2-aminoetanotiol. Las medidas electroquimicas se realizaron en KCI 100 mM

con un electrodo de referencia Ag/AgClI.
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Capitulo 5

Nanoarquitecturas bioelectrocataliticas a partir del auto-

ensamblado de glicoenzimas redox y lectinas.

“Debe entenderse que todos somos educadores. Cada acto de nuestra vida cotidiana tiene
implicancias, a veces significativas. Procuremos entonces enseniar con el ejemplo.”

René G. Favaloro
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5.1 Introduccion especifica

El desarrollo de la nanoarquitectonica ha promovido el disefio y la fabricacion de
nanodispositivos funcionales y su integracion sobre superficies, para la creacion de tecnologias
novedosas (nanoelectrénica, drug-delivery, bsensores, etc).l*? La tltima meta en el desarrollo de
nanodispositivos es la construccion de estructuras organizadas y funcionales a partir de distintos
componentes funcionales donde su combinacion de lugar a nuevas funciones o lo combinacion
de ellas.B®! En este sentido, entre la amplia variedad de bloques de construccién, las enzimas son
especialmente importantes debido a sus excelentes propiedades funcionales, las cuales incluyen

actividad, selectividad y especificidad./*®!

Las principales actividades en este campo se
enfocaron en la incorporacion de enzimas sobre o dentro de diferentes materiales:
dendrimeros,® polimeros,i? copolimeros,’® vesiculas,® capsulas,™ particulas metalicas o
inorgéanicas.**

Uno de los objetivos de este campo se centra en el desarrollo de técnicas que permitan la
generacion de sistemas de alta complejidad donde las funcionalidades especificas puedan ser
introducidas de una forma simple y eficiente.***! Por ejemplo, los mecanismos méas precisos y
complejos de la naturaleza estdn basados en el auto-ensamblado de proteinas y péptidos en
diversas estructuras auto-limitadas en tamafio. En muchos de estos ensamblados, las
interacciones moleculares especificas y multivalentes son especialmente relevantes para guiar la
estructuracion y asi mejorar la funcién con respecto a los componentes individuales.® La
imitacion del exquisito control del ensamblado de proteinas podria resultar en la creacion de
supraparticulas con propiedades customizables, expandiendo las fronteras de los nuevos
materiales.™® Sin embargo, la creacion de supraestructuras basadas en proteinas de composicion
y tamafio controlable mediante un simple ajuste de sus interacciones todavia es un gran
desafio.[" 18!

Hace unos pocos afios, Kotov y colaboradores han reportado que nanoparticulas inorganicas de
ciertas caracteristicas pueden auto-ensamblarse mediante interacciones no-covalentes en
supraparticulas de tamafio limitado y baja polidispersidad.l**?°! EI control sobre los parametros
de tamano y polidispersidad requiere una cuidadosa evaluacion de las fuerzas que son parte del

proceso de ensamblado.??%

En trabajos previos se ha descrito experimentalmente y
tedricamente el mecanismo de formacién de sistemas coloidales auto-limitados.[?%?3-281 pe

forma general, el proceso de ensamblado es gobernado por un delicado balance de fuerzas
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atractivas y repulsivas; y el ensamblado supraparticular cesa cuando las fuerzas repulsivas entre
los bloques precursores igualan las fuerzas atractivas. Aunque el mecanismo de ensamblado se
encuentra principalmente descrito para interacciones electrostaticas y de dispersioén de London,
comportamientos similares fueron observados cuando entran en juego otras interacciones
supramoleculares.!?"?8

El reconocimiento lectina-carbohidrato representa una interesante y atractiva alternativa para
construir supraparticulas (o bionanoparticulas, BNPs) conformadas por proteinas nativas, y se
basa exclusivamente en las diferentes interacciones supramoleculares que los sistemas vivos
utilizan para formar diversos complejos moleculares.”®3% Si bien las interacciones lectina-
carbohidrato no son muy fuertes, la formacion simultanea de multiples interacciones de
reconocimiento (multivalencia) incrementa la afinidad y la especificidad entre los
biocomponentes.®3?! Es por esto que en este capitulo estudiamos la potencialidad del auto-
ensamblado auto-limitado en tamafio entre una lectina (Concanavalina A, Con A) y una
glicoenzima (glucosa oxidasa, GOx) dirigido por el reconocimiento lectina-carbohidrato (Fig.
5.1).

Auto-ensamblado ~ Crecimientode
Reconocimiento direccionado por supraparticulas
lectina-carbohidrato reconocimiento  limitado en tamafio
v ) molecular
GOx ¢ ,; (72} e S
réee«e¢ ¢
) : g Repulsion
r = ”~
c < - . G electrostética

Estimulos quimicos
glucosa  gluconolactona

‘ s
Auto-ensamblado K 9
direccionado por ) mediador
reconocimientode . % redox
supraparticulas %
sobre superficies
e-

sefial
bioelectrénica
Actividad
bioelectrocatalitica

Figura. 5.1 Superior: Representacion del balance de interacciones que regula el auto-
ensamblado de Con A y GOx para la formacion de supraparticulas (o bionanoparticulas, BNPs)
auto-limitadas en tamafio. Inferior: Bioelectrocatalisis de las BNPs inmovilizadas sobre

electrodos de oro mediante reconocimiento molecular.
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En primera instancia, se prepararon bionanoparticulas (BNPs) de Con A y GOx de distintos
tamafios y composiciones cambiando paramentos sencillos como la proporcién entre las
entidades conformantes y la concentracion de proteina total. Se estudié mediante la técnica de
dispersion dinamica de luz (DLS) el radio hidrodinamico de las BNPs. Luego, por resonancia de
plasmones superficiales (SPR), se evalud y cuantificd el ensamblado glico-direccionado de las
BNPs sobre una superficie de oro funcionalizada con residuos de manosa. Se construyeron bio-
nanoarquitecturas multicapa utilizando Con A como linker entre BNPs. Demostramos que las
BNPs tienen la capacidad de inmovilizarse tanto en una superficie con residuos de manosa como
en una con lectina. Por Gltimo, se estudio la respuesta electrocatalitica de las BNPs confinadas
sobre electrodos de oro. Los resultados presentados revelan que las BNPs mantienen inherentes
las funcionalidad de ambas proteinas, por un lado la actividad de catalizar la oxidacion de D-
glucosa, aportada por la GOx, y por otra parte la propiedad de direccionarse y auto-ensamblarse

sobre objetivos glicosidicos, proveniente de la Con A.

5.2. Materiales y métodos

5.2.1 Sintesis de bionanoparticulas (BNPs) Con A-GOXx

Se prepararon soluciones de GOx 1 uM, GOx 2 uM, Con A 1 uM y Con A 2 uM en buffer
HEPES 20 mM, KCI 100 mM, CaCl,0.5 mM y MnCl; 0.5 mM a pH 7.4. Todas las soluciones
fueron filtradas con filtros de 200 nm de poro. Para obtener las BNPs, se agreg6 gota a gota de la
solucion de Con A en la solucién de GOx durante agitacion con buzo magnético. Se prepararon
mezclas de proporciones 1:8, 1:4, 1:2, 1:1, 2:1, 4:1 y 8:1 para concentraciones de proteina total 1
uM y 2 uM. Luego de agitar durante 30 minutos cada solucion, se midio el tamafio de particula
con la técnica Dispersion Dinamica de Luz (DLS) con un equipo Malvern ZS.

5.2.2 Auto-ensamblado de bionanoparticulas sobre superficies glicosiladas

Sustratos de oro (sustrato de vidrio modificado con 50 nm de titanio y 150 nm de Au por
evaporacion) fueron incubados durante 12 h en una solucion de cisteamina 5 mM en etanol.
Luego, el electrodo fue enjuagado con etanol y secado con N, seguido de incubacion en 10
ng.mL™? a-D-manopiranosil-fenil-isotiocianato en buffer pH 7.4.B% Luego el electrodo fue

enjuagado con solucién buffer.
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Para modificar el sustrato glicosilado, se utilizé la solucion de proporcion Con A-GOx 1:2 y
concentracion de proteina total 1 pM por mostrar muy buena estabilidad, reproducibilidad y baja
polidispersidad. El sustrato glicosilado se incubd 1 h en la solucion de BNPs y luego se enjuagd
con solucion buffer. Para realizar arquitecturas capa-por-capa de BNPs y Con A, el sustrato
modificado con BNPs se incubd en una solucion de Con A concentracion 1 uM durante 30
minutos.**! El proceso de modificacién fue repetido para construir arquitecturas multicapas
(BNPs/Con A),.

5.2.3 Espectroscopia de Plasmones Superficiales (SPR)

Los estudios SPR se llevaron a cabo utilizando un equipo BioNavis 210A que emplea la
configuraciéon Kretschmann. Se utilizaron sustratos de vidrio recubiertos con oro fabricados por
BioNavis. Para estudiar el ensamblado in-situ de BNPs o Con A, se monitored el angulo de
minima reflectividad (0) con un laser de 785 nm mientras se ensamblo cada biocompuesto con
un flujo continuo de 10 pl.min™. El desplazamiento del angulo de minima reflectividad, A® (en
grados), fue convertido en concentracion superficial, I' (ng/cm?), con la siguiente ecuacion:®>3]

AQ xk xd

dac
donde k*d es un dato provisto en la especificacion de los sustratos de BioNavis con un valor
1.9*107 cm/deg y el incremento del indice de refraccién con la concentracién (dn/dC) se obtuvo

de la literatura, con un valor de 1.77*10™° cm®/ng.13"%!

5.2.4 Medidas electroquimicas

Experimentos de voltamperometria ciclica fueron realizados usando un potenciostato TEQ-4
(NanoTEQ, Argentina) y una celda de 3 electrodos con un electrodo de referencia Ag/AgCl y un
contraelectrodo de platino. Las medidas se realizaron en una celda de Teflon disefiada para
exponer un area geométrica del electrodo de trabajo de 0.18 cm?. Se utiliz6 como solucién
electrolitica HEPES 20 mM, KCI 100 mM ajustado a pH 7.4. Previo a cada medida

electroguimica se burbujeo N durante 30 minutos para remover el O, disuelto.

5.3 Resultados y discusion
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5.3.1 Sintesis de bionanoparticulas bifuncionales mediante reconocimiento
lectina-carbohidrato

En esta seccion vamos a describir la sintesis y la caracterizacion de bionanoparticulas (BNPSs)
preparadas mediante interacciones supramoleculares de bioafinidad entre las proteinas Con Ay
GOx en una matriz acuosa. La formacion de las BNPs fue monitoreada con la técnica dispersion
dindmica de luz (DLS). El agregado de Con A a una solucion de GOx provocé un incremento
del tiempo de relajacién, y por lo tanto un aumento en el didmetro hidrodindmico de las
particulas, con respecto a las proteinas nativas. En la Figura 5.2 izquierda se presentan las
distribuciones de tamafio, obtenidas con para Con A (linea naranja), GOx (linea azul) y BNPs
1:2 y [proteina total] 1 uM (linea sélida verde). Todas las muestras se prepararon en solucién
buffer y se midieron a 20°C. Sobre cada curva de distribucién se esquematizé el respectivo
biocomponente. Cabe destacar en las soluciones de BNPs formadas mediante ensamblado de
Con Ay GOx en proporcién 1:2 no se observé (por DLS) la presencia de proteinas sin enlazar,
indicando que el ensamblado procedié hasta practicamente la terminacion de las proteinas. Aun
mas interesante es el hecho de que este proceso de auto-organizacion mediada por el
reconocimiento lectina-carbohidrato produjo una distribucién Gnica de tamafio de particulas
coloidales, siendo las particulas de 55 nm de didmetro aquellas en mayor proporcion. La Fig. 5.2
derecha muestra una imagen SEM de las BNPs sobre un sustrato de silicio. A partir del analisis
de la imagen se obtuvo un didmetro promedio de 44 nm. La diferencia del tamafio obtenido por
SEM con respecto a DLS se puede deber a que la técnica DLS obtiene el diametro
hidrodinamico, esto es el diametro de la particula mas la capa de agua que arrastra la misma, que

suele ser mayor al tamafio obtenido por microscopia.
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Figura 5.2. lzquierda: Distribucion de tamafio obtenido por DLS de Con A (linea roja), GOXx
(linea azul) y BNP Con A-GOx 1:2 (lineas verdes) en ausencia (linea solida) de D-manosa y en
presencia de 5 mM (linea a trazos) y 40 mM (linea punteada) de D-manosa. [Proteina total] = 1
uM. Derecha: Imagen obtenida por crio-SEM de bionanoparticulas Con A-GOx relacion 1:2 y

[Proteina total] = 1 uM depositadas por spin-coating sobre un sustrato de silicio.

Para evaluar el rol del reconoconimiento molecular como fuerza impulsora para formacion de las
BNPs, hemos estudiado la formacion de la bionanparticulas en presencia de D-manosa como un
agente de competencia por los sitios de union de la Con A (Fig. 5.2c). El didmetro
hidrodindmico promedio obtenido en presencia de manosa 5 mM (linea a trazos) fue de 39 nm,
mientras que para manosa 40 mM (linea punteada) fue de 11 nm. La observacién de que la
presencia de manosa en solucién tiene un importante impacto en el ensamblado de estas
proteinas evidencia que el reconocimiento lectina-carbohidrato tiene un rol preponderante como
fuerza atractiva para la formacion de las BNPs. Siendo que tanto la Con A (PI = 4.5)% como la
GOx (Pl = 4.3)1*% tienen carga negativa a pH 7.4, es razonable asumir que el ensamblado ocurre
hasta que la repulsion electrostatica entre las BNPs y las proximas proteinas iguala la

interacciones atractivas provenientes del reconocimiento lectina-carbohidrato.[?%141]
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Figura 5.3. Diametro hidrodinamico de las siguientes BNPs: (a) Con A:GOx 1:8, [proteina
total] =1 uM (b) Con A:GOx 1:2 [proteina total] =2 uM y (c) Con A:GOx 1:8 [proteina total] =
2 uM.

Por otra parte los resultados de DLS arrojaron que el tamafio de las BNPs sintetizadas depende
tanto de la proporcion de cada una de las proteinas como de la concentracion de proteina total en
solucidn (Fig. 5.3). Esto es realmente interesante ya que la variacion de estos simples parametros
nos permite controlar las caracteristicas de tamafio de los supraparticulas formadas. En la Tabla
5.1 se listan los valores de los tamafios de particula y la desviacion estandar de las BNPs de Con
A-GOx que formaron soluciones coloidales estables (la informacion extendida se presenta en la
Tabla 5.A1 y Tabla del apéndice). Las BNPs preparadas con una concentracion de Con A igual
o menor a la proporcion Con A-GOx 1:2 resultaron en coloides estables durante 72 hs sin
cambiar apreciablemente su tamafo. Por otro lado, las BNPs preparadas con una concentracion
de Con A mayor a la proporcion Con A-GOx 1:2 rapidamente formaron agregados grandes y
flocularon. De forma general, nuestros resultados revelan que el aumento de la fraccion molar de
Con A fomenté la formacion de BNPs de mayor tamafio. Este comportamiento era de esperar
debido a la capacidad de la Con A de enlazar por interacciones de reconocimiento molecular los
residuos glicosidicos en las enzimas GOx. Aunque las supraparticulas hayan mostrado un
comportamiento de auto-limitacién en tamafio, lo cual indicaria que el proceso de ensamblado
esta controlado termodinamicamente, el hecho de las caracteristicas de las BNPs dependan de la
concentracion total de proteina vuelve poco claro esta ultima conjetura y sugiere una influencia

también de la cinética.
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Tabla 5.1. Tamafio de particula, desviacion estandar e indice de polidispersidad (PIl) de las
BNPs preparadas en buffer HEPES 20 mM, KCI 100 mM, CaCl; 0.5 mM, MnCl; 0.5 mM
ajustado a pH 7.4 y medido a 20°C.

[total protein] (uM)  Con A:Gox Size (nm) St. Dev. (nm) Pl
1 1:2 54.7 20 0.19
2 1:2 120 60 0.31
1 1:4 9y 28 3yl14 0.31
2 1:4 117 83 0.25
1 1:8 12 6 0.38
2 1:8 10 5 0.36

5.3.2 Bio-arquitecturas supramoleculares mediante el auto-ensamblado de BNPs
y Con A.
En esta seccion vamos a describir la construccion de biointerfases de ensamblados multicapa de
BNPs y Con A mediados por interacciones de lectina-carbohidrato. Se eligié el método capa-
por-capa para la nanoconstruccion de peliculas delgadas ya que resulta particularmente atractivo
debido al control preciso de la carga de enzima y las caracteristicas topoldgicas.***¥) para esto
se explotd el concepto de las interacciones de bioreconocimiento como fuerza impulsora para el
ensambado de cada capa.*****®! Ademas de estimar la cantidad de BNP ensamblada en cada
capa por la técnica SPR, aprovechamos las caracteristicas de esta metodologia para evaluar
cualitativamente la naturaleza biomolecular de la periferia de las BNPs. Para este estudio se
utilizaron las BNPs Con A-GOX 1:2 y [proteina total] 1uM, de 54.7 nm de diametro y una
desviacién estandar de 20 nm. Las BNPs en ensamblaron sobre superficies modificadas con
residuos de a-D-manosa. Dado que estas BNPs tiene una Unica campana de distribucion de
tamafios y no fueron apreciadas proteinas no enlazadas (linea solida de la Figura ) podemos
considerar que, en promedio, las BNPs estan confirmadas por una relacion Con A-GOx 1:2.

La construccion in-situ del ensamblado capa-por-capa de BNP (Con A-GOX 1:2 y

[proteina total] 1 uM) y Con A se monitored por la técnica de SPR. En la Figura se presenta el
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angulo de minima de la reflectividad (0) en funcién del tiempo para la siguiente secuencia de
elucion: buffer, BNPs, buffer, Con A, buffer, BNPs, buffer, Con A, buffer. Luego de la elucion
de BNPs y Con A se aprecian aumentos de 6 que se originan por el cambio en las propiedades
dieléctricas debido a la adsorcion de los bloques proteicos sobre la superficie de oro. Para el caso
de la adsorcion de proteinas globulares, hay una relacion directa entre 6 y la concentracion

superficial.
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Figura 5.4. Angulo minimo de la reflectividad en funcién del tiempo para la secuencia de
elucion: buffer, bio-nanoparticula, buffer, Con A, buffer, bio-nanoparticula, buffer, Con A,
buffer. La medida se realiz6 a 20 °C y con un flujo de 10 ul/min.

A partir de los resultados experimentales y haciendo uso de la ecuacién 5.1, se estimé la
concentracion superficial en masa del film, T (ng/cmz), donde para cada capa A6 es la
diferencia de 6 para la solucion buffer entre antes y después de la inmovilizacion del respectivo
biocomponente (BNPs o Con A). Ademas se estimo la concentracion superficial molar de ambas
proteinas en cada capa, ['cona (pmol/cm?) y T'cox (pmol/cm?). Para esto fue necesario utilizar el
peso molecular de cada proteina y se considerd que en promedio la proporcién de la BNP es 1:2
Con A-GOx. La Tabla 5.2 presenta las concentraciones superficiales Tw (Ng/cm?), Tcon A

(pmol/cm?) y T'sox (pmol/cm?) para cada paso de ensamblado.
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Tabla 5.2. Cubrimiento superficiale total (I'it), de Concanavalina A (I'con a) Y de Glucosa

Oxidasa (I'cox) determinado por Espectroscopia de Resonancia de Plasmones Superficiales.

- - T T
Bio-arquitectura Ciotan Lcona ['ox Icona I Gox

(ng/cm?)  (pmol/cm?)  (pmol/cm?)  (pmol/cm?) (pmol/cm?)

(BNP); 471 111 2.22 111 2.22
(BNP)y(Con A), 941 452 - 5.63 -
(BNP),(Con A), 1340 0.94 1.88 6.57 4.10
(BNP),(Con A), 1826 4.67 - 11.24 -

El superindice T significa cantidad de proteina total ensamblada sobre el electrodo de oro.

A partir de los resultados presentados en la Figura y en la Tabla 5.2 es relevante discutir
ciertos puntos. Por un lado, el A0 obtenido en la primera capa de BNP indica un aumento de
masa de 471 ng/cm? y, por lo tanto, una Icon a de 1.11 pmol/cm? y Tgox de 2.22 pmol/cm? (Fig.
5.5). Este valor de concentracion superficial de GOx es cerca de 95% mayor que el obtenido por
Pallarola et al. para una capa de GOx formada sobre un sustrato modificado con una monocapa
de Con A, quienes estimaron un cubrimiento de GOx de 1.15 pmol/ cm?.4 Por otro lado, el
hecho de que las BNPs se puedan auto-ensamblar tanto sobre superficies glicosiladas como
sobre capas de Con A sugiere que existen ambas proteinas, Con A y GOX, estan presentes en la

superficie de la BNPs.
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Figura 5.5 Concentracion superficial de Con A (rombos) y GOx (cuadrados) en funcion de la
capa de ensamblado.

Por otro lado, luego de inmovilizar BNP y eluir Con A 1 uM se produjo una variacion de 6
asociado con un aumento de masa de 470 ng/cm? esto es, 4.52 pmol/cm? de lectina.
Nuevamente, la cantidad de proteina cargada es mayor que la obtenida para una monocapa de

Con A segin lo reportado por Anzani et al.*! (34]

y Pallarola et al.,"”* quienes estimaron una
concentracion superficial de 1.8 pmol/cm?. El hecho de que nosotros hayamos obtenido valores
de T'con A Mayores que los autores anteriores se puede deber al aumento del area funcional
efectiva luego de modificar la superficie de oro con una capa de BNPs.

Luego de la primer bicapa, se continud con la nanoconstruccién de la bio-arquitectura con el fin
de aumentar la carga de proteica interfacial. La concentracién superficial en masa obtenida para
la segunda capa de bionanoparticula y la segunda capa de Con A fue de 399 ng/cm2 y 486
ng/cm2 respectivamente. Estos resultados experimentales respaldan nuestra conjetura acerca de
la presencia de GOx y Con A en la superficie de las BNPs, haciendo posible su auto-ensamblado

en superficies que presentan tanto residuos de carbohidratos como lectinas.

5.3.3 Evaluacion de la biocatalisis electroquimica de las bio-nanoparticulas

ensamblados
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La Figura a describe los voltamperogramas ciclicos de las bioarquitecturas interfaciales (BNP),
y (BNP),(Con A); con un barrido de potencial desde 0 hasta 500 mV (vs Ag/AgCl) en ausencia
(linea punteada) y en presencia (linea a trazos y linea sélida) de 100 mM glucosa y
[0s" (bpy)-pyCI]* 0.1 mM, HEPES 20 mM y KCI 100 mM. En ambos sistemas el agregado de
glucosa provoco un aumento de la corriente anddica haciendo evidente la actividad catalitica de
la GOx mediada por el complejo de osmio en solucidn. Los estudios electroquimicos sugieren
que el mediador redox conecto eficientemente el grupo prostético de la enzima inmovilizada en
la interface que se encuentra confinada en las BNPs, permitiendo la oxidacion de glucosa a

glucono-d-lactona.
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Figura 5.6 a) Voltamperogramas ciclicos de las biointerfases: (BNPs); (linea punteada),
(BNPs); en glucosa 100 mM (linea a trazos), (BNPs),(Con A): en glucosa 100 mM (linea
sélida). b) Densidad de corriente catalitico (jcar) en funcion de la concentracidon de glucosa para
los ensamblados (BNPs); (circulos azules) y (BNPs),(Con A); (circulos negros). Se utiliz6 como
mediador redox [Os(bpy).pyCI]* 0,1 mM en buffer KCI 100 mM, T = 20°Cy v =5mV/s.

Por otra parte, se realizaron voltamperometrias ciclicas a distintas concentraciones de
glucosa con una y dos capas de bionanoparticulas (Figura 5.A1 del Apéndice). En la 5.6b se
presenta la densidad de corriente catalitica en funcion de la concentracion de glucosa para las
dos bioarquitecturas construidas. En esta grafica se aprecia una dependencia lineal en el
intervalo de concentraciones entre 0 y 10 mM de glucosa, region de mayor relevancia para la

determinacién de glucosa en pacientes con diabetes. En la Fig. 5.7 se presentan las regresiones
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lineales de cada biointerfase y sus parametros de sensibilidad y el limite de deteccion estan
resumidos en la Tabla 5.3.

A o e A LB VT T T T
16 . 16 " e
e ] o~
S 12- 4 512 .
< 32
2 < 5
= g 1 T 84 -
S [
- T _‘. — ‘
- 3 .
44 - - 4 b
4 ... L]
04 ’ i 0+ ‘ -
L L L LI L L L
0 3 6 9 12 15 0 3 8 9 12 15
[glucosa] (mM) [glucosa] (mM)

Figura 5.7. Ajuste mediante regresion lineal (linea punteada) de los resultados de densidad de
corriente catalitica en funcidén de la concentracion de glucosa para los ensamblados (BNP);
(izquierda) y (BNP),(ConA); (derecha). Condiciones para los experimentos electroquimicos:
solucién electrolitica KCI 100 mM, HEPES 20 mM, mediador redox [Os(bpy).pyCI]* 0.1 mM, T
=20°Cy v=5mVI/s.

Tabla 3.3 Pardmetros de la sensibilidad y el limite de deteccion de la regresion lineal de cada
biointerfase.

Ensamblado Sensibilidad LOD (mM) R?
(MAcm™mM™)

(BNPs), 0.634 0.2 0.989

(BNPs),(Con A); 1.74 0.2 0.975

5.3.4 Estudio de la estabilidad de las interfases de BNPs:

Utilizando la técnica SPR, se evalud cualitativamente la estabilidad las bioarquitecturas en
soluciones de manosa, ligando que compite por los sitios de unién de la Con A. Se comparé la
estabilidad de la bioarquitectura (BNPs); frente a (Con A);(GOx);, ambos ensamblados
preparados sobre superficies de oro glicosiladas. Se observé que luego de eluir durante 20
minutos manosa 100 mM se desprende un 17% del ensamblado (Con A);(GOx); mientras que

(BNPs); no sufre cambios apreciables (ver Fig. 5.8). La mayor estabilidad mostrada por las
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bioarquitecturas (BNPs); se puede deber a la presencia de un mayor grado de multivalencia entre
los bloques proteicos cuando los mismos estdn presentados en una configuracion de

supraparticula.
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Figura 5.8. Reflectividad en funcion del angulo de incidencia del laser obtenida para las
bioarquitecturas (Con A)1(GOx); (arriba) y (BNP); (abajo) construidas sobre sustratos de Au
modificados con residuos de manosa. Los espectros SPR se realizaron previo (linea azul) y luego
(linea roja) de la incubacion en manosa 100 mM. En ambos casos los espectros de SPR fueron

tomados en solucién buffer.

5.4 Conclusiones especificas

En este capitulo hemos descrito la construccion de biosupraparticulas que son capaces de ser
ensambladas sobre electrodos glicosilados para la construccion de biointerfases para el
biosensado de glucosa. Primero se realiz6 la sintesis de bionanoparticulas (BNPs) mediadas por
interacciones de reconocimiento lectina-carbohidrato a partir de dos proteinas modelos: la
glicoenzima GOx y la lectina Con A. Una vez sintetizadas las BNPs, las mismas se auto-
ensamblaron sobre electrodos de oro manosilados. Con la técnica SPR in-situ, se estudio el
proceso de ensamblado y se estimo la concentracion superficial de cada biocomponente para una

capa de BNPs. Luego, con el método capa-por-capa, se aumento la carga proteica utilizando Con
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A como linker entre capas de BNPs. Luego, se estudid la respuesta electrocatalitica de la glucosa
oxidasa inmovilizada sobre los electrodos confinada en las BNPs. Con estudios
voltamperométricos, se observo que estas biointerfases median exitosamente la oxidacion de
glucosa en presencia de la cupla redox [Os"(bpy).pyCI]*. Esto indica que, aun cuando el
ensamblado interfacial se asemeja a sistemas supramoleculares complejos, la transferencia
electrénica entre el electrodo y los grupos prostéticos de la enzimatica no es impedida. Otra
caracteristica a destacar es que la naturaleza de la inmovilizacion de la GOx mediada por
reconocimiento molecular permite la formacion de arquitecturas supramoleculares activas.
Ademas, la construccion de ensamblados capa-por-capa mostré un aumento en la actividad
enzimatica de las biointerfases y un aumento en la sensibilidad para el biosensado de glucosa.

Es importante destacar que esta estrategia de ensamblado permitié construir supraparticulas y
arquitecturas que mantuvieron inherentes las propiedades de cada biocomponenete: catalizar la
oxidacién de la glucosa y auto-ensamblarse sobre residuos de manosa. Por ultimo, hemos
demostrado que las interacciones de afinidad bioldgicas entre las proteinas proporcionan una
ruta eficiente para crear supraestructuras moleculares estables. En particular, los resultados de
este capitulo sugieren que las BNPs se anclan con una mayor grado de multivalencia que la Con

A sobre superficies manosiladas.

5.5 Apéndice

Tabla 5.A1. Tamafio de particula y estado coloidal de los bionanoparticulas preparadas con
concentracion de proteina total 1 uM, preparados en buffer HEPES, KCI, CaCl,, MnCl, y 20°C.

Con A:Gox Estado coloidal Tamafio (nm)  St. Dev. (nm)

8:1 Floculacion NA NA

4:1 Floculacion NA NA

2:1 Floculacion NA NA

1:1 Floculacion NA NA

1:2 Suspensién 54.7 20

1:4 Suspensioén 9 y28 3yl4
1:8 Suspensién 12 6

Tabla 5.A2. Tamafio de particula y estado coloidal de las binanoparticulas preparadas con
concentracion de proteina total 2 uM, preparados en buffer HEPES, KCI, CaCl,, MnCl, y 20°C.
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Con A:Gox Estado coloidal Tamafio (nm) St. Dev. (nm)
8:1 Floculacién NA NA
4:1 Floculacién NA NA
2:1 Floculacién NA NA
1:1 Floculacién NA NA
1:2 Suspension 120 60
1:4 Suspension 117 83
1:8 Suspension 10 5
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Figura 5.A1. Voltamperogramas ciclicos en distintas concentraciones de glucosa utilizando como
mediador redox [Os(bpy).pyCl]* 0,1 mM en las biointerfases (a) (BNPs); y (b) (BNPs),(Con
A)1. Condiciones para los experimentos electroquimicos: solucion electrolitica KCI 100 mM,
HEPES 20 mM, T =20°Cy v =5mVI/s.
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Capitulo 6

Ensamblados capa-por-capa de PDADMAC/PSS sobre
transistores de efecto de campo a base de grafeno:
Incremento de la distancia de Debye por particion de

lones.

“La informacion es poder. Pero como todo poder, hay quienes quieren mantenerlo para ellos
mismos. La herencia cientifica y cultural del mundo entero, publicada durante siglos en libros y
revistas, esta siendo digitalizada por unas pocas empresas privadas que bloguean su libre
acceso.”

Aaron H. Swartz
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6.1 Introduccion especifica

Los transistores de efecto de campo (FETs) basados en nanomateriales como nanohilos
. 1 2 (L )
semiconductores,” nanotubos de carbono” y grafeno ofrecen caracteristicas sobresalientes para la
deteccion de especies en tiempo real y sin el requerimiento del uso de marcadores (en inglés “label-
5oy 3 . . . . . .
free”).” En particular, los biosensores construidos con transistores puenteados por electrolitos (en ingles
“electrolyte-gated transistors”’) han ganado una atencion creciente para aplicaciones en diagnostico
I 4 . ., . , 1 . ..
clinico.” Desde el primer reporte de la deteccion en tiempo real de proteinas, estos dispositivos han

probado su alta sensibilidad con diversos analitos de alta importancia en biotecnologia y el cuidado de la

10,11 12

salud: pequefias biomoléculas,”” proteinas,® 4cidos nucleicos y virus.
Sin embargo, las propiedades del los FETs para el sensado en muestras reales todavia se encuentran
detras de las expectativas.”"> Esto se debe, principalmente, a que el potencial electroestatico inducido
por moléculas cargadas es apantallado por iones en solucién. A una cierta escala de distancia,
denominada distancia de Debye, la carga superficial de la molécula a detectar se encuentra
completamente neutralizada por contraiones. Por lo tanto, el sensor pierde su capacidad de deteccion si
la distancia de Debye es mas pequenia que la distancia entre el analito objetivo capturado y la superficie
del transistor. En el caso de soluciones fisiologicas, la distancia de sensado se reduce a
aproximadamente 1 nanémetro. > Este tamafio es menor que el tamafio de la mayor parte de los analitos
de interés clinico como proteinas de peso molecular mediano o grande donde el radio hidrodinamico
puede llegar hasta 10 nm. Ademas, la distancia entre el analito y la superficie transductora esta también
limitada por el espesor de la biointerface que contiene los elementos de reconocimiento del sensor las
cuales tipicamente tienen varios nanémetros. Esta problematica podria ser una importante limitante para
el uso de dispositivos FETs para el desarrollo de sensores en muestras reales.

Importantes trabajos de investigacion han estado enfocados en superar esta limitacion. Primero, fue
reportado un método de dos-pasos que comprende en un paso inicial de deionizado, seguido por la
deteccion del biomarcador en solucién de baja fuerza ionica.” Este método permitié una deteccion de
alta sensibilidad; sin embargo, el paso de deionizado no es adecuado para el desarrollo de sensores en
tiempo-real. Otros grupos han utilizado elementos de reconocimiento pequefios para reducir la distancia
entra la superficie del FET y el analito.'”"” Este ultimo método no es aplicable para la deteccion de
biomolecular grandes (mayores a 1 nm). Por otra parte, fue reportado una estrategia de medicion de alta-

18,19

frecuencia que puede ser aplicado a receptores bioldgicos. En este caso, el set-up del dispositivo
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requiere una configuracion compleja que podria dificultar su aplicabilidad, especialmente para el
monitoreo de analitos con dispositivos implantables.

Mas recientemente, Gao et al. reportaron que la distancia de apantallamiento electrostatico efectivo en la
proximidad inmediata de la superficie del FET puede ser aumentada por el uso de una capa polimérica
de polietilenglicol.*** Los autores demostraron que esta estrategia permite la deteccion del antigeno
especifico prostatico (PSA) en muestras de fuerza idnica fisiolégica empleando FETs a base de
nanohilos de silicio y grafeno.** Este enfoque contiene un gran potencial para resolver el problema del
desajuste entre la distancia de Debye y la distancia dictada por el tamafio de la biomolécula. Aunque los
autores sugirieron que este fenomeno podria estar basado en la disminucién de la constante dieléctrica
del medio por la interfase polimérica, los mecanismos subyacentes del comportamiento reportado son
todavia un tema de debate. En particular algunas preguntas fundamentales se mantienen sin explicacion:
(Qué rol tienen los iones modviles dentro de la interfase polimérica con respecto al apantallamiento
electrostatico? ;Cuanto podria ser extendida la distancia de Debye efectiva? ;La distancia de Debye
puede ser controlada mediante el cambio de las propiedades de la interfase polimérica?

El presente capitulo presenta resultados experimentales y tedricos para aportar algunas respuestas a
estas cuestiones. Los cambios de potencial en la superficie del grafeno y el espesor del film son
estudiados durante la construccion de ensamblados capa-por-capa de polielectrolitos. Las medidas son
realizadas electronicamente por FETs a base de oxido de grafeno reducido (rGO-FETs) y 6pticamente
por resonancia de plasmones superficiales (SPR) combinada con espectroscopia de guia de onda dptica
(OWS). Correlacionando estas mediciones, se obtiene la distancia de Debye y la concentracion de iones
moviles dentro del film. Es importante hacer notar que los films multicapa de polielectrolito ofrecen la
extension de la distancia de apantallamiento electrostatico efectiva mas de un orden de magnitud (ver
esquema 6.1). Los resultados experimentales son comparados con resultados tedricos provenientes de un
modelo termodindmico que tiene en cuenta la particion de iones moviles dentro y fuera del film. Esta
particion de iones principalmente resulta de contribuciones entrdpicas asociada al confinamiento de

iones dentro del film.

6.2 Experimental

6.2.1 Resonancia de plasmones superficiales (SPR) y espectroscopia de guias
Opticas (OWS)
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Un haz de luz monocromatico de A = 632.8 nm (PL610P, Polytec, Alemania, potencia 2 mW)
fue linealmente polarizado y acoplado a 90 © a un prisma de LaSFn9. Sobre la base del prima, un
sustrato de vidrio LaSFn9 (n = 1.845) con una pelicula de 2 nm de cromo y 50 nm de oro se
realizo el ajuste Optico usando un aceite de alto indice de refraccion (Cargile, USA). La
intensidad del haz de luz que se refleja en la base del prisma fue monitoreado usando un
fotodetector y un amplificador (Princeton Applied Research, USA). El angulo de incidencia del
haz de luz, 0, fue controlado mediante una plataforma de rotacién (Hans Huber AG, Alemania).
Sustratos de SPR/OWS modificados con rGO: Primero, los sustratos fueron modificados con
una monocapa auto-ensamblada de aminoetanotiol mediante incubacién en solucion de
aminoetanotiol 5 mM en etanol durante 8 h. Luego, los sustratos fueron recubiertos con una
solucién de grafeno oxidado 18 pg/ml en agua deionizada durante 2 h. Por ultimo, el grafeno
oxidado fue reducido quimicamente por tratamiento de hidracina a 80 °C durante 12 hs. El
analisis de datos fue realizado con el software Winspall (ver apéndice por méas detalles). Los
indices de refraccion obtenidos para el film en los estados seco e hidratado fueron utilizados para
obtener el contenido en volumen de polimero y agua mediante el uso de la teoria de medio

efectivo a través de la ecuacidon Lorenz-Lorenz (ver apéndice por mas detalles).

Espectroscopias SPRy OWS

FETs basados en grafeno
con superficies de grafeno 8

2
& F]\\f“

| |

laser

Prisma

drain

SPR substrate e
graphene
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Esquema 6.1. Superior: llustraciones de las configuraciones utilizadas para las técnicas SPR y
OWS (izquierda) y los transistores de efecto de campo a base de grafeno (derecha). Inferior:
Imégenes de microscopia electrénica de los electrodos interdigitados modificados con rGO

(derecha) y un sustrato de oro de SPR/OWS modificado con rGO (izquierda).

6.2.2 Transistores a base de grafeno oxidado reducido (rGO-FETS)

Los transistores fueron sintetizados con protocolos simples de quimica humeda y a partir de
chips de vidrio con electrodos interdigitados de Au (adquiridos de Micrux Instruments). Para
esto, se utilizd una solucion stock de grafeno oxidado preparada por el método de Hummer que
fue proporcionada por el Laboratorio del Profesor Josef Breu (Bayreuth, Germany). El protocolo
de fabricacion de los rGO-FETs consiste en: i) incubar los chips con electrodos interidigitados
en una solucién de (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) al 2% en etanol (EtOH) durante 1 h;
i) enjuagar con EtOH y templar la capa de APTES a 120 °C durante 2 h. iii) Incubar los chips
modificados con APTES en una solucion de grafeno oxidado 18 pg/ml en agua deionizada
durante 1 h. iv) enjuagar con agua deionizada para remover el exceso de GO. v) reducir las
laminas de GO depositadas sobre la superficie del chip exponiéndolos en vapor de hidracina a 80
°C durante 12 hs en un recipiente cerrado y bajo campana. Precaucién: La hidracina es
extremadamente peligrosa en caso de contacto con la piel, ojos e inhalacion. Por lo tanto, debe
ser utilizada con extremo cuidado dentro de una campana de gases y usado una proteccién
completa. La reduccién del GO fue demostrada por espectroscopia fotoelectronica de rayos-X
(XPS) a partir de la disminucién relativa de los grupos hidroxilo, carbonilo y carboxilo y el
aumento de los grupos C-C/C=C (284.6 eV) en el espectro Cls luego del tratamiento con
hidracina (ver Fig. 6.Al en el apéndice). La caracterizacion electroquimica de los transistores de
efecto de campo fue realizada utilizando un bipotenciostato TEQ-03 utilizando una
configuracién como la ilustrada en el esquema 6.1 derecha. El electrodo de gate consistio en un
pseudo electrodo de referencia de Ag/AgCl y se aplico una diferencia de potencial de 0.1 V entre

drain y source.

6.2.3 Ensamblado capa-por-capa
Las superficies de rGO fueron modificadas por inversién durante 6 h en pireno sulfonato de

sodio (SPS, Sigma) 5 mM en DMF, enjuagadas con DMF y luego agua deionizada.
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Ensamblados capa-por-capa mediados por interacciones electrostaticas fueron construidos sobre
sustratos de rGO modificados previamente con SPS por adsorcion alternada de cloruro
poli(dialildimetilamonio), referido como PDADMAC, (M, < 100000, Sigma-Aldrich) y poli(4-
estirensulfonato de sodio), referido como PSS, (M, = 70000, Sigma-Aldrich). Primero las
superficies de rGO modificadas con SPS fueron incubadas en una solucién acuosa de
PDADMAC 1 mg/ml por 10 minutos, enjuagada con agua deionizada y secada con aire. Luego,
los sustratos fueron incubados en PSS 1 mg/ml, enjuagados y secados. Los ensamblados
multicapa fueron realizados repitiendo los pasos de adsorcion de PDADMAC y PSS preparados
en dos condiciones diferentes: a) de soluciones de polielectrolitos conteniendo 0.5 M KCI y b)

de soluciones de polielectrolitos son la adicion de sal.

6.3 Resultados y discusion

Ensamblados multicapa fueron preparados a partir de los polielectrolitos PDADMAC y PSS
utilizando la técnica de adsorcién capa-por-capa (esquema 6.2). Esta técnica ofrece una simple y
versatil estrategia bottom-up para la construccién de interfaces delgadas con un control sobre la
estructura, composicién y propiedades a nivel nanométrico.?*?* En especial, el ensamblado
capa-por-capa mediado por interacciones electroestaticas ha sido establecido s6lidamente como
un método general para la adsorcion alternada de capas de macromoléculas cargadas sobre
superficies con carga opuesta.”® Siendo el grafeno un material naturalmente no cargado; el
primer paso consistid en la modificacion de este con 1-pirenosulfonato de sodio (SPS). Los
grupos pireno del SPS se anclan al grafeno por interacciones m-m mientras que los grupos
sulfonatos opuestamente posicionados forman una carga superficial negativa la cual es estable
en un amplio rango de pH.° Esta plataforma permitié la iniciacién del proceso de ensamblado
capa-por-capa, en la cual los polielectrolitos PDADMAC (positivamente cargado) y PSS

(negativamente cargado) fueron adsorbidos alternadamente.
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Esquema 6.2. Representacion de la distancia de apantallamiento de Debye (k™) en la interfase
de grafeno en contacto con una solucion de fuerza ionica 140 mM (valor cerca a la fuerza ionica

fisioldgica) sin (izquierda) y con (derecha) una pelicula multicapa PDADMAC/PSS.

6.3.1 Espesor de los ensamblados multicapa de polielectrolitos (PEM) sobre
superficies de oxido de grafeno reducido (rGO)

El crecimiento de los sucesivos ensamblados de polielectrolitos sobre grafeno fue monitoreado
in situ con las espectroscopias de resonancia de plasmones superficiales (SPR) y guias de ondas
opticas (OWS). Para estos métodos, sustratos de alto indice de refraccion son modificados con
una delgada pelicula de oro de 50 nm que luego es modififcado con rGO (ver esquema 6.1). El
acoplamiento resonante de las ondas superficiales es observado como una serie de depresiones
en la reflectividad del modo transversal magnético (TM) y el modo transversal eléctrico (TE). La
Fig. 6.1a muestra la reflectividad TM como funcion de del angulo (0) de incidencia luego de la
adsorcion de los polielectrolitos para el ensamblado (PDADMAC/PSS),, conn=0, 3,5y 8. La
adsorcion de polielectrolitos resulta en un desplazamiento pronunciado del angulo de resonancia
en el que ocurre la excitacion del plasmon superficial y las guias de onda. Este desplazamiento
depende de la masa superficial de polimero inmovilizado. El ajuste de los resultados con el
modelo de Fresnel permite determinar el indice de refraccion y el espesor de la pelicula. Para
aumentar la masa de polielectrolito adsorbida por capa, aprovechamos la posibilidad de controlar
su espesor variando la fuerza iénica de las soluciones de los bloques de construccién.?®?’

Films multicapas fueron preparados a baja (no KCI) y alta (0.5 M KCI) fuerza iénica. Como se
aprecia en la Fig. 6.1a, los desplazamientos del angulo de resonancia asociados a la adsorcion de
polielectrolito fueron mayores a alta fuerza ionica (derecha) que a baja fuerza idnica (izquierda).

Los films preparados a alta fuerza idnica fueron 30 veces méas gruesos (160 nm después de 9
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ciclos de adsorcion) que los films preparados a baja fuerza idnica (5 nm después de 9 ciclos de

adsorcion, Fig. 6.1b).
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Figura 6.1. (a) Reflectividad TM como funcion del angulo de incidencia para ensamblados
(PDADMAC/PSS)n de n
polielectrolitos sin (izquierda) y con (derecha) la adicion de KCI 0.5 M. (b) Espesor de film

0, 3, 5 y 8 bicapas preparados a partir de soluciones de

como funcién del nimero de capas sin (superior) y con (inferior) la adicion de KCI 0.5 M.

Mientras que para films delgados (< 150 nm) TMy fue el Gnico modo accesible para monitorear
el crecimiento del PEM, films méas gruesos (> 150 nm) permiten la excitacion de modos
adicionales con diferentes perfiles de campo. En particular en nuestro trabajo, los films gruesos
presentaron los modos TE, and TM; (ver Fig. 6.A3 en el apéndice). En estos casos ambos
valores de espesor e indice de refraccion (1) pueden ser determinados independientemente. La
figura 6.A3a muestra la reflectividad TM y TE para un film hidratado de (PDADMAC/PSS) 3.
El indice de refraccion obtenido para el film (PDADMAC/PSS);; hidratado fue de 1.476 +

0.005, y el mismo valor se utilizé para los ajustes de films finos donde solo se aprecia TMy. Los
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valores de espesor de film obtenidos para PEMs construidos utilizando baja y alta fuerza ionica
estan presentados en la Fig. 6.1b. Los resultados revelan que el crecimiento de los PEMs
construidos en alta fuerza idnica siguen un comportamiento de crecimiento supralineal (Fig. 6.1b
inferior). Aungue en este trabajo los PEMs fueron ensamblados sobre superficies de oxido de
grafeno reducido (rGO), los valores obtenidos de espesor y la tendencia de crecimiento
supralineal concuerdan muy bien con las caracteristicas previamente reportadas para PEMs de
PDADMAC/PSS preparados sobre superficies de oro modificadas con tioles.?® También la
fuerte dependencia del espesor del film con la fuerza idnica fue consistente con resultados
previos de ensamblados (PDADMAC/PSS), preparados sobre sustratos de oxido de silicio.?” Por
ultimo, la comparacion del indice de refraccion entre films secos (ndry) € hidratados (nydrated)
permite una estimacioén de la cantidad de agua absorbida por film secos luego de incubarlos en
agua. El valor obtenido del indice de refraccién de (PDADMAC/PSS);, (Fig. 6.A2) seco es
1.577 + 0.005. Luego de hidratar el film n disminuy6 0.11 unidades. Utilizando la ecuacion de
medio efectivo (ver apéndice) se calculo la fraccion en volumen de agua (¢,,), obteniéndose un
valor de 0.32. El valor de fraccion en volumen de polimero (¢,), defininda como ¢, = 1 - ¢,,

serd utilizada luego en los calculos del modelo termodinamico.

6.3.2 Aumento de la distancia de apantallamiento electrostatica para
dispositivos FET

Se estudio el efecto del aumento del nimero de capas de polielectrolito sobre las propiedades de
efecto de campo de los transistores. La Fig. 6.2a muestra la corriente entre los terminales drain y
source (lgs) como funcion del potencial aplicado entre el gate y el source (V) - grafico conocido
como caracteristicas de transferencia del transistor - luego de la adsorcion de PDADMAC y
PSS. Los polielectrolitos fueron ensamblados a baja (izquierda) y alta (derecha) fuerza idnica,
mientras que las medidas de efecto de campo fueron realizadas en solucion KCI 1 mM. El
ensamblado de PDADMAC, polielectrolito cargado positivamente, resultd en un desplazamiento
del punto de Dirac (Vi) a pontenciales de gate mas negativos. La subsiguiente capa de
polielectrolito adsorbido fue de PSS, la cual resultd en un desplazamiento de V; a potenciales
mas positivos. El efecto del desplazamiento del punto de Dirac luego de la adsorcion de
polielectrolitos fue recientemente explicado por Wang y Burke.?® Los autores atribuyeron este

efecto de campo al aumento de concentracion de portadores de cargas negativos (positivas) en el
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grafeno inducido por la adsorcion polielectrolitos positivos (negativos), lo cual da desplaza la
energia de Fermi hacia la banda de conduccion (valencia).

Desplazamientos del punto de Dirac de -13 mV y -46 mV fueron obtenidos luego de la
adsorcion de PDADMAC en baja y alta fuerza ionica, respectivamente. Luego de la adsorcion
de PSS sobre la superficie de grafeno previamente modificada con PDADMAC, los puntos de
Dirac se desplazaron + 13 mV and + 46 mV cuando el ensamblado se realizé a baja y alta fuerza
idnica, respectivamente. Para las primeras 10 capas, los desplazamientos de V; se revirtieron
completamente luego de cada capa. Esto se debe a la caracteristica de sobrecompensacién de
carga de los ensamblados capa-por-capa de polielectrolitos.®*® Es importante resaltar que
polielectrolitos ensamblados a alta fuerza i6nica generaron mayor desplazamiento de V.
Cualitativamente este resultado es simple de entender: la adsorcion de polielectrolitos a alta
fuerza ionica resulta en capas mas gruesas, y por lo tanto, mayor densidad de carga superficial
(0). Como las cargas inducidas en el grafeno dependen de 0, para un mayor incremento de G se
espera obtener mayores AV;.

Las propiedades de efecto de campo fueron estudiadas mientras se aumento el nimero de capas
de polielectrolito hasta un maximo de 20 capas. La Fig. 6.2b muestra los cambios del punto de
Dirac durante la construccién del PEM. En el caso de PEMs preparados a baja fuerza ionica
(circulos anaranjados), el valor de V; se revirtio luego de cada capa sucesiva, lo cual concuerda
con resultados previamente reportados.?®** En contraste, los ensamblados preparados en KCI 0.5
M (circulos verdes) mostraron una disminucion de los desplazamientos de V; (AV;) por encima
de la capa nimero 12. A partir de este punto, los valores de AV; disminuyeron continuamente

hasta la capa numero 20, luego de la cual no se observan cambios significativos del V;.
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Figura 6.2. (a) Caracteristicas de transferencia de los FETs para ensamblados PDADMAC/PSS
preparados sobre rGO a partir de soluciones de polielectrolitos sin (izquierda) y con (derecha) la
adicion de KCI 0.5 M. La primera y la segunda bicapa estan representadas utilizando lineas
sélidas y punteadas, respectivamente. Ensamblados terminados en PDADMAC estéan
representados con lineas azules y los terminados en PSS con linea rojas. (b) Cambio del punto de
Dirac (AV;) como funcion del nimero de capas adsorbidas. Los ensamblados fueron preparados
a partir de soluciones de polieletrolitos con baja (naranja) y alta (verde) fuerza iénica. Todas las

mediciones FET fueron realizadas en KCl 1 mM a V4 =0.1 V.

Para poder discutir en detalle los resultados anteriores es necesario tener presente las
caracteristicas de estos sistemas PEMs y el mecanismo de sensado de los rGO-FETs. En PEMs,
las capas adyacentes de polielectrolitos forman complejos polianién/polication con alto grado de
interdigitacion y sobrecompesancién de carga.®* Esta sobrecompensacién de carga produce a una

variacion de potencial superficial (is) en la interfase film/solucion. Por otra parte, la formacion
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de complejos polianion-polication produce una disminuciéon de concentracién de iones libres
dentro del film.**** Esto implica que la distancia de Debye dentro del film polimérico (k,™) sea
diferente a la distancia de Debye en solucién (ks') (ver esquema 6.3b).**** Si PEMs son
construidos sobre dispositivos de efecto de campo, la sobrecompensacion de carga no
compensada por contraiones maéviles dentro del film tiene aparejado un desplazamiento del
punto de Dirac. Cambios en el potencial superficial, y en consecuencia V;, dependen
fuertemente no solo de la densidad de carga de la ultima capa, sino también en el
apantallamiento electrostatico por iones méviles (contraiones) dentro de los films multicapa.®**’
Es por esto que los FETs pueden ser utilizados para determinar la caida de potencial dentro del

films, una propiedad que no puede ser determinada con medidas de potencial zeta.
a) b)

solution - 2004
1 mM KCI
solution

E. v (0
= v,

PEM

200+

_~"—— PDADMAC
S~ — PSS

Esquema 6.3. Representacion de: (a) films de ensamblados multicapa PDADMAC/PSS, con

sobrecompensancion de carga en la capa superior. (b) La caida de potencial, y(x), como funcion

de la distancia, x, en una solucion KCI 1 mM. x = 0 en la capa superior de polielectrolito.

Asumiendo que la carga sobrecompensada esta localizada en la interfase entre la ultima capa de
polielectrolito y la solucién (ver esquema 6.3a), y que la magnitud de la carga de la ultima capa
de polielectrolito es constante a medida que se incrementa el nimero de capas, luego, la teoria
lineal de Debye-Huckel (DH) puede ser utilizada para describir el potencial, ¥ (x), dentro del
film. El apantallamiento electrostatico de la ultima capa de polielectrolito puede ser descrita
como:
Y(x) = Poexp(—kpx) (Ec.6.1)

donde x es la distancia dentro del film desde la ubicacion de la ultima capa (x = 0) hasta la

superficie de grafeno, i, es el potencial en la interfase film/solucion, y Kp_l es la distancia de
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apantallamiento de Debye dentro del film. Para una solucion acuosa a temperatura ambiente k!

es:*®

ky' = (4ndg Xipiz2)~*/?  (Ec. 6.2)
donde z; y p; son la valencia y la densidad™® de las especies i, y Az =~ 0.7 nm es la distancia de
Bjerrum. Para el caso en que x = Kp'l, de la ecuacion 6.1 se deriva Y = Yyexp(—1). Esto
significa que, monitoreando el potencial en la superficie de grafeno mientras se aumenta el

espesor del film (d), podemos estimar el valor de Kp'l cuando Y = Pyexp(—1).
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Figura 6.3. Cambio del punto de Dirac, AVj, como funcién del nimero de capas para PEMs
preparados en alta fuerza ionica (KCI 0.5M) y medidos en KCI 1 mM (verde) y 10 mM (rojo).
Las lineas punteadas indican el numero de capas donde se cumple que AV; es igual a

AVio/exp(1). En esta condicion el espesor del film iguala a Kp'l.

La figura 6.3 presenta los valores de AV; como funcidon del nimero de capas para PEMs
preparados a alta fuerza iénica y medidos a KCI 1 mM (verde) y 10 mM (rojo). Como el nimero
de capas puede ser traducido como espesor de film, su correlacion con AV; permite estudiar la
caida del potencial dentro del film a medida que este aumenta el espesor. Dado que AV es
proporcional a Ay, Kp'l puede ser estimado como el espesor necesario donde se cumple que AV;
es igual a AVjp/e, donde AVj es el desplazamiento del punto de Dirac para la primera capa de
polielectrolito. El valor obtenido de Kp'l fue 125 + 10 nm y 36 = 4 nm para soluciones de KCI 1
mM y 10 mM KCI, respectivamente. Es interesante resaltar que Kp'l es mas de un orden de
magnitud mayor que ks * (el cual es 9.6 y 3.04 nm para 1 y 10 mM KCI). Subsiguientemente, la

concentracion de iones moviles dentro del film puede ser determinada usando la ecuacién 6.2.
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La concentracion de iones dentro del PEM fue 0.0060 = 0.0009 mM y 0.073 + 0.015 mM para

soluciones de KCI 1y 10 mM KCI, respectivamente.

6.3.3 Modelo termodinamico: Particion de iones
Aunque algunas interfases poliméricas, como brushes de PEG, fueron utilizadas previamente

para extender el rango de sensado en dispositivos FETs,%?°

poco se sabe acerca de este efecto.
Para responder a este problema, un modelo termodinamico conceptualmente simple fue
desarrollado por integrantes de Laboratorio de Materia Blanda para describir la particion de
iones moviles dentro y fuera del film. Brevemente, en este modelo se desprecian los efectos
interfaciales polimero-solucion y se tiene en cuenta las moléculas de agua, iones del agua (H;0*
y OH™), aniones (—) y cationes de la sal (4). Estas moléculas/iones se pueden mover libremente

en solucion acuosa. Los volumenes de moléculas de agua y sus iones son v, = vy, o+ = Voy- =

0.03 nm3. Los iones son considerados esféricos y para calcular su volumen utilizamos el radio
molecular hidratado (que tiene en cuenta la esfera de hidratacion), r7 = 0.316 nm paraK*y
r; = 0.316 nm para €1~ .***" Dentro del film la libertad translacional es significativamente
reducida por la presencia de alta densidad de polimero. Ademas, asumimos que el film es
electroneutral. Las ecuaciones del modelo termodinamico estan descriptas en detalle en la
referencia 45. Una vez conocidas las concentraciones de las especies moviles dentro del film, la

distancia de Debye fue calculada utilizando la Ecuacion 6.2.
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Figura 6.4. Predicciones tedricas: (a) distancia de Debye, Kp'l, como funcidn de la concentracion
de sal, cs, para diferentes valores de fraccion de volumen de polimero, ¢,,. Inset: Fuerza ionica
de iones moviles dentro de los films PDADMAC/PSS, 1,, como funcion de c;. La linea roja y los
circulos negros son los resultados tedricos y experimentales, respectivamente. (b) Kp'l como

funcion de ¢, para diferentes concentraciones de KCI.

En la Figura 6.4a, Kp'l (lineas s6lidas) y ks (linea punteada) estan graficadas como funcién de la
concentracion de KCI para diferentes valores de ¢,,. El apantallamiento electrostatico dentro del
film depende fuertemente de la fraccién en volumen de polimero y la fuerza ionica de la
solucion. Films poliméricos de altos valores de ¢,, mostraron menores concentraciones de iones
moviles y, por lo tanto, mayores valores de Kp_l. Films poco hidratados, como los PEM
PDADMAC/PSS ( ¢, = 0.68), presentan distancias de Debye mas de un orden de magnitud

1

mayor que las soluciones en contacto con el film. Por ejemplo a 10 mM, x,~ es 37.4 nm
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mientras que Ks'l es 3.07 nm. A 1 mM KCl, Kp'l es 118.4 nm mientras que Ks'l es 9.6 nm. Estos
resultados tedricos concuerdan cuantitativamente con los resultados experimentales observados.
En el interior de la figura 6.4a se aprecia el grafico de la fuerza ionica de iones moéviles dentro
del film PEM PDADMAC/PSS (1,) como funcién de la concentracion de KCI en solucion (Cs).
Los resultados teoricos y experimentales estan representados con una linea roja y circulos
negros, respectivamente. Una regresion lineal entre 1, y cs fue predicho con el modelo
termodinamico. La pendiente de esta recta es la raiz cuadrada del coeficiente de particion (Pys)
entre los iones moviles dentro y fuera del film (ver Apéndice). El valor obtenido de P fue
4.9 x 10~>. Ademas, los resultados tedricos predicen que el valor Py depende fuertemente del
radio de los iones. Nuestra observacion es consistente con las propiedades previamente
reportadas de PEMs de PDADMAC/PSS los cuales pueden ser utilizados como membranas de
nanofiltracion para la separacion de iones monovalentes segtin su tamafio.*?

Como se aprecia en la Figura 6.4b el fendmeno de extender Kp'l se desvanece a medida que la
densidad del polimero disminuye. Por ejemplo, cuando ¢, disminuye de 0.68 (valor para los
films PEM PDADMAC/PSS) a 0.2 (valor aproximado de brushes de PEG) Kp'l disminuye de
118 a 15.8 nm si el film esta en contacto con una solucion KCI 1 mM. Este resultado indica que
si necesitamos FETs con largo rango de sensado, entonces interfases poliméricas densas (poco
hidratadas) deben ser construidas.

Los resultados tedricos explican que el aumento de la distancia de apantallamiento electrostatico
estd gobernado por el costo entrépico de confinar iones méviles dentro del film. La naturaleza de
este fendbmeno esta principalmente basada en tres caracteristicas del sistema: i) las matrices PEM
estan pobremente hidratas (en general ¢, es mayor que 0.5) ii) EI volumen de los iones moviles
hidratados es significativamente mayor que el de las moléculas de agua. iii) No hay fuerzas
electrostaticas que controlen la adsorcion de iones dado que la percolacién de capas poliméricas
de carga opuesta mantienen la electroneutralidad dentro del film. Debido a estas caracteristicas,
el costo entropico de la particion de iones de la solucién al film es alto y no hay ganancia de
energia electrostatica. Como consecuencia, la concentracion de iones méviles dentro del film
PEM es muchas veces menor que en la solucion. Es importante hacer notar que las bases del
aumento de la distancia de apantallamiento electrostatico por particién de iones aplica no
solamente para films PEM sino también para otro tipo de interfaces como polimeros brushes o

hidrogeles.
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Los resultados teodricos predicen que films PEM de PDADMAC/PSS preparados sobre grafeno
podrian aumentar k™ de 0.82 a 9.6 nm en condiciones fisioldgicas, donde la fuerza i6nica es
cerca de 140 mM. Esta distancia de sensado efectiva podria permitir la determinacién en
muestras clinicas (sangre o orina) de biomoléculas de extrema importancia en el diagnostico
clinico, por ejemplo proteinas o cadenas de &cidos nucleidos. Es importante resaltar que una
caracteristica obligatoria para el disefio de biosensores usando FET e interfaces poliméricas es el
transporte del analito a través del film.2 Aunque la permeacion de biomacromoleculas se ve
reducida para films densos, fue previamente reportado que algunas proteinas (e.g., papaina,
lisozima y catalasa) pueden ser atrapadas en las matrices de PEM.**** Por lo tanto creemos que
la integracion de motif de bioreconocimiento sobre el grafeno en un “formato multicapa” podria

ser una estrategia interesante para incrementar la sensibilidad de los biosensores FET.

6.4 Conclusiones especificas

En este capitulo hemos demostrado que los films multicapa de polielectrolitos son capaces de
incrementar fuertemente el rango de sensado de los transistores basados en grafeno. La distancia de
apantallamiento electrostatico dentro del film fue obtenida mediante la correlacion del espesor del film y
la caida de potencial durante la construccion del ensamblado capa-por-capa. Cabe resaltar que la
distancia de Debye efectiva dentro del film pudo ser incrementada mas de un orden de magnitud. Los
resultados experimentales fueron comparados por aquellos obtenidos con un modelo termodinamico los
cuales concuerdan cuantitativamente. Ademas, las predicciones teoricas indican que el comportamiento
de extension de la distancia de Debye resulta principalmente del costo entropico de confinar iones
dentro del film polimérico. El modelo predice que el apantallamiento electrostatico depende fuertemente
de la densidad de polimero y la fuerza i6nica de la solucion. De gran importancia para el biosensado en
muestras clinicas, ensamblados multicapa PDADMAC/PSS pudieron aumentar el rango de sensado en
entornos fisioldgicos de 0.82 nm a 9.6 nm. Por lo tanto, con el uso de esta estrategia las fronteras del
sensado usando FETs podria extenderse de moléculas pequefias a una amplia variedad de

biomacromoleculas como proteinas y acidos nucleidos.
6.5 Apéndice

Espectroscopia fotoelectrdonica de rayos- X (XPS)
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Figura 6.Al. Espectro en alta resoluciéon de la region para oxido de grafeno (izquierda) y y

oxido de grafeno reducido quimicamente con hidracina (derecha).

Andlisis de datos SPR y OWS: Mediante el software Winspall, las curvas de reflectividad
fueron fiteadas de forma de determinar el indice de refraccion y el espesor de las peliculas. La
capa de rGO fue modelada utilizando un indice de refraccién complejo extraido de la literatura
con un valor de 3 + 1.149i.*® Las peliculas multicapas fueron modeladas como una capa Unica
homogénea descritas por su espesor e indice de refraccion. El valor del indice de refraccion de
los ensamblados (PDADMAC/PSS), se obtuvo mediante el fiteo de los resultados provenientes
de films gruesos (elevado n) que presentan mas de un modo TM y TE. Esto permite la
determinacidn tanto del espesor como del indice de refraccion de forma independiente. La figura
6.A1 muestra los modos TE y TM para una pelicula (PDADMAC/PSS);, sumergida en agua
(izquierda) y luego de ser sacada con N, (derecha). El indice de refraccion obtenido para el
ensamblado (PDADMAC/PSS);, fue de 1.467 y 1.577 para el film en agua y seco,
respectivamente. Estos valores de indice de refraccion se utilizo para determinar el espesor a

bajos n donde solo el modo del plasmon superficial es apreciado.
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Figura 6.A2. Reflectividad como funcién de angulo de incidencia para peliculas de

(PDADMAC/PSS)1, preparadas a alta fuerza iénica (0.5 M) en condicién (a) inmerso en agua
(b) seco.

Basado en la teoria del medio efectivo, se empleé la ecuacién de Lorentz-Lorenz (Ec. 6.A1)*"*
para obtener la fraccion en volumen de agua y polimero. Para esto se utilizaron los indices de

refraccion de los films en agua y secos. Un valor de contenido de agua del 32% V/V es

estimado, resultado es buen acuerdo con valores reportados previamente.*°

e—1 €, — 1 €, — 1
= /. -+
€+2 fea+2 f;eb+2

Ecuacion 6.Al: € es la constante dieléctrica y f es la fraccion en volumen. Los subindices ay b
se refiere a los medios agua y polimero.

Coeficiente de particion

El modelo termodinamico indica que existe una particion de iones maoviles entre la solucion y el
ensamblado de polielectrolitos:

K&+ Cly @Ky + Cl;
En el estado de equilibrio, la concentraciones de iones méviles estan relacionadas mediante el
coeficiente de particion (P) de la siguiente forma:

_ IKICE ]
[KIICL:]
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Para cumplir la condicion de electroneutralidad de iones en cada medio, [K; | = [CL;*]y

2

- ) (K5 ]
[KS] = [Cl;*]. Por lo tanto: P = ([K?’])
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Capitulo 7

Ensamblados multicapa (PEl/ureasa), sobre transistores
de efecto de campo a base de grafeno para el biosensado

de urea

“No cuentes lo que viste en los jardines, el suefio acab0.
Ya no hay morsas ni tortugas

Un rio de cabezas aplastadas por el mismo pie

juegan cricket bajo la luna

Estamos en la tierra de nadie, pero es mia

Los inocentes son los culpables, dice su sefioria,

el Rey de espadas.”

Charly Garcia
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7.1 Introduccion especifica

Los biosensores basados en transistores basados en grafeno puenteados con electrolitos han
capturado la atencién en el area de diagnéstico clinico debido a que son capaces de detectar de
forma ultrasensible, en tiempo real y libre de marcadores.™ En particular los transistores
construidos a partir de oxido de grafeno reducido (rGO) presenta grandes ventajas como material
de sensado. Su estructura con defectos y la remanencia de grupos funcionales (hidroxilo,
carbonilo, carboxilo y epoxi) provoca una gran sensibilidad en el sensado de pH.? La respuesta
de estos dispositivos al cambio de pH se debe por la interaccién de los grupos funcionales del
grafeno con los iones H* y OH dando lugar a un cambio en la densidad de carga superficial.™!
La alteracion de la densidad de carga superficial y de la doble capa eléctrica conducen a efectos
de gating electrostatico. Esta propiedad intrinseca de los transistores basados en rGO tienen un
gran potencial para ser explotados para aplicaciones de bioelectrénica y biosensado. *

Para el desarrollo de biosensores especificos, la integracion de elementos de reconocimiento
sobre el dispositivo transductor es de caracter fundamental. En particular, la incorporacion de
enzimas es especialmente importante debido sus excelentes propiedades funcionales, que
incluyen actividad, selectividad y especificidad.®"! La estrategia de construccion de las
biointerfaces influye de forma directa en el desempefio de estos dispositivos. Por ejemplo, la
inmovilizacion covalente de los elementos de reconocimiento sobre el grafeno induce defectos a
la estructura sp? de este Ultimo, deteriorando asi sus propiedades eléctricas y su capacidad de
transduccion.® Por otra parte, uniones covalentes con la biomolécula puede conducir a la partida
de la estructura nativa y por lo tanto su actividad. Por lo tanto, la inmovilizacion del elemento de
reconocimiento debe realizarse a través de estrategias que garanticen la conservacion de las
propiedades electronicas del grafeno, la actividad de la biomolécula y el acceso a su grupo
activo.®*% Al estudiar la literatura encontramos que la mayor parte de los esfuerzos cientificos
en estd area se enfocaron en la inmovilizacion de biomoléculas de forma covalente a grupos
funcionales del grafeno o usando un linker bifuncionales.*) En este sentido, el ensamblado
capa-por-capa podria ofrecer una técnica versatil y simple para la construccién de films
funcionales sobre sustratos solidos mediante una amplia variedad de interacciones no-
covalentes.'” En particular, los ensamblados capa-por-capa a través de interacciones

electrostaticas han sido establecidos como un método general para la adsorcion alternada de
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macromoléculas cargadas.™™ Es por esto que la técnica capa-por-capa es sumamente atractiva
para la integracion de elementos de reconocimiento sobre la superficie del grafeno.

El nivel de urea en sangre y orina es un indicador relevante de la condicién funcional del
organismo humano. Su valor es indispensable para el diagnostico y el control de varias
enfermedades de rifion y, por lo tanto, su medicion es un procedimiento de rutina para pacientes
renales.* "1 De particular interés son los casos de pacientes en hemodialisis, donde el
monitoreo de urea en tiempo real durante la diélisis puede dar informacion importante sobre la
respuesta del paciente al tratamiento.*®! Aunque han sido desarrollados varios sistemas de
deteccion de urea basados en distintos principios fisicoquimicos,*?% la mayor parte de ellos
requieren pre-tratamiento de la muestra, uso de equipamiento caro o procedimientos tediosos
que no pueden ser empleados para el monitoreo on-line de urea. En este contexto, el uso de
transistores de efecto de campo a base de grafeno pareceria ser una técnica superior debido a las
caracteristicas mencionadas anteriormente.

En este capitulo se describe la construccion de ensamblados multicapa de polietilenimina (PEI) y
ureasa sobre transistores basados en rGO para la deteccion enzimatica de urea en tiempo real.
Esta plataforma biosensora explota la dependencia que tienen los transistores al cambio de pH.
Primero se estudian las curvas de corriente entre el drain y el source (lgs) en funcién del
potencial de gate (V) para distintos valores de pH. Se demuestra que el polielectrolito débil PEI
actia como unidad de transduccion amplificando la respuesta de los transistores al cambio de
pH. En presencia de urea, se obtiene un desplazamiento considerable del punto de Dirac debido
al cambio de pH resultante de la hidrélisis de urea catalizada por la enzima ureasa. Las
prestaciones del biosensores fueron evaluadas en términos del limite de deteccion (LOD), rango
de sensado y sensibilidad.

7.2 Experimental

7.2.1. Fabricacién de los rGO FETs
Los transistores basados en rGO fueron fabricados siguiendo el protocolo descripto en el

capitulo 6, seccion 6.2.2.

7.2.2. Ensamblado capa-por-capa (PEl/ureasa),
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Con el objetivo de conferirle carga negativa a las superficies de rGO, las mismas fueron
modificadas por inversion durante 6 h en pirenosulfonato de sodio (SPS, Sigma) 5 mM en DMF,
enjuagadas con DMF y luego agua deionizada. Ensamblados capa-por-capa mediados por
interacciones electrostaticas fueron construidos sobre sustratos de rGO modificados previamente
con SPS por adsorcion alternada de poli(etilenimina), referido como PEI (M,, < 10000, Aldrich),
y ureasa de canavalia ensiformis (Jack Bean) tipo IX (50,000 - 100,000 unidades/g, Sigma-
Aldrich). Las condiciones de ensamblado de los bloques de construccién PEI y ureasa fueron
basadas en aquellas utilizadas previamente por Forrest et al.*! Primero las superficies de rGO
modificadas con SPS fueron incubadas en una solucion acuosa de PEI 2 mg/ml y pH ajustado a
8.5 por 10 minutos, enjuagadas con agua deionizada y secadas con aire. Luego, los sustratos
fueron incubados en una solucion de ureasa 1 mg/ml en buffer HEPES 10 mM y KCI 10 mM
ajustada a pH 7.4 (por encima del punto isoeléctrico) por 30 minutos, enjuagados con agua
deionizada y secados. Los ensamblados multicapa (PEl/ureasa), fueron realizados repitiendo los

pasos de adsorcion de PEI y ureasa.

7.3 Resultados y discusion

7.3.1 Caracterizacion de los transistores de efecto de campo a base de grafeno

Como la sensibilidad de los sensores FETs (Fig. 7.1a) depende fuertemente de la
transconductancia del FET,[? diseflamos una geometria de canal con un largo de canal
micrométrico y un ancho milimétrico utilizando electrodos interdigitados (Fig. 7.1b arriba):
largo = 10 um y ancho = 52.2 mm. Esta configuracion asegura el contacto entre los terminales
drain-source, siendo que se cuentan con un elevado nimero laminas de rGO entre estos
contactos (Fig. 1b abajo), resultando en dispositivos de alta transconductancia (hasta valores de
800 S, Fig. A7.1), con bajo ruido y buena reproducibilidad dispositivos, lo que es esencial para

aplicaciones de biosensado.
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Figura 7.1 (a) llustracion de un rGO-FET puenteado electroliticamente y del arreglo de
electrodos intedigitados. (b) Imagenes SEM del canal formado por electrodos interdigitados
conectados por rGO. Escala de la barra: arriba 100 um y abajo 10 pum. (c) Caracteristicas de
transferencia de un rGO-FET modificado con SPS midiendo a V4= 0.1 V, en solucion KCI 10
mM y HEPES 0.1 mM variando el valor de pH de 5 hasta 10. (d) Esquema del proceso de
ensamblado capa-por-capa. (e) Esquema de la arquitectura interfacial (PEl/ureasa), y de la
hidrdlisis de urea catalizada enziméaticamente. (f) Equilibrio acido-base del PEI.

El plot de corriente entre el los contactos drain y source (l4s) como funcion del potencial entre el
gate y el source (V4) bajo un potencial constante entre el drain y source (Vgs) para los
dispositivos rGO FET se muestra en la Figura 1c. La aplicacion del potencial eléctrico Vg
desplaza la energia de Fermi de rGO-FET®® que lleva aparejado la modulacién de la
concentracion de portadores de carga, resultado en un cambio en lgs en funcion de Vg. EI minimo
de lgs (llamado punto de Dirac, Vi) a pH 6 (curva purpura en Fig. 1c) se observa a un V4 = 95
mV. En el potencial V;, la densidad de portadores de carga pasa de estar dominada por los
portadores de carga positivos (Vg< Vi) a negativos (Vg> V;). La movilidad de portadores de

carga () de los dispositivos fue calculada como fue explicado en el capitulo de materiales y
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métodos,®”! obteniéndose un valor estimado de 1.5-72 cm?® V * s™*. Estos valores concuerdan
con rGO FETs reportados previamente por otros autores.!?%]

La inmovilizacién de enzimas en la superficie del sensor es una estrategia atractiva para la
deteccion especifica de una biomolécula y la misma se debe realizar con técnicas que no
disminuyan la actividad de la biomolécula. En este sentido, la union covalente de biomoléculas
sobre el grafeno podria deteriorar la plegadura y por lo tanto la funcionalidad de la biomolecula
nativa si grupos moleculares esenciales estan comprometidos en la inmovilizacién.**% Ademas,
la modificacién covalente del grafeno induce dafio en la estructura sp® que se refleja como en
una disminucion de la conductividad de este material.!® Por esta razon, la técnica de ensamblado
capa-por-capa por interacciones electrostaticas fue utilizada para la inmovilizacién no covalente
de la enzima ureasa sobre rGO-FETs. El proceso de preparacion del ensamblado multicapa
PEl/ureasa, referido en el texto como (PEl/ureasa),, esta esquematizado en la Fig. 7.1d. Como
una densidad de carga superficial es un requerimiento elemental para el inicio del ensamblado
capa-por-capa; las superficies de rGO fueron modificadas con 1-pirenosulfonato de sodio (SPS).
El grupo pireno se une al grafeno por interacciones m-m, por otra parte el grupo terminal

sulfonato otorga una carga negativa para pH > 2.1%¢!

7.3.2 Respuesta de los rGO-FETs al cambio de pH

Como el mecanismo de funcionamiento del sensor enziméatico propuesto se basa en la deteccién
de pequefios cambio de pH durante una reaccién enzimatica, en primera instancia se ha
estudiado las caracteristicas de transferencia para soluciones de diferentes valores de pH. La
figura 1c muestra las caracteristicas de transferencia para rGO FETs modificados con SPS
midiendo diferentes valores de pH (entre 5 y 10) y a fuerza idnica constante. Mientras que la
movilidad de portadores de carga se ve practicamente inafectada a ambos lados de V;, se observo
un considerable desplazamiento de V; a valores més positivos de V4 a medida que se incremento
el pH. El V;y el cambio de 45 (Algs) mostraron una dependencia lineal con el pH y a partir de su
ajuste con regresiones lineales se obtuvieron los valores de pendiente 23 =+ 1.8 mV/pH (Fig.
7.A2) y 20.3 £ 0.6 pA/pH (linea azul Fig. 7.2b), respectivamente. Es importante remarcar que la
sensibilidad de 20.3 pA/pH obtenida para nuestros dispositivos es cerca de un orden de
magnitud mayor que aquella reportada previamente por otros autores para dispositivos FETs

basados en grafeno.*?"? Como la sensibilidad depende de la transconductancia (Algs/AVy),
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nuestra alta sensibilidad esta principalmente atribuida al uso de electrodos interdigitados con una
distancia corta entre los contactos drain y source, L, y un gran ancho de canal, W, (ver Ec. 2.6).
Los transistores también mostraron remarcable estabilidad eléctrica en el sensado de pH (Fig.
7.A3), una caracteristica importante para el desarrollo de sensores confiables.

Luego procedimos con la adsorcion del polication débil sobre el canal de grafeno. Para esto, los
transistores modificados con SPS (referidos como SPS rGO FETS) fueron incubados en solucién
acuosa de polietilenimina (PEI), seguido de su enjuague en agua destilada. Luego de la
modificacion con PEI, hubo un desplazamiento de V; de 48 mV a potenciales de gate mas
negativos (linea azul Fig. 7.A4). La respuesta de las caracteristicas de transferencia luego de la
adsorcién de polielectrolitos fue estudiada previamente por Wang y Burke (2014).”! Los
autores demostraron que la deposicion de un polielectrolito positivo (o negativo) conduce a un
desplazamiento negativo (o positivo) de V;. Este comportamiento fue atribuido al efecto de
gating electrostatico inducido por la capa de polielectrolito cargado. Wang y Burke derivaron un
modelo simple para estimar la densidad de carga relacionada al desplazamiento de V;. Utilizando
este modelo, estimamos una densidad de 0.011 C/m? para la capa de PEI, valor consistente con

resultados previos reportados para ensamblados multicapa de polielectrolitos.?®!

T pH10
120 @) 120 4

LA S N N S SR
0 500 1000 1500
Tiempo (s)

Figura 7.2 (a) Cambio de la corriente entre drain y source (Alg) monitoreada en tiempo real y
variando el pH de 5 a 10 para un rGO FET modificado con SPS y luego con PEI (b) Al4 como
funcién del pH para un rGO FET modificado con SPS (circulos azules) y con a SPS/PEI
(circulos rojos). Condiciones experimentales: flow rate = 300 pl/min, V4= -0.2 V and V= 0.1
V.
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Luego, fue estudiado el efecto de la capa de PEI sobre la respuesta al pH. Las caracteristicas de
transferencia de rGO FET modificado con SPS/PEIl para diferentes valores de pH son
presentadas en la Fig. A7.5 Ademas, la respuesta al pH fue monitoreada en tiempo real (Fig.
7.2a). Tanto los transistores modificados como los no modificados mostraron una relacion lineal
entre Algs y el pH (Fig. 7.2b). Es interesante destacar que la modificacion con PEI resulté en un
aumento del 28 % en la sensibilidad del dispositivo, de 20.3 pA/pH (antes de la modificacién) a
25.9 pA/pH (luego de la modificacién). Como el PEI es un policatién débil (pK, =~ 8-9),B% el
grado de protonacién de la cadena polimérica disminuye a medida que aumenta el pH. Cuando
el grado de protonacion del PEI es disminuido, la densidad de carga superficial disminuye
resultando en un “dopaje” tipo-p por efecto de gating electrostatico. Un comportamiento similar
fue reportado previamente por Hess et al. (2014) para brushes poliméricos de monémeros N,N-
dimetilaminoetil metacrilatos anclados sobre el grafeno. Por lo tanto, el polication débil juega un
rol doble: i) actuar como un bloque de construccién en el ensamblado capa-por-capa y ii) como
elemento que amplificador de la respuesta del FET a los cambios locales de pH.

Como la adicion de moléculas organicas en la solucién electrolitica puede resultar en su
adsorcion sobre la superficie del grafeno produciendo una variacién en la movilidad de

portadores de carga,®"

previamente a la integracién de la enzima ureasa, realizamos el control
de la respuesta no especifica de los transistores con urea en solucion. Los experimentos control
se llevaron a cabo en tiempo real bajo la presencia y ausencia de urea 10 mM (Fig. 7.A6). Sin la
enzima ureasa inmovilizada sobre el grafeno, no se observé cambio significativo en presencia

de urea.

7.3.3 Crecimiento del ensamblado PEI/Ureasa

Luego se procedié a la inmovilizacién de la enzima ureasa la cual puede ser integrada en
ensamblados multicapa PEl/ureasa, estrategia que puede mejorar la preservacion de la actividad
enzimética.”™ Los rGO FETs modificados con SPS y PEI fueron incubados en una solucién de
ureasa, seguido de enjuagar con agua destilada. La adsorcion de PEI y ureasa se repitio de forma
ciclica para formar mayor nimero de bicapas. El proceso de adsorcién de PEI y ureasa sobre
superficies modificadas con rGO fue estudiado por SPR. La figura 7.3a muestra la curva de
reflectividad luego de cada ciclo de adsorcion para las primeras 3 bicapas. Para estimar el

cubrimiento superficial de la enzima, el angulo de minima reflectividad (6mi,) fue medido
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durante el ensamblado. El desplazamiento del angulo de minima reflectividad (A0), como
consecuencia de la adsorcion de ureasa, fue convertido a cubrimiento superficial en masa (T,

ng/cm?) usando la siguiente ecuacion de Stenberg et al.:1*?]

_ A6kd
=
Jac

El parametro k*d, el cual depende del sustrato de SPR y de la longitud de onda del laser es

1.9x10”" cm/deg. El valor del incremento del indice de refraccion (dn/dC) fue considerado

1.82x107'° cm®/ng para ureasa.**
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Figura 7.3. a) Espectros de SPR para los ensamblados capa-por-capa (PEl/ureasa), preparados
sobre sustratos de oro modificados con rGO. b) Recubrimiento superficial de enzima como

funcién del numero de bicapas (n). ¢) Sensograma SPR resuelto en el tiempo durante el proceso

de ensamblado.

Los resultados de SPR confirman el ensamblado de la enzima con una alta estabilidad de la
arquitectura interfacial y crecimiento con comportamiento lineal. Los valores estimados de

recubrimiento superficial estan presentados en la Figura 7.3b. Se obtuvo un recubrimiento
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superficial de ureasa con un valor de 515 ng/cm? por capa. Nuestros resultados concuerdan de
buena manera con los valores previamente reportados (490 ng/cm?) para ensamblados capa-por-
capa policatién/ureasa preparado sobre microparticulas de poliestireno.®* Para obtener el
recubrimiento superficial de ureasa en unidades mol/cm?, se utilizé el peso molecular de una
unidad monomeérica (91 kDa). Se aprecia en la Figura 7.3c que durante los primeros segundos de
lavado ocurre una desorcién parcial de PEI y ureasa que se encuentran débilmente adsorbida.
Luego de este lapso de tiempo, la arquitectura interfacial mostro ser estable. Cabe destacar que
luego de la construccién de los ensamblados PEI/Ureasa sobre rGO, los transistores mantuvieron
la respuesta al pH.

Es importante hacer notar que en el caso de biosensores FET basados en enzimas, es crucial
inmovilizar la enzima lo suficientemente cerca de la superficie transductora (en nuestro caso,
grafeno). Segun las simulaciones realizadas por Temple-Boyer para sistemas similares, la
distancia entre la capa de enzimas y la superficie de grafeno debe ser menor a cientos de
micrémetros para alcanzar las caracteristicas de sensado 6ptimas.™® La técnica capa-por-capa no
solo logra satisfacer este requerimiento sino que permite tener distancias menores a 10 nm, lo
cual es fundamental para tener acoplado el efecto de amplificacion de la sefial debido al cambio

en el grado de ionizacién del polielectrolito débil.

7.3.4 Biosensado de urea

Luego se procedio al estudio de la respuesta de los transistores en presencia de urea, el sustrato
de la enzima ureasa, para el ensamblado (PEl/ureasa);. El panel superior de la figura 7.4a
muestra las caracteristicas de transferencia del transistor en ausencia (linea so6lida) y presencia
(linea punteada) de urea 100 uM. En la presencia de urea, se observé un claro desplazamiento
del punto de Dirac a valores mas positivos de V4, comportamiento similar al observado para el
incremento de pH de la solucion. Este resultado indicaria que la enzima cataliza la hidrdlisis de
urea, reaccion que produce NH,", HCOs y OH™ (Fig. 7.1e).”®! Como los productos de la
hidrélisis de urea estan involucrados en un equilibrio acido-base, un cambio de pH es inducido
en las cercanias de la enzima. Este cambio de pH local acompafiado con la variacion de densidad

de carga del PEI resulta en un considerable desplazamiento de V.
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Figura. 7.4 (a) Caracteristicas de transferencia para un ensamblado (PEI/Ureasa); en ausencia
(linea azul) y presencia de (linea roja) de urea 100 uM (arriba). Respuesta a urea monitoreada en
tiempo real para el ensamblado (PEI/Ureasa); con y sin flujo (abajo). Cambio de corriente drain-
source (Algs) monitoreada en tiempo real para los ensamblados capa-por-capa (PEl/Ureasa); (b)
y (PEIl/Ureasa)s (c) sobre rGO FETs midiendo a diferentes coencentraciones de urea. La linea
punteada indica el comienzo de la elucion de la siguiente concentracién de urea. Condiciones
experimentales: KCI 10 mM y HEPES 0.1 mM ajustado a pH 6, V3 =-0.2Vy V4 =0.1 V.

Las respuesta de los transistores también fue estudiada en tiempo real eluyendo una solucion de
urea 100 uM (Fig. 7.4a inferior). En los primeros segundos lgs aumento rdpidamente y luego
alcanzé una corriente estacionaria o plateau (referido como respuesta de flujo). Al detener el
flujo (linea punteada azul) la corriente lgs aumentd abruptamente - a pesar de no haber cambiado
la concentracion de urea — y luego de unos segundos lgs alcanzé un plateau. Luego, el flujo fue
continuado (linea punteada verde) lo cual condujo a una disminucion de lgs hasta que el sistema
volvié a la respuesta de estado estacionario en condicidon de flujo original. La respuesta de lgs
podria explicarse por fendbmenos de transporte de masa de reactivos y productos de la hidrolisis
de urea de la siguiente forma: en la condicién de flujo, los iones hidréxidos producidos son
rapidamente “lavados” de la superficie de grafeno mayormente por el flujo aplicado. El plateau
es alcanzado cuando el ingreso de urea en el film y el egreso de hidréxido alcanzan un estado
estacionario. Cuando el flujo es detenido, el egreso de iones hidréxido del film a la solucion es
gobernado por difusion. Esta nueva condicién produce un incremento de la concentracion local

de iones hidroxido en las cercanias del grafeno hasta que el gradiente de la concentracion de
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urea en la interfase film/solucion alcanza un valor maximo, resultando en un pico de lg. La
Figura 7.4b presenta el grafico de lgs en funcion del tiempo para incrementos graduales de la
concentracion de urea a un potencial de gate constante (Vg4 = -0.2 V). En ambas condiciones,
flujo y estética, se observé un incremento de l4s en funcion de la concentracion de urea hasta 1
mM. Por encima de esta concentracion, la enzima pudo haber alcanzado su saturacion catalitica
o estar inhibida por la alta concentracién de urea.l*®

60+
120 4 .

Al (nA)

20+

L
1E-3 0,01 0,1 1 1E-3 0,01 0,1 1
urea (mM) urea (mM)

Figura. 7.5 (a) Algs de la respuesta de flujo (velocidad de flujo = 300 pl/min) como funcion de
la concentracion de urea para ensamblados (PEIl/Ureasa); (rojo), (PEl/Ureasa), (azul) and
(PEl/Ureasa)s (verde). (b) Algs de la respuesta estatica como funcion de la concentracion de urea
para el ensamblado (PEl/Ureasa);. Condiciones experimentales: 10 mM KCI and 0.1 mM
HEPES at pH 6, Vg =-0.2 V and Vg =0.1 V.

La nanoconstruccién de films multicapa que contienen enzima resulta ser particularmente
atractiva debido a la posibilidad de controlar la carga de enzima de forma precisa. Con el
objetivo de incrementar la actividad catalitica del film, ensamblados (PEl/ureasa), con 2 o 3
bicapas fueron construidos. Una mejora substancial de la respuesta de urea fue mostrada con los
ensamblados (PEl/ureasa), y (PEl/ureasa)s (Fig. 7.4¢). La sefial Algs como funcién del logaritmo
de la concentracion de urea fue determinada de la respuesta de flujo (Fig. 7.5a) asi como la
respuesta estatica (Fig. 7.5b). Aunque la respuesta de flujo mostro una relacion lineal aceptable,
una mejora significativa fue alcanzada con la respuesta estatica. Por ejemplo, el fiteo (regresién
lineal) de los resultados obtenidos con los ensamblados (PEl/ureasa)s arrojé una sensibilidad de
9200 + 500 pA/cm?por década de [urea] (R = 0.987) y un limite de deteccién (LOD) menor a 1
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UM. Para la condicién en flujo, la sensibilidad aumento 20% para dos bicapas y 68% para 3
bicapas en comparacion con el dispositivo de 1 bicapa (Fig. 7.5a). Esta mejora en la sensibilidad
se explica por el aumento de la concentracion superficial de ureasa a medida que se aumenta el
namero de bicapas (como fue descrito en la seccion 7.3.2). Es interesante remarcar que los
dispositivos (PEl/ureasa); mostraron un Algs de cerca de 70 JHA en presencia de 1 mM urea,
indicando un cambio del pH local de 6 a 8.7 (calculo aproximado usando la sensibilidad al
cambio de pH), resultado consistente con otros estudios de ureasa integrada en matrices

poliméricas.®"3!

Tabla 7.1 Caracteristicas analiticas de distintos sensores de urea basados en ureasa y FETs

Caracteristicas del FET LOD Rango operacional de Sensibilidad Configuracién de
(uUM) deteccion (mM) la medicién
Pan et al. (2009)"" Nd,TiOs ISFET - 3-40 9.52mV/mM -
Sant et al. (2011)M pH/ChemFET - 0.5-30 30 mV por década de Vg=1V,
[urea] lgs= 0.1 mA
Yang et al. (2013)!"! Basado en oxido de indioy 500 1.5-10 62.4 mV por décadade V=05V
estafio [urea]
Ahmad et al. (2015)%Y Basado en nanotubos de  0.032 0.01-30 14.23 pA/em?’mM V=01V,
Zn0O Vy=45-6.0V
Marchenko et al. (2015)1% pH-FET 100 0.5-40 - -
Melzer et al. (2016)1*%! Basado en nanotubos de 50 0.01-10 - Vg=-04V,
carbono (CNT) Vy=-0.6 V
En este capitulo Basado en oxido de grafeno 1 0.001-1 9200 + 500 pA/cm? Vg =0.1V,

reducido (rGO)

por década de [urea] Vy=-02V

La tabla 7.1 muestra la comparacion de las caracteristicas analiticas relevantes entre nuestros
dispositivos y biosensores FET previamente reportados para la deteccion de urea. Los
biosensores reportados en este capitulo tienen propiedades sobresalientes, como por ejemplo alta
sensibilidad, amplio rango de operacion, bajo limite de deteccion y la posibilidad de aplicar
potenciales pequefios. Las caracteristicas de repetitividad, reproducibilidad y estabilidad del
dispositivo rGO FET con el ensamblado (PEl/ureasa); fueron estudiadas. La desviacién estandar
relativa (RSD) para la repetitividad fue 1.9% para 6 medidas consecutivas de 100 pM. Para
estudiar la reproducibilidad del sensor, tres biosensores fueron preparados y la respuesta a urea
fue monitoreada en el rango 1-1000 uM. La sensibilidad de los sensores mostro un RSD de
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5.8%, indicando buena reproducibilidad entre dispositivos. Es importante hacer notar que los
biosensores desarrollados presentaron una respuesta rapida y una buena estabilidad en el largo
plazo, reteniendo casi el 96% de la respuesta original después de almacenarlo 6 dias en solucion
buffer a 4°C. Las caracteristicas de estos dispositivos parecerian ser de particular interés para el

monitoreo on-line de urea para pacientes que estan bajo tratamiento de dialisis.!*®
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Figura 7.6 Respuesta en tiempo real del ensamblado (PEl/ureasa), sobre un rGO-FET en
presencia de distintas especies interferentes: creatinina (100 pM), glucosa (40 mM), acido
ascorbico (1 uM) y dopamina (0.1 nM). Condiciones experimentales: KCI 10 mM y HEPES 0.1
mM ajustado a pH 6, velocidad de flujo = 300 pl/min, V4 =-0.2Vy V4 =0.1 V.

7.3.5 Estudio de analitos interferentes

La selectividad sensores rGO FET modificados con (PEl/ureasa), fue evaluada en tiempo real
utilizando analitos interferentes tipicos en sangre: dopamina, glucosa, acido ascérbico y
creatinina (Fig. 7.6). La elucidn de las soluciones de interferentes en concentraciones similares a
las presentadas en sangre/plasma no produjo cambios de lg4s significativos en comparacion con la
respuesta de urea. Por ejemplo, la respuesta a creatinina 100 uM corresponde solo el 3% de la
respuesta a urea 100 uM. Ademas, la detencion del flujo en soluciones que contienen anilitos
interferentes no especificos, no causd ninguna diferencia significativa de lg. Sin embargo, un
agudo aumento de l4s fue obtenido al detener el flujo de soluciones en presencia de urea. Estos
hechos evidencian que los sensores desarrollados podrian presentar una buena selectividad para

el sensado de urea en muestras reales.

7.4 Conclusiones especificas
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En este capitulo se introdujo la técnica de ensamblado capa-por-capa para la construccion
supramolecular de arquitecturas multicapas de polielectrolito/enzima sobre transistores a base
grafeno. Los transistores mostraron alta sensibilidad al cambio de pH como resultado del uso de
un arreglo de electrodos interdigitados con alta transconductancia. Ademas, observamos que la
modificacion de los rGO FETs con un polielectrolito débil mejora la respuesta al cambio de pH
debido a efectos de gating electrostatico. En presencia de urea, los transistores modificados con
ensamblados multicapas (PEl/ureasa), mostraron un desplazamiento del punto de Dirac. Este
efecto se debe a un cambio del pH local en las cercanias de la superficie del grafeno producido
por la hidrdlisis de urea catalizada por la enzima. El estudio mediante SPR indica que la
concentracion superficial de enzima sobre el transistor puede ser controlada por el nimero de
bicapas PEl/ureasa. Mayores bicapas de ensamblado dieron lugar a biosensores con mayor
actividad enzimatica y mejor performance. Los biosensores de urea mostraron una rapida
respuesta, buena estabilidad en el largo plazo y un rango de respuesta 1-1000 uM con un LOD
de 1 uM.

7.5 Apéndice
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Fig. 7.A1 Arriba: Igs en funcion de Vg para los electrodos interdigitados antes de ser modificados
con rGO. Abajo: lgs (linea roja) y transconductancia (Algs/AVy, linea azul) como funcion de Vg
para un rGO FET modificado con SPS. Condiciones experimentales: Vg = 0.1 V, electrolito:
KCI 10 mM, HEPES 0.1 mM a pH 6.
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Fig. 7.A2 Punto de Dirac como funcion del pH para un rGO FET modificado con SPS. Los

puntos son los valores experimentales y la linea roja es el ajuste de la regresion lineal.
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Fig. 7.A3 Caracteristicas de transferencia para un rGO FET modificado con SPS en soluciones
pH 5y 10. Se realizaron 3 mediciones alternadas para cada pH.
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Fig 7.A4 Caracteristicas de transferencia para: SPS rGO-FET (line negra), SPS/PEI rGO-FET

(linea azul) y SPS/PEl/Ureasa rGO-FET (linea roja) obtenido a Vg4 (0.1 V). Solucion
electrolitica: KCI 10 mM, HEPES 0.1 mM a pH 6.
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Fig. 7.A5 Caracteristicas de transferencia para un rGO FET modificado PEI variando el pH de la
solucién de 5 a 10.
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Fig. 7.A6 Respuesta en tiempo real (I4s vs tiempo) a la exposicion con urea para un rGO FET

modificado con SPS y PEI.
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Capitulo 8

Conclusiones

’

“Has de modo que en tu ultima hora no debas arrepentirte por haber amado demasiado poco.’

Chiara Lubich
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Esta tesis doctoral se centr6 en el disefio racional y la construccién de nanoarquitecturas
interfaciales que contienen grupos funcionales integrados mediante interacciones
supramoleculares. Como eje de este trabajo, se estudié como afecta el arreglo estructural de los
componentes dentro de la arquitectura a sus propiedades funcionales utilizando dos clases de
transductores: i) transductores amperométricos donde la respuesta electronica se basa en
procesos faradaicos entre el electrodo y la interfase; y ii) transistores de efecto de campo a base
de grafeno donde la respuesta del sensor se basa en deteccién de cambios fisicoquimicos, como
pH y fuerza ionica, que ocurren dentro de la interfase.

A lo largo de la tesis se obtuvo una serie resultados y conclusiones interesantes:

En el capitulo 3 se demostr6 que el uso de surfactantes como bloques de construccion en
ensamblados capa-por-capa es una herramienta eficiente para la generacion de films blandos con
mesoestructura bien definida. A diferencia de otras técnicas que permiten la construccion de
films mesoestructurados de polielectrolitos y surfactantes, la estrategia reportada en este capitulo
presenta las siguientes ventajas: i) el film se prepara directamente sobre la superficie del sustrato
ii) el crecimiento del film es facilmente controlado con precision hanometrica con el numero de
ciclos de adsorcidn iii) pueden ser obtenidos film mesoestructurados bien definidos mostrando
configuraciones espaciales adaptables, una caracteristica que es esencial para un numero de
aplicaciones donde una transferencia vectorial de energia, electrones 0 materia es requerida.
Estas caracteristicas fueron luego utilizadas en el capitulo 4, donde se evidencié que los
surfactantes con grupos redox pueden ser utilizados para obtencién de films delgados
mesoestructurados con propiedades electroactivas. Se demostré6 que el uso de surfactantes
mixtos de diferente pardmetro geométrico permite el disefio de films con mesoestructura
controlada. Ademas, observamos que estos sistemas interfaciales presentan propiedades de
transporte de carga poco usuales debido al alto grado de ordenamiento de la estructura interna de
las peliculas.

En el Capitulo 5 hemos descrito la sintesis de bio-nanoparticulas (BNPs) mediadas por
interacciones de reconocimiento molecular lectina-carbohidrato a partir de dos proteinas
modelos: la glicoenzima GOx y la lectina Con A. Una vez sintentizadas las BNPs, se auto-
ensamblaron sobre electrodos de oro manosilados para la generacion de peliculas multicapas que
biocatalizan la oxidacion de glucosa, propiedad que fue utilizada para el desarrollo de sensores

amperometricos de glucosa. A partir del estudio de la respuesta electrocatalitica de la glucosa
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oxidasa confinada en la BNP e inmovilizada sobre los electrodos, se observé que aun cuando el
ensamblado interfacial se asemeja a sistemas supramoleculares complejos, la conexion entre el
electrodo y los grupos prostéticos de la enzimética por intermedio de un mediador redox no es
impedida. Es importante destacar que esta estrategia de ensamblado permite construir
supraparticulas que mantengan inherentes las propiedades de cada biocomponenete: catalizar la
oxidacion de la glucosa y auto-ensamblarse sobre residuos de manosa.

En el capitulo 6 se ha demostrado con resultados experimentales y tedricos que los films
multicapa de polielectrolitos son capaces de incrementar fuertemente el rango de sensado de los
transistores basados en grafeno. Esto se debe a que la distancia de Debye efectiva dentro del film
es incrementada mas de un orden de magnitud. Los resultados tedricos, que concuerdan
cuantitativamente con los resultados experimentales, indican que el efecto de la extension de la
distancia de Debye resulta principalmente del costo entropico de confinar iones dentro del film
polimérico. EI modelo predice que el apantallamiento electrostatio depende fuertemente de la
densidad de polimero y la fuerza ionica de la solucion. Por lo tanto, con el uso de esta estrategia
las fronteras del sensado usando FETs podrian extenderse de moléculas pequefias a una amplia
variedad de biomacromoleculas como proteinas y acidos nucleicos.

Capitulo 7, se utilizé el ensamblado capa-por-capa para la construccién supramolecular de
arquitecturas multicapas de polielectrolito/ureasa sobre transistores a base de rGO. Los
transistores mostraron alta sensibilidad al cambio de pH como resultado del uso de un arreglo de
electrodos interdigitados con alta transconductancia. En presencia de urea, los transistores
modificados con ensamblados multicapas (PEl/urease), mostraron un desplazamiento del punto
de Dirac. Este efecto se debe a un cambio del pH local en las cercanias de la superficie del
grafeno producido por la hidrolisis de urea catalizada por la enzima. La concentracion
superficial de enzima y la actividad de los biosensores fue controlada por el numero de bicapas
PEl/urease sobre el grafeno. Estos sistemas muestrardn caracteristicas sonbresalientes para ser
utilizados como sensores para el monitoreo de urea sin la necesidad del uso de soluciones

reactivas.
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