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Resumen

Las nanoparticulas de oro han atraido un gran interés en los campos de la ciencia de
los materiales y la bioquimica debido a sus propiedades 6pticas y electrénicas Unicas
gue dependen de su forma, tamafio y relacién de aspecto. Los arreglos colectivos de
supercristales muestran resonancias plasménicas resultantes del acoplamiento de

plasmones que da lugar a intensos y localizados campos electromagnéticos.

En el presente trabajo se lleva a cabo la sintesis de nanobastones de oro mediante
el método de crecimiento mediado por semilla. Seguidamente se analiza el
autoensamblado de los nanobastones de oro utilizando dos tipos de metodologias: la
técnica impresion por microcontacto usando moldes poliméricos y el autoensamblado

vertical inducido por evaporacion.

Este ensamblado puede tener un gran efecto sobre las propiedades medibles de los
nanobastones, lo que lo hace particularmente aplicable al desarrollo de plataformas
multifuncionales y a la implementacién practica de dispositivos nanoestructurados
para la deteccién de una variedad de analitos. Los principales desafios hacia la
integracién de superestructuras de nanoparticulas en aplicaciones comercialmente
viables, son la simplificacion del proceso de autoensamblado, la reduccién de costos y
la escalabilidad.

Se lograron dominios autoensamblados aislados de nanobastones de oro verticales con

una extension de algunos micrones sobre superficies de vidrio.

Por ultimo, las técnicas realizadas en esta tesis seran utilizadas para el desarrollo de
plataformas de sensado molecular de alta sensibilidad y especificidad y para el

estudio de propiedades optoelectrdnicas en este tipo de nanoestructuras.

Palabras claves: nanobastones de oro, autoensamblado, resonancia plasménica de superficie

localizada
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1. Introduccioén

1.1 Motivacién

La nanofotdnica ha revolucionado nuestra habilidad de controlar la luz en la nanoescala.
La utilizacion de nanoantenas, es decir, nanoestructuras metalicas especialmente
disefiadas para acoplar luz y enfocarla eficientemente en volimenes nanométricos
(Bharadwaj, 2009), ha permitido importantes avances en areas como la microscopia
Optica de altisima resolucion (Bragas, 2000; Kalkbrenner, 2001; Scarpettini 2009),
deteccion espectroscopica de molécula Unica (Taminiau, 2008; Kinkhabwala, 2009;
Yuan, 2013; Punj, 2013), fuentes de luz ultra-compactas (Noginov, 2009), novedosas
terapias contra el cancer basadas en luz (Huang, 2008; Bardhan 2011), generacion de
no linealidades 6pticas (Grinblat, 2014; Aouani, 2014; Metzger, 2014) y procesamiento
de la informacioén (Schuller, 2010).

Un objeto metalico nanoestructurado posee resonancias plasménicas superficiales
(oscilaciones resonantes del gas de electrones libres) en el rango visible e infrarrojo
cercano del espectro electromagnético. A estas frecuencias Opticas la nanoestructura
posee bandas de absorcion y scattering, y en sus alrededores se produce un fuerte
confinamiento e intensificacion del campo eléctrico. Estas propiedades lo convierten en
un excelente candidato de estudio para el sensado de moléculas individuales, las
microscopias Opticas de muy alta resolucidon y espectroscopias ultra-sensibles. El
desafio de hoy es obtener un nano-objeto que ofrezca simultdneamente un bajo costo
de fabricacién y una amplia aplicabilidad para un determinado propdsito. Los sensores
de biomoléculas y los sustratos intensificadores para reconocimiento quimico se basan

en una apropiada ingenieria de los nano-objetos.

En este trabajo se presenta el desarrollo de dos técnicas para obtener patrones
ordenados de nanobastones de oro sobre un sustrato, para en una proxima etapa
estudiar sus propiedades 6pticas y ser usadas como plataformas de espectroscopias de
alta sensibilidad.

En el capitulo 1 se introduce el marco tedrico del tema. En el capitulo 2 se describe la
sintesis de los nanobastones de oro (a los cuales llamaremos GNRs, de forma resumida,
por la abreviacién del inglés "Gold NanoRods").

Los capitulos 3 y 4 describen el autoensamblado de los GNRs mediante dos tipos de
metodologias: en el capitulo 3 se presenta la técnica de litografia blanda utilizando
moldes poliméricos y en el capitulo 4 se trabaja con el autoensamblado vertical inducido

por evaporacion.
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1.2 Estado del arte

La nanotecnologia, como una nueva rama dentro del conocimiento cientifico, propuso,
propone y esta en busqueda constante del modelo que mejor ajusta a los sucesos que
ocurren en escala nano. El descubrimiento permanente de formas y propiedades
novedosas en esta escala hace necesario que, esta innovadora, pero no tan nueva,
rama de la ciencia y la tecnologia, se nutra de diferentes modelos que provienen de
disciplinas variadas, como la fisica cuantica y la quimica moderna, que tienen enfoques
distintos para observar la materia. La naturaleza se comporta como es, el modelo, los
modelos de la nanotecnologia solo tratan de describir y poder anticipar que puede ocurrir
en determinadas circunstancias donde las dimensiones son del orden de las

dimensiones atdmicas o moleculares.

Al decir del fisico Richard Feynmann (1918 - 1988) en su famosa conferencia del 29 de
diciembre de 1959:

En el mundo de lo muy, muy pequefio, muchas cosas nuevas podran suceder, porque
los &tomos se comportan de manera distinta a como lo hacen los objetos a mayor escala,
pues deben satisfacer las leyes de la mecanica cuantica. Si nos reducimos y
comenzamos a juguetear con los atomos alla abajo, estaremos sometidos a unas leyes
diferentes, y podremos hacer cosas diferentes. A nivel atébmico, aparecen nuevos tipos
de fuerzas, nuevas posibilidades, nuevos efectos.

Estamos refiriéndonos a los modelos de la cuantica y al del mundo macroscépico, aun

visto este con microscopio.

La imposibilidad de explicar claramente con los modelos mencionados fenémenos de
absorcion, refraccion y transmision de la luz producidos en los antiguos vidrios “oro rubi”,
el efecto de las hojas de la flor de loto, por el que las gotas de agua resbalan sobre ellas
sin mojarlas o, la iridiscencia del nacar o las plumas de algunas mariposas, son algunos
de los motivos que han dado lugar a aceptar al modelo nanotecnolégico de manera casi
cotidiana. Al hacer referencia al tamafio de las particulas involucradas en estos y otros
fendmenos se encuentra un patrén que tiene que ver con el cambio de propiedades de

acuerdo al tamafo considerado.

Los modelos tienen sus limites de validez y entre los elementos que definen esos limites
se puede afirmar que “el tamafio importa”.

Cuando un material tiene alguna dimension nanométrica, por ejemplo su espesor, sus
propiedades intensivas cambian. Entonces dejan de llamarse intensivas, para llamarse

propiedades nanométricas en dimensiones que van desde 1 a 100 nanémetros.
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El prefijo nano indica dimensiones del orden de 10°. El nanémetro es la mil millonésima
parte del metro. Las células que podemos observar al microscopio son del orden del
micrén (10°m). Un cabello humano mide alrededor de 80 micrones, que es equivalente
a 80000 nm. Si dividimos el espesor de un cabello 80000 veces obtenemos un
nanémetro. Los atomos son del orden de los picometros (102 m), aunque por
comodidad las medidas se informan en Angstrom (107° m). Es decir que en un
nanémetro puede haber mas de un 4tomo, pero una molécula puede medir, a su vez,

varios nanémetros.

Escala nanomeétrica

Hormiga
Cabello Bacteria Proteinas Nanotubos
10°nm i 1000 nm 10 nm
i | 10"'nm Molecula
10°nm 10°nm J 0 10°nm i 100 nm
/ &
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Pelota sanguineas Nano
de tenis particula

Virus

Figura 1.1 Representacion grafica de la escala nanométrica.
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Figura 1.2 Representacion grafica de la escala métrica, los fendmenos fisicos asociados

y los instrumentos de visualizacién utilizados.

En la actualidad y desde hace algunos afios se utilizan en el &mbito cientifico palabras
como nanotecnologia, nanomateriales y nanociencia para definir el trabajo cientifico a
nanoescala, sin embargo, los materiales de dimensiones nanométricas ya existian y
utilizaban en la antigiiedad. Podriamos decir que algunos artesanos, cientificos y
tecnologos eran unos adelantados para su época y no lo sabian.

Segun cuentan algunos documentos, ya en el siglo IV antes de Cristo los romanos
fabricaban vidrios con nanoparticulas metalicas, una prueba de ello es un particular y
excepcional recipiente conocido como la “Copa de Licurgo”, que se encuentra expuesto
en el Museo Britanico en Londres, Inglaterra. El curioso nombre de la copa tiene su
origen en la literatura griega siendo Licurgo un rey, cuya leyenda es relatada en el sexto
libro de la lliada de Homero. La decoracién de la misma representa particularmente la
escena de la muerte de Licurgo en Tracia, en manos de Dionisio.

Es considerada, por varios estudiosos, como uno de los objetos de vidrio mas
sofisticados realizados antes de la era moderna, tanto por su método de fabricacion,

como por los efectos 6pticos logrados.
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A causa del extrafio comportamiento de la copa, ya que segun como sea iluminada
cambia de color del verde al rojo, fue sometida desde épocas lejanas, a humerosas
investigaciones en la busqueda por encontrar una explicacion técnica.

En los dltimos anos, y gracias a los avances tecnoldgicos, se pudo determinar que los
cambios de color se deben a la presencia de nanoparticulas de oro (Au) y plata (Ag) de
unos 50-70 nandémetros de diametro. El oro, en tamafio nanométrico, es el principal

responsable de la transmision de color rojizo y la plata del reflejo verdoso.

Figura 1.3 Copa de Lycurgus

Otros antecedentes interesantes de la produccién ignota de nanomateriales que se
remonta a épocas medievales, tal es el caso de las famosas espadas de Damasco y los
asombrosos vitrales de las catedrales géticas:

Espadas de Damasco: llamadas asi por su procedencia y famosas por sus particulares
propiedades y belleza, fueron utilizadas por los musulmanes durante la guerra de las
Cruzadas. Su fabricacién fue un secreto tan celosamente cuidado para evitar su
reproduccion por el enemigo europeo que termino por desaparecer en el siglo XVIII. La
caracteristica que las hacia esencialmente diferente a otras armas de la época, era una
perfecta combinacion de cualidades: su fortaleza para atravesar las armaduras de
proteccion de los caballeros, su flexibilidad para doblarse y el filo de su hoja que permitia
cortar un cabello en el aire. Estas caracteristicas excepcionales significaron una gran
ventaja para los musulmanes en los enfrentamientos bélicos. En la actualidad se utilizd
la microscopia electrdnica de transmision de alta resolucién para examinar una muestra

de acero sable de Damasco del siglo XVII. Los resultados de las investigaciones
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determinaron en el acero la presencia de nanotubos de carbono que son la
consecuencia, ignorada por cierto, de los métodos de elaboracién del acero y cuya
presencia explicarian las propiedades excepcionales de estas espadas.

Los vitrales de las catedrales géticas: las catedrales eran admiradas, entre otras
cosas, por la coloracion y diferencias de tonos logrados en la decoracion de sus vidrios.
Como en los casos anteriores, la produccion de estos colores se lograban
empiricamente y el tono adecuado de los mismos dependia de la experiencia del
vidriero, en su conocimiento de las temperaturas ideales de calentamiento y
enfriamiento del vidrio y la incorporacion precisa de minerales que contenian particulas

de metales como oro, plata, cobre, etc.

Con las nuevas tecnologias y el desarrollo de la nanociencia se logré explicar que en el
proceso de formacién del vidrio, y por accion de los cambios de temperaturas, las
particulas metélicas adquieren formas y tamafios nanométricos que les confieren sus
intensas y coloridas tonalidades. En el caso del oro, sus nanoparticulas estan presentes
en los vidrios de color rojo, mientras que la tonalidad amarilla, se debe a la presencia de

nanoparticulas de plata.

Fig.1.4 (a) Espada de Damasco (b) Roseta de Notre-Dame de Paris

Recién entre los siglos XVIl y XVIII se comienza a dar importancia al aspecto cuantitativo
de los experimentos y consecuentemente, la quimica se convierte en una ciencia exacta,
basada en experimentos verificables y reproducibles. En estos siglos comienza el auge
de las tareas de sistematizacion cientifica y el desarrollo de teorias que intentan dar una

explicacion probada a las propiedades de los productos.

Es en estos afios, donde el interés de los estudiosos por encontrar respuestas cientificas
a las propiedades de productos del pasado se acrecienta, especialmente en uno de

ellos, Michel Faraday, quien comenz6 a preguntarse el porqué de los maravillosos
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colores en las ventanas de las iglesias y la nobleza de los aceros e intento encontrar

respuestas a estos interrogantes.

Faraday fue el primero en aventurar que el color era debido al tamafio diminuto de las
particulas de oro y se dedic6 a demostrarlo. Para ello se inspir6 en los trabajos
alquimistas desarrollados por Paracelso (1493-1541). A partir de ello, Faraday procedio
a realizar una variedad asombrosa de experimentos con particulas de oro, plata, platino,
y muchos otros metales. Con el oro, logro la primera muestra pura de oro coloidal ya
que el metal, cuando es dividido en finas particulas que van en tamarfos de 10 a 500
nandémetros, puede ser suspendido en agua. En su diario con fecha del 2 de abril de
1856, Faraday llamo a las particulas que descubrié el “estado de oro dividido”.

En 1857, Michael Faraday publico un articulo en la revista “Philosophical Transactions
of the Royal Society” en el cual trata de explicar cémo las nanoparticulas metélicas
influyen sobre el color de las ventanas de las iglesias (aunque no lo escribiera en esos
términos, ya que “nanotecnologia” como tal, no existia en esos tiempos). 40 afos
después Zsigmondy construye un microscopio con el cual demuestra que los coloides
presentes en la solucion rubi de Faraday consisten en particulas de tamafios
nanométricos a micrométricos dispersos en el liquido. Su investigacion de coloides de

oro fue merecedora de un premio Nobel.

Desde hace cientos de afos las nanoparticulas se utilizaban, pero no habia una
explicacién cientifica con respecto a sus propiedades Opticas, hasta 1908, cuando
Gustav Mie (1908) desarrolla una teoria que describe la variacion de color por la
absorcion y dispersién de luz por particulas suspendidas en agua. La teoria de Mie
constituye una solucion a las ecuaciones de Maxwell (1865) que describen las

propiedades Opticas de particulas esféricas sin importar su tamafio.

El termino plasmoén fue descripto en 1950 como una oscilacién colectiva de electrones
de alta frecuencia en el metal, y tiene las mismas propiedades que la oscilacion de
densidad de electrones en el gas plasma descubierto por Langmuir en 1920, con la
diferencia que la densidad de electrones es mayor para un metal que para un gas

plasma.

Las nanoparticulas de metales nobles, ademas de tener propiedades cataliticas, tienen
la habilidad de confinar fotones resonantes alrededor de la particula de pequefio tamafio
produciéndose la oscilacion plasmoénica superficial localizada de la banda conductora
de electrones. Este confinamiento de electrones incrementa la amplitud de la onda de
luz por varios 6rdenes de magnitud. Como resultado todas las propiedades radiativas,

como la absorcién de luz, fluorescencia, scattering Rayleigh, scattering Raman son
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aumentados por varios ordenes de magnitud (El-Sayed, 2009). Es por ello que las
nanoparticulas de metales nobles son ideales para ser desarrolladas en aplicaciones
cruciales como la fotonica, el sensado, imagenes de alta resolucion y la medicina. Estas
aplicaciones requieren el uso del metal nanoparticulado preferentemente en forma de

nanocristal prometiendo tener un control preciso en sus propiedades (Xia, 2009).

1.3 Plasmones de superficie

Las propiedades fisicas y quimicas de la materia estan determinadas, en gran medida,
por el tipo de movimiento que se les permite ejecutar a sus electrones. El movimiento
electrénico, a su vez, depende del tipo de material y del espacio accesible a sus
electrones (grado de confinamiento). El efecto espacial se vuelve pronunciado cuando
los electrones se limitan a la escala nanomeétrica. Por lo tanto, cuando los materiales se
reducen a estas dimensiones (en el rango de 1 a 100 nm), nuevas propiedades
aparecen debido a las restricciones impuestas a su movimiento electrénico, un efecto
que también depende en gran medida de la forma general del material. En los metales,
cuando el tamafio de particula se encuentra en el rango de 1-100 nm, los efectos de
superficie se vuelven importantes, a menudo dominando la respuesta, dando lugar a
propiedades bastante diferentes de la masa. Las nanoparticulas de metales nobles (oro,
plata) se han distinguido debido a que tienen la capacidad de confinar fotones
resonantes dentro de su pequefio tamafio de particula para inducir las oscilaciones de
plasmones superficiales localizados correspondientes a los electrones de la banda de
conduccién. Este confinamiento de fotones aumenta la amplitud de la onda de luz en
6rdenes de magnitud, lo que aumenta drasticamente la intensidad de la luz en virtud del
hecho de que la intensidad es proporcional al cuadrado de la amplitud de la onda. De
esta manera, las nanoparticulas de metales nobles, a través del confinamiento
plasménico, enfocan eficazmente la luz acoplada resonantemente. Como resultado,
todas las propiedades radiativas, como la absorcién de luz, la fluorescencia, la
dispersién de Rayleigh (Mie) y la dispersion de Raman se mejoran en Ordenes de
magnitud. (El-Sayed, 2009).

1.3.1 Propiedades Opticas

Las propiedades 6pticas de las nanoparticulas metalicas, reflejadas por su color intenso,
se atribuyen a su interaccion Unica con la luz incidente. En presencia del campo

electromagnético oscilante de luz, los electrones de la banda de conduccion de una
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nanoparticula metélica experimentan una oscilacion coherente colectiva en resonancia
con la frecuencia de la luz, que se denomina resonancia plasmoénica de superficie
localizada (LSPR). Esta oscilacion induce una separacion de carga entre los electrones
libres y el nicleo de metal iénico, que a su vez ejerce una fuerza de Coulomb
restauradora para hacer que los electrones oscilen hacia adelante y hacia atras en la
superficie de la particula, lo que resulta en una oscilacion dipolar en el caso mas simple
(Fig.1.5 A). La oscilacion LSPR induce una fuerte absorcién de luz, como se ve en el
espectro UV-Vis, que es el origen del color observado de la solucion coloidal, como
explica la teoria de Mie. La condicion de LSPR depende del tamafio de la particula, la
forma, la estructura, las propiedades dieléctricas del metal y el medio circundante, ya
que estos factores afectan la densidad de carga de los electrones en la superficie de la
particula. Las nanoparticulas esféricas de oro, plata y cobre muestran una fuerte banda
LSPR en la region visible, mientras que otros metales muestran bandas anchas y débiles

en la region UV.
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Figura 1.5 llustracion esquematica de la interaccion de la luz polarizada y las nanoesferas de oro (A)
y nanobastones (B) y la oscilacién electrénica para formar la resonancia de plasmoén de superficie
localizada (LSPR). El campo eléctrico (E) de laluzincidente (que se propaga alo largo de ladireccion
K) induce una oscilacion colectiva de los electrones de la banda de conduccion con respecto a la
carga positiva del nicleo metélico. Esta oscilacidon dipolar resonante con la luz entrante a una
frecuencia especifica depende del tamafio y la forma de las particulas. Mientras que las nanoesferas
de oro muestran una banda LSPR en la region visible, los nanobastones de oro muestran dos
bandas: una fuerte banda longitudinal en la regidn del infrarrojo cercano correspondiente a la

oscilacion de electrones alo largo del eje longitudinal y una débil banda transversal, similar a la de
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las nanoesferas de oro, en la regién visible correspondiente a las oscilaciones de electrones a lo

largo del eje corto (El-Sayed, 2009).

En el caso de los nanobastones de oro, la oscilacion electrénica puede ocurrir en una
de dos direcciones, dependiendo de la polarizacién de la luz incidente: los ejes
transversal y longitudinal (Fig.1.5 B). La excitacién de la oscilacion del plasmoén
superficial a lo largo del eje corto induce una banda de absorcién en la region visible a
una longitud de onda similar a la de las nanoesferas de oro, referida como la banda
transversal. La excitacién de la oscilacion del plasmén superficial a lo largo del eje largo
induce una banda de absorcién mucho mas fuerte en la regién de longitud de onda mas
larga, denominada banda longitudinal. Mientras que la banda transversal es insensible
al tamafio de las nanobastones, la banda longitudinal se desplaza hacia el rojo en gran
medida desde la region visible al infrarrojo cercano con una relacion de aspecto
creciente (largo / ancho). Este comportamiento Gptico puede entenderse bien segun la
teoria de Gans que se desarroll6 para la explicacion de las propiedades Opticas de las
particulas elipsoides basadas en una aproximacion dipolar. En solucion acuosa, el
maximo de absorcion de LSPR (Anax) €s linealmente proporcional a la relacion de
aspecto (R) por la siguiente relacion:

Amax = 95 R + 420 nm

1.3.2 Caracteristicas de nanoparticulas plasmdnicas

Una caracteristica notable de las nanoparticulas plasmonicas (oro o plata) es el grado
en que sus propiedades Opticas pueden ajustarse a través de cambios en su tamafio,
forma, composicion, estructura y morfologia y, cuando se ensamblan, su orientacién y
separacion relativa entre particulas. Cambiar la estructura de las particulas de oro de
una esfera sélida a un nanobastén da como resultado un cambio de la banda de
extincion optica (extincién es absorcion mas dispersién) de la regién visible al infrarrojo

cercano.

Los GNRs poseen dos bandas de absorcion de plasmén: la banda de plasmon
transversal que aparece en la regién visible (~ 520 nm) y la banda de plasmén
longitudinal que se puede ajustar en el rango desde el visible al infrarrojo cercano (NIR).
Ademas, los GNRs ofrecen un medio para adaptar la resonancia plasmonica de
superficie (LSPR) a una longitud de onda particular, pero con ventajas significativas.
Esta propiedad Optica Unica hace que los sensores LSPR basados en GNRs sean una

herramienta poderosa para una amplia gama de aplicaciones.
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Las nanobastones, a diferencia de las nanoparticulas de forma mas simétrica (por
ejemplo, esferas), también tienen la capacidad de ensamblarse en varias
configuraciones alineadas alternativamente, una propiedad que da lugar a anisotropias

Opticas que podrian resultar Utiles para desarrollar diversos dispositivos fotdnicos.

El reciente y rapido aumento de las actividades de investigacién dedicadas a las
nanobastones de oro en aplicaciones biologicas y biomédicas es, en gran medida, el
resultado de la naturaleza Unica de estas nanoestructuras en forma de baston. La
sensibilidad de las bandas LSPR al entorno local es bastante importante en términos de

deteccidén bioldgica.

1.3.3 Espectroscopia Raman intensificada por superficie

Se ha demostrado que mdltiples técnicas espectroscopicas y microscopicas son
capaces de reportar informacion molecular en el limite de una sola molécula. Entre ellos,
la espectroscopia Raman intensificada por superficie (SERS) puede producir espectros
vibracionales de moléculas individuales debido a las grandes intensificaciones Opticas
(lamadas puntos calientes) que, a menudo, se localizan en las uniones entre

nanoestructuras plasménicas (Kim, 2018).

La dispersiébn Raman intensificada por superficie, es una técnica analitica no destructiva
con huellas digitales espectroscopicas unicas, sensibilidad ultra alta, la posibilidad de
analisis multiplex y requisitos simples de preparacion de muestras. Por lo tanto, SERS
tiene varias ventajas en comparacién con los métodos tradicionales basados en
cromatografia, especialmente en la deteccion rapida in situ. Con los rapidos desarrollos
y avances en los espectrometros Raman y sustratos SERS de alto rendimiento en los
altimos afios, se ha demostrado una sensibilidad ultra alta utilizando varios sustratos
SERS. La sensibilidad a nivel de una sola molécula se observé en un sistema coloide
de plata usando R6G como sonda molecular ya en 1997, y también se ha obtenido
sensibilidad femto e incluso atto molar en sustratos solidos de SERS. Por tanto, la
sensibilidad ya no es un problema para la aplicacion de la deteccion de SERS. Sin
embargo, antes de lograr la deteccidn cuantitativa instantdnea de SERS in situ, todavia
quedan algunos problemas por resolver. Por ejemplo, un sustrato SERS altamente
ordenado es crucial para dar una sefial SERS reproducible. Ademas, también es
importante la distribucion uniforme de la muestra objetivo sobre el sustrato SERS (Lin,
2015).
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La eleccion de la espectroscopia SERS como herramienta de deteccion requiere la
implementacion de un componente plasmonico. SERS es una técnica de espectroscopia
vibratoria que proporciona informacion quimica similar a una huella dactilar sobre la
sustancia de interés, que se puede detectar con alta sensibilidad solamente cuando se
encuentra cerca de nanoestructuras plasménicas.

Un método de deteccion requiere alta sensibilidad y reproducibilidad, es decir, todos los
dispositivos producidos deben generar sefiales reproducibles, asi como sensibilidad y
selectividad para el analito seleccionado. En el contexto de SERS, esto se relaciona
principalmente con la ingenieria de puntos calientes, es decir, la capacidad para
controlar y organizar los espacios entre particulas. En particular, una distribucion
homogénea de puntos calientes a alta densidad asegura reproducibilidad y sensibilidad,

respectivamente.

La sintonizaciébn de las propiedades plasmonicas resultantes se puede obtener
trabajando en tres niveles diferentes, a saber, sintesis de los bloques de construccion
de nanoparticulas (tamafo, forma, composicion y cristalinidad), autoensamblado
dirigido (organizacion, acoplamiento de plasmén) y postratamiento (quimica superficial,
revestimiento). Ademas de esto, un ensamblaje 3D reproducible de bloques de
construccién plasménicos presentaria amplias caracteristicas plasmoénicas que pueden
capturar multiples longitudes de onda de excitacion para SERS, asi como una densa
matriz de puntos calientes. Esto sugiere la posibilidad de deteccion ultrasensible y
cuantitativa por SERS (Scarabelli, 2016).

Algunos de los desafios que plantea esta metodologia son la deteccion cuantitativa por
SERS vy lograr una geometria reproducible de los "puntos calientes" necesarios para
SERS. La forma de resolver estos desafios es disefiar y fabricar una estructura foténica
altamente organizada que proporcione una alta mejora del campo electromagnético en
una geometria reproducible. La separacion entre los GNRs adyacentes es
aproximadamente 3 nm, que corresponde a una bicapa del tensioactivo catidnico
bromuro de cetiltrimetil-amonio (CTAB), y se ha descrito como la separacion 6ptima

entre particulas para la generacion de puntos calientes (Alvarez-Puebla, 2011).

Se pueden construir supercristales de GNRs tridimensionales altamente ordenados para
aplicaciones intensificadas por plasmones creando asi una densa matriz de puntos
calientes intensos dentro de la estructura supercristalina. La mejora de una
superestructura especifica depende en gran medida de la longitud de onda de excitacion
del laser seleccionada y de la capacidad del analito para penetrar dentro de la estructura
misma, de modo que la alta densidad de puntos calientes pueda ser aprovechada al

méximo (Scarabelli, 2016). Dado que la estructura del material dirige su funcionalidad,
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el conocimiento de la organizacion interna del supercristal es muy relevante para disefiar

sustratos plasmonicos mas eficientes (Hamon, 2016).

1.3.4 Ventajas de usar los ensamblados como sustratos o plataformas para
SERS

La espectroscopia de dispersion Raman intensificada por superficies una de las técnicas
analiticas mas sensibles porque existe una mayor intensificacion del sustrato debido a
la gran cercania entre los GNRs que genera “puntos calientes” mas intensos y ademas
un mayor numero de moléculas se encuentra en las zonas intensificadas. Otra ventaja
es que son intensificaciones mucho mas homogéneas y repetibles por ser dominios

altamente ordenados.

Los factores de intensificacion (EF) del campo eléctrico son una funcion de la distancia
del espacio de borde a borde entre dos nanobastones de Au adyacentes, por lo que las
reducciones de la distancia de separacién mejoraran el EF y la sensibilidad de SERS.
Las matrices verticales de GNRs altamente organizadas actlan como nanoantenas
extendidas para generar una distribucién fuerte, reproducible y altamente homogénea
del campo eléctrico, que puede proporcionar sustratos SERS faciles y reproducibles que
son mejores que los sustratos de nanoparticulas reportados anteriormente (Scarabelli,
2016).

La organizaciéon tridimensional casi perfecta de los GNRs en autoensamblados
altamente ordenados hace que estos sistemas sean excelentes sustratos de SERS con
una intensificacion uniforme del campo eléctrico, alta intensidad de los puntos calientes,
lo que lleva a un EF reproducible alto en el rango espectral deseable.

Las islas de supercristales de nanobastones ofrecen ventajas adicionales para el
bioandlisis, como la estabilidad quimica, la reproducibilidad y la distribucién altamente
homogénea de la intensidad del campo, lo que hace posible la deteccion cuantitativa de

SERS de biomoléculas complejas (Alvarez-Puebla, 2011).

Una vez que hemos identificado las caracteristicas generales, procedemos con la
identificacion de los blogues de construccion de nanoparticulas mas adecuados. Entre
una amplia variedad de morfologias disponibles, se seleccionaron nanobastones de oro
porque muestran una respuesta plasmoénica eficiente que se puede sintonizar en un
amplio rango espectral, mediante simples variaciones de un método de sintesis bien
establecido que se puede escalar facilmente. Es importante destacar que se ha

demostrado el autoensamblado dirigido de nanobastones de oro en superredes
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altamente organizadas, asi como su uso para la deteccion de SERS de una variedad de
analitos, incluidos priones revueltos y contaminantes alimentarios. En particular, la
organizacion de nanobastones en matrices verticales densamente empaquetadas
maximiza la densidad del punto de acceso en el volumen focal del laser, y se ha
demostrado que supera a muchos otros sustratos de SERS. La distribucion homogénea
de puntos calientes dentro de supercristales ordenados es crucial para el andlisis
cuantitativo (Scarabelli, 2016).

1.3.5 Aplicaciones préacticas de SERS utilizando autoensamblados de GNRs

Ha habido una demanda creciente en el desarrollo de métodos rapidos, econémicos
pero eficaces y fiables para detectar analitos y/o contaminantes en agua, en los

alimentos y en muestras bioldgicas.

La espectroscopia de dispersién Raman intensificada por superficie, es una metodologia
para la deteccidon que presenta una alta sensibilidad y especificidad y requiere una

preparacion minima de la muestra con deteccion rapida y bajo costo.
Ejemplos:

o Deteccidn directa rapida de priones en medios biolégicos complejos como el
suero y la sangre (Alvarez-Puebla, 2011).

e Deteccibn Femtomolar de Ftalatos y Melamina. Las exclusivas matrices de
monocapa verticales se utilizan para la deteccion ultrasensible de contaminantes
alimentarios como plastificantes y melamina (Peng, 2013).

e Deteccién cuantitativa in situ de contaminantes en cuerpos de agua, asi como
en superficies no planas, siendo una plataforma versatil para el monitoreo
ambiental y la deteccién rapida de alimentos (Lin, 2015).

e Deteccion de pequefias moléculas de sefializacion en colonias de bacterias
(Scarabelli, 2016).

1.4 Métodos para la obtencion de nanoparticulas

Gracias al avance de la nanociencia se ha logrado sintetizar de forma controlada
nanoparticulas para la obtencion de nanobastones con alto rendimiento, calidad y
uniformidad. Actualmente, existen tres enfoques para la obtencién de nanopatrticulas: el

método “Bottom-up”, el método “Top-down” y el método de Sintesis por confinamiento.
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El término “Top-down” viene del inglés y significa de “arriba hacia abajo”, por lo tanto
esta metodologia consiste en obtener las nanoparticulas a partir de un material de mayor

tamafio, por ejemplo, a partir de la trituracion o molienda del mismo.

El método “Bottom-up” implica exactamente lo opuesto, es decir, ir de “abajo hacia
arriba”. En este caso las nanoparticulas se obtienen desde una solucién o fase vapor
gue contiene moléculas 0 atomos que se van asociando para formar pequefios ndcleos,
que actian como semillas, y que a partir de su crecimiento, llegaran al tamafio final de
la nanoparticula. La clave de este método consiste en el control de las reacciones
(quimicas o fisicas) de formacion de las nanoparticulas para lograr homogeneidad, ya
sea en su tamafio o forma. Esta metodologia es comiunmente empleada para sintetizar
nanoparticulas metalicas. El método de crecimiento mediado por semillas, es el mas
utilizado para la sintesis de nanobastones de oro debido a la simplicidad del
procedimiento, el alto rendimiento y calidad de los nanobastones, la facilidad de control
del tamafio de particula y la flexibilidad para realizar modificaciones estructurales (El-
Sayed, 2009). El método se remonta a 1989 cuando Wiesner y Wokaun informaron de
la formacion de coloides de oro anisométricos mediante la adicion de nucleos de oro a
las soluciones de crecimiento de HAuCls. Los nlcleos se formaron por reduccion de
HAuCI, con fésforo, y el crecimiento de nanobastones de oro se inicié con la adicion de
H.0, (Weisner, 1989). El concepto actual de crecimiento quimico mediado por semillas
es originado en 2001 por Jana (Jana, 2001) quien preparé nanobastones de oro coloidal
mediante la adicion de pequefias nanoesferas de oro cubiertas con citrato a una solucién
de crecimiento de HAuCIl, a granel obtenida por la reduccién de HAuCls con &cido
ascorbico en presencia del tensoactivo bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) e iones
plata. El acido ascorbico s6lo puede reducir los iones de oro a atomos de oro en
presencia de nanoparticulas metalicas que catalizan la reaccién de reduccién. El método
es ampliado y mejorado por el mismo grupo con un procedimiento de tres pasos en
ausencia de nitrato de plata para sintesis de bastones largos hasta una relacién de
aspecto de 25. En 2003, Nikoobakht y El-Sayed realizaron dos modificaciones a este
método: reemplazar el citrato de sodio con el CTAB como estabilizador mas fuerte en el
proceso de formacion de semillas y utilizando iones de plata para controlar la relacién
de aspecto de las nanobastones de oro. Este protocolo incluye dos pasos: i) sintesis de
la solucion de semillas mediante la reduccién de &acido en presencia de CTAB con
borohidruro de sodio helado y ii) la adicidn de la solucién de semillas a la solucién madre
de Au* en presencia de CTAB que se obtiene mediante la reducciéon de HAuCl,s con
acido ascoérbico. El nitrato de plata se introduce en la solucion de oro antes de la adicion

de semillas para facilitar la formacién de los bastones y ajustar también la relacion de
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aspecto. Este método produce un alto rendimiento de nanobastones de oro (99%) con
relaciones de aspecto de 1,5 a 4,5 y evita centrifugaciones repetitivas para la separacion
de esferas (Nikoobakht, 2003).

Por ultimo, la sintesis por confinamiento consiste en la formacién de nanoparticulas
dentro de un espacio reducido, limitando el tamafio al lugar de crecimiento, es decir,

confindndolo a ese sitio.

En cualquiera de los casos, Top-down, Bottom-up o sintesis por confinamiento, el
tamafio y forma de las nanoparticulas depende del método, del material que les dara
origen y las condiciones experimentales. Es muy importante controlar todos esos
pardmetros para obtener un material homogéneo donde el tamafio y forma sea lo méas
definido y acotado posible. Del mismo modo, la reproducibilidad de la técnica es
necesaria para la produccion masiva y en serie requerida para cualquier aplicacién

comercial.

En el préximo capitulo se describird con mayor detalle el proceso de sintesis quimica de

GNRs a partir del método de crecimiento mediado por semillas (Bottom-up).
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2. Sintesis de nanobastones de oro

2.1 Introduccién

Para lograr autoensamblados de nanoparticulas coloidales se decide en primer lugar
producir GNRs a partir del método de sintesis de crecimiento mediado por semillas en

medio acuoso.

Este protocolo fue un método promovido por Murphy (Murphy, 2005) y luego mejorado
por El-Sayed (Nikoobakht, 2003) para poder controlar el tamafio, forma y la capacidad
de ajuste espectral de los GNRs. Este trabajo se baso en el protocolo de Ye (Ye, 2012)

en el cual la sintesis de crecimiento mediado por semilla utiliza aditivos aroméaticos.

La sintesis de crecimiento mediado por semilla consiste en dos etapas. En la primera
etapa se produce una solucién semilla, y en la segunda etapa una solucion de
crecimiento de GNRs. Este método implica el uso de un agente reductor fuerte para
producir semillas de oro de monocristales, esta rapida reduccién de HAuCls se logra con
borohidruro de sodio (NaBH4) en agua fresca ultrapura y en presencia de bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB). La solucion semilla se agrega a una solucién de crecimiento
gue contiene mas sales de oro y un agente reductor débil donde se dejan crecer durante
12 horas. La reduccién lenta de HAuCl, adicional, es mediante un agente reductor
medio, el &cido ascérbico en presencia de gran cantidad de CTAB (El-Sayed, 2009).

llustracion esquematica en la Figura 2.1.

CTAB:  AAAAAAAA LB @
N
~N

\

- -2
* < '”. % Semillas

1

Semillas

Au(l) -

Acido ascorbico

Fig 2.1 llustracién esquematica de los agentes reductores y el surfactante
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Se utiliza en esta sintesis CTAB, un surfactante hidrofilico, que cuando se encuentra en
solucion, se disocia para producir un anion bromuro, dejando un grupo de amonio
cuaternario (cabeza polar con carga positiva) en uno de los extremos de la molécula. El
CTAB forma una bicapa alrededor de las particulas de semillas. El crecimiento
anisotropico en forma de bastones se produce como resultado de las interacciones con
el CTAB (Murphy, 2010). llustracién esquematica en la Figura 2.2.

Fig 2.2 llustracién esquemética del CTAB en la superficie de GNRs

Este método fue investigado y mejorado mediante la adicion de iones de plata (Ag+),
utilizando como fuente de iones AgNOs. Los iones de plata se adsorben en la superficie
de las nanoparticulas de oro en forma de AgBr, estabilizando estas estructuras y

restringiendo el crecimiento (Nikoobakht, 2003).

Utilizando ciertos aditivos en la solucién de crecimiento, se puede controlar el tamafio y
la forma de los GNRs y la capacidad de ajuste espectral de la resonancia plasménica
longitudinal (Ye, 2012).

En el presente trabajo se sintetizaron dos lotes, cada uno con un aditivo diferente, con
el fin de obtener una resonancia longitudinal mayor a 700 nm.

El acido 5-bromo salicilico, es un aditivo aromatico acido que se utilizé para sintetizar
GNRs de menores dimensiones, con estructura monocristalina.

El oleato de sodio, un acido graso insaturado de cadena larga, se utilizo para sintetizar
GNRs con dimensiones superiores y mayor monodispersidad. Es un surfactante
anionico soluble en agua. Su doble enlace permite reducir lentamente al HAuCls en
ausencia de &cido ascorbico, evidencidndose por el viraje de color de amarillo a
transparente en la solucién crecimiento (Ye, 2013).

Las estructuras moleculares de los aditivos utilizados se representan en la figura 2.3.
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Fig 2.3 Estructuras moleculares de los aditivos utilizados

2.2 Experimental

2.2.1 Materiales e instrumentos

Sintesis de GNRs

Tetracloroaurato de hidrégeno trihidratado (HAuUCl..3H20, > 99,9%), bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB, > 98%), borohidruro de sodio (NaBH,, > 98%), acido 5-
bromosalicilico (> 90%), oleato de sodio (NaOl), nitrato de plata (AgNO3s, > 99%), acido

ascorbico (> 99,7%), agua ultrapura Milli-Q.

Para purificar las soluciones coloidales se utilizé una Microcentrifuga Eppendorf 5430.
Los espectros de extincion de los coloides fueron obtenidos con un espectrofotometro
UV- visible Optizen Pop de Mecasys.

Las imagenes de los GNRs sobre sustratos fueron obtenidas con un microscopio

electrénico de barrido (SEM) Zeiss Supra 40, con valores de tension entre 3y 5 kV.

2.2.2 Procedimientos de la sintesis quimica nanobastones de oro
Se sintetizaron dos lotes de GNRs, donde se modifico el aditivo. El procedimiento se
detalla a continuacion y se esquematiza en la Figura 2.5:

Preparacion de la solucién semilla

Se mezcla 5 ml de HAuCl; 0,5 mM con 5 ml de CTAB 0,2 M.

Luego 0,6ml de NaBH4 10 mM preparado en el momento se diluye a 1ml con agua fria
y se agregan a la solucién anterior, agitando vigorosamente por 2 minutos.

La solucién vira del color amarillo al marron.

Se deja reposar a temperatura ambiente durante media hora.

Preparacion de la solucién de crecimiento
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Se disuelven 900 mg de CTAB 0,05M con cantidad de aditivo a utilizar, 110mg de acido
5-bromo salicilico (para GNR cortos) 6 123,4 mg de oleato de sodio (para GNR largos)
en 250 ml de agua a 50°C. Se deja enfriar hasta 30°C.

Se agregan 6 ml de AgNOs4mM vy se deja reposar 15 min a 30°C.

Se afiaden 125 ml de HAuCls 1 mM. A esta solucion se le ajusté el pH a 2,05 con HCI
33%(wt).

Se mezcla a 400 rpm por 15 minutos.

Se agregan 0,2 ml de &cido ascorbico 64 mM y se mezcla rdpidamente durante 30
segundos, donde la solucién se torna incolora.

Para concluir, se adicionan 0,4 ml de la solucién semilla dentro de la solucion de

crecimiento. Se agitan 30 segundos y se deja reposar 12hs a temperatura ambiente.

Figura 2.4 Fotografia del erlenmeyer 2000ml utilizado para la sintesis, en reposo por 12hs
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Fig 2.5 Representacion esquemaética del procedimiento de sintesis de GNRs

GNR crecimiento y purificacion

Luego de que la solucién reposara durante la noche, se la dividié en alicuotas de 1 ml
en tubos eppendorf de 1,5 ml. Los mismos se centrifugaron a 7800 rpm durante 30
minutos.

Las alicuotas se retiraron de la centrifuga con un sedimento oscuro en el fondo del tubo
eppendorf y un liquido transparente sobrenadante incoloro que llenaba el resto del tubo.
El sobrenadante se elimind con una pipeta, teniendo cuidado de no alterar el sedimento.
El precipitado se resuspende en 1 ml de agua y luego se centrifuga 7800 rpm durante

30 minutos. Se repite este procedimiento.

2.3 Resultados
Se sintetizaron dos lotes de GNRs coloidales monodispersos de diferentes tamanos
mediante crecimiento mediado por semillas y luego se purificaron para eliminar el

exceso de tensioactivo.

Se utiliz6 acido 5-bromosalicilico como aditivo para obtener GNRs mas cortos (GNR3),

y oleato de sodio para GNRs mas largos (GNRy).

Como la masa total de oro presente en la solucién de crecimiento es la misma para
ambos lotes de GNR usados en este trabajo, la concentracién final de GNR es 5.10°

nanoparticulas/Venr, donde Venr €s el volumen de un GNR aislado.
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VGNR =TT T'Zl
Siendo 5,3.10! nps/ml para GNR;: y 6,7.10*° nps/ml para GNR: .

En la figura 2.6 y 2.7 se muestran espectros de extincion (absorcion mas dispersion) de
las soluciones coloidales acuosas de los dos lotes realizados.

Las resonancias transversales GNRs se ubican cerca de 520 nm y las resonancias
plasmonicas longitudinales cerca de 760 nm utilizando 5-bromosalicilico y 920 nm

utilizando oletato de sodio.
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Figura 2.6 Espectro de extincién de GNR1 sintetizado con acido 5-bromo salicilico
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Figura 2.7 Espectro de extincién de GNR2 sintetizados con oleato de sodio
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100 nm = = = s =
100 nm EHT = 3.00 kv WD = 47 mm Meg= 30000 KX Signal A= Inlers [ EHT= 300KV WD = 47 mm Mag= 30000KX  SignalA=lnLens [

200m EHT= 3,00k WD= 47 mm Mag= 50000KX  SignalA=nlens B

Figura 2.8 Imadgenes de microscopia electrénica de GNR; sintetizados con acido 5-bromo

salicilico

Las distribuciones normales de estas medidas de dimensiéon de GNRs se muestran en
la Figura2.9 ay b.
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Figura 2.9 (a, b) Histogramas del diametro y lalongitud de los GNRs medidos a partir de
imagenes SEM. Los valores medios con desviacion estandar son 149+ 2.1 nmy
53.9 + 5.8 nm, respectivamente.
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Midiendo de la misma manera en el caso de los GNRs largos (figura 2.10), utilizando
oleato de sodio dio una eficiencia de las sintesis del 95%. En cuanto a las dimensiones
los valores medidos abarcaron de 19nm hasta 36nm de didmetro y 103nm a 145nm de
largo.

WD= 5.0 mm Mag= 40000KX  Signal A =lnLens n

20 nm EHT = 3.00 kv WD = 3.0mm Mag= 400.00KX  Signal A=inlens R

Figura 2.10 Imdgenes de microscopia electrénica de GNR; sintetizados con oleato de

sodio

Las distribuciones normales de estas medidas de dimensidon de GNRs se muestran en
la Figura 2.11 ay b.
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Figura 2.11 (a, b) Histogramas del didmetro y la longitud de los GNRs medidos a partir de
imagenes SEM. Los valores medios con desviacion estandar son 27.7 £ 2.3nm y
123.5 + 8.0 nm, respectivamente.
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En la siguiente Tabla 2.1 se presenta un resumen de los resultados obtenidos:

Lote Aditivo Longitud Didmetro LPRS | Eficiencia
GNR; | Acido 5-bromo | (53.9+5.8) (149+21) | 757 nm 87 %
salicilico nm nm
GNR2 Oleato de (123.5 £ 8.0) (27.7 £ 2.3) 920 nm 95 %
sodio nm nm

Tabla 2.1. Resultados obtenidos de las sintesis de GNRs

2.4 Conclusiones

En este capitulo se ha descrito el trabajo realizado para lograr la sintesis de GNRs como

primer paso para el autoensamblado de nanoparticulas coloidales. Las conclusiones

obtenidas de dicho trabajo han sido las siguientes:

Se han conseguido muy buenos resultados en la sintesis de GNRs a partir del

método de sintesis de crecimiento mediado por semillas en medio acuoso.

Mediante el uso de diferentes aditivos para un mejor control sobre la
monodispersidad de nanobastones y la sintonizacion espectral, se logro
controlar en la sintesis de crecimiento de GNRs mediado por semilla las
dimensiones de los GNRs formados y conseguir que la resonancia plasmonica

longitudinal sea mayor a 700 nm.

Los GNRs con dimensiones de 14.9 nm de didmetro y 53.9 nm de largo se
obtuvieron con el aditivo aromatico acido 5-bromo salicilico y los GNRs de
dimensiones mayores, de 27.7 nm de diametro y 123.5 nm de largo se obtuvieron

con el aditivo oleato de sodio.

Se consiguieron buenas eficiencias de produccidon para ambas sintesis de
GNRs: con el aditivo aroméatico acido 5-bromo salicilico se logré una eficiencia
de produccion de 87% y con el aditivo oleato de sodio una eficiencia de

produccion de 95%.
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3. Litografia de impresidén por microcontacto usando moldes

poliméricos

3.1 Introduccién

Los nanobastones de oro son objetos muy interesantes pues poseen dos resonancias
plasmonicas (transversal y longitudinal) bien diferenciadas. La resonancia longitudinal
es angosta e intensa, y sintonizable en un rango muy amplio del espectro a través de la
relacion de aspecto del nanobastén, es decir, del cociente entre su longitud y su ancho.
Por lo tanto, un control de las dimensiones finales del producto de la sintesis nos
proporciona un control sobre sus resonancias épticas. Si estos nano-objetos se los
utiliza como bloques en la construccién de estructuras ordenadas de mayor escala, se
generaran bandas opticas adicionales que resultan del acoplamiento electromagnético
entre los componentes, obteniendo mayor sensibilidad a un cambio del entorno o a la
presencia de moléculas en el campo cercano. Estos ordenamientos pueden ser el
resultado de procesos dinamicos fisicogquimicos tendientes a reducir su energia libre,
denominados autoensamblados, o inducidos por técnicas de impresion Optica,
crecimiento fotoinducido, adsorcion sobre sustratos modificados quimicamente o

mediante impresién por microcontacto usando moldes blandos poliméricos.

Se ha desarrollado un enfoque que aprovecha tanto el autoensamblado de GNRs como
la distribucién superficial por técnicas de litografia blanda (Hamon, 2014). La
evaporacion controlada dentro de un patrén que tiene dimensiones en el orden de
magnitud de las particulas se ha utilizado para formar monocapas discretas de bloques
de construccién. Por ejemplo, se utilizé un molde elastomérico para ensamblar
selectivamente GNRs segun su forma y tamafio, sobre varios micrémetros, utilizando la
impresion por microcontacto para transferir la monocapa de particulas a un sustrato de
interés (Zhou, 2014).

En este trabajo se presenta un método sencillo que permite fabricar un patrén extenso
de islas autoensambladas de nanoparticulas de oro sobre un sustrato a través de un
proceso de un solo paso. Para evitar problemas de reproducibilidad que ocurrieron en
métodos reportados previamente, se ha usado un molde elastomérico de
polidimetilsiloxano (PDMS) cuya matriz contiene cavidades del orden de los micrones,
gue ayudan a regular la evaporacion del coloide de GNRs directamente sobre un
sustrato de interés.
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La robustez, simplicidad, versatilidad y reutilizacién de los moldes constituyen un
importante paso hacia adelante en el desarrollo de grandes areas de sustrato para los
biosensores plasmoénicos. Por lo tanto, esta plataforma multifuncional puede resultar de

gran relevancia para nuevas estrategias hacia el disefio de dispositivos médicos.

EL PDMS (polidimetilsiloxano) es el polimero lineal del monémero dimetilsiloxano. Es
un polimero organico a base de silicio. También se conoce como Dimeticona, contiene

silicio, oxigeno y carbono.

+|—O] h\.‘fox‘/oxl,p* /

P
' o

Figura 3.1 Estructura quimica de PDMS

Con esta direccion, en este capitulo se propone el desarrollo y puesta a punto de la
técnica de litografia blanda utilizando moldes o sellos poliméricos y su aplicacién en la
impresion de patrones ordenados de nanobastones de oro sobre un sustrato. Para la
litografia se utilizaron patrones nanofabricados con haces de electrones en un
microscopio electrénico de barrido. Con estos patrones se fabricaron moldes blandos
utilizando polidimetilsiloxano (PDMS), y se los utilizé para la impresién por microcontacto

de dominios ordenados de nanobastones de oro sobre un sustrato de vidrio.

Se estudio la eficiencia y alcance del ordenamiento en funcion de distintos pardmetros
de este proceso, como por ejemplo la concentracion coloidal y la utilizacion de diferentes
GNRs.

Para favorecer el autoensamblado, se decidi6 reemplazar la bicapa superficial de
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) con acido 11-mercaptoundecanoico (MUA) a pH

alcalino después del crecimiento de GNR mediado por semillas.

La modificacién superficial de GNRs, proporciona una plataforma robusta para el
ensamblado de GNRs, facilitando la funcionalizacion en la superficie de las

nanoparticulas (Cao, 2012).

Los GNRs sintetizados por el método de crecimiento mediado por semillas deben crecer

en presencia de tensioactivo de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), por lo que se
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forma una densa bicapa de moléculas de CTAB cargadas positivamente en la superficie
de los GNRs. La bicapa de CTAB funciona como un estabilizador, que protege a los
GNR de la agregacion. Sin embargo, la principal desventaja de esta capa de CTAB es
gue bloquea las grandes biomoléculas o los linkers funcionales que se aproximan a la
superficie de los GNR. Aunque las proteinas también pueden unirse a los GNR mediante
interacciones electrostéticas debido a la propiedad de las moléculas de CTAB de
presentar una carga neta positiva, la estructura de la bicapa de CTAB en la superficie
de los GNR se muestra inestable a elevada fuerza io6nica y, de hecho, bajo otras
condiciones.

Hasta la fecha, han sido reportados varios métodos para modificar la superficie de los
GNRs y se pueden clasificar en dos tipos: métodos indirectos y directos. EI método
indirecto implica agregar una capa adicional sobre la bicapa de CTAB existente,
rodeando las superficies de los GNRs para permitir su funcionalizacién para
aplicaciones especificas. Los ejemplos tipicos de este método indirecto incluyen
recubrimiento de plata, recubrimiento de silice y recubrimiento electrolitico. Sin
embargo, esto tiene un impacto en el rendimiento ya que, cuando los GNRs se emplean
para crear un biosensor LSPR, una capa adicional de recubrimiento aumentard la
distancia entre la superficie de los GNRs y las moléculas diana, lo que ocasionara la
disminucién de la sensibilidad del biosensor. El método directo puede superar esta
limitacion reemplazando las moléculas de CTAB que rodean las superficies de los GNRs
con una capa alternativa. Los ligandos de alcanotiol como el polietilenglicol (PEG)
tiolado y el acido 11-mercaptoundecanoico (MUA) se usan normalmente para
reemplazar el CTAB por intercambio de ligando debido a que el grupo tiol tiene una
fuerte afinidad con el oro. En comparacion con otros alcanotioles, el MUA es una
molécula mas pequefia y su grupo carboxilo puede funcionalizarse alin mas para
conjugarse con biomoléculas. Estas ventajas hacen que el MUA sea un candidato ideal
para ser un enlazador de biosensores. Como la molécula de MUA tiene una propiedad
hidrofébica, normalmente se requiere una sonicacion constante a elevada temperatura
0 el uso de una resina de intercambio ibnico para evitar la agregacion irreversible de los

GNRs durante el intercambio de ligandos.

UV A VAVE A4
OOH

Figura 3.2 Estructura quimica de MUA
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En este trabajo, se propone un nuevo y robusto enfoque para la modificacion de
superficie y asi superar la limitacion derivada del método directo discutido anteriormente
al reemplazar el CTAB de las superficies de los GNRs con MUA, sin ningan

requerimiento de proteccién adicional.

3.2 Experimental

3.2.1 Materiales e instrumentos

Matriz PMMA

La matriz fue fabricada mediante litografia por haz de electrones (EBL) sobre un sustrato
de silicio recubierto por una capa de Polimetil metacrilato (PMMA). Este molde con
patrones (aquellas zonas que incidi6 el haz de electrones) fue fabricado y prestado por
el Centro de Microscopias Avanzadas (CMA) de la FCEyN, UBA. (Prudkin y Douna,
2010)

Sellos PDMS

Polidimetilsiloxano (PDMS), agente de curado

Autoensamblado
Lotes GNR; y GNR; sintetizados.

Reemplazo del surfactante
Borohidruro de sodio (NaBHi, > 98%), hidréxido de sodio (NaOH), é&cido 11-
mercaptoundecanoico (MUA), buffer borato (Na-B4O-), agua ultrapura Milli-Q.

Para purificar y concentrar las soluciones coloidales se utilizd una Microcentrifuga
Eppendorf 5430.

Los espectros de extincion de los coloides fueron obtenidos con un espectrofotometro
UV-visible Optizen Pop de Mecasys.

Las imégenes de los GNRs sobre sustratos fueron obtenidas con un microscopio
Olympus BX-51 y microscopio electronico de barrido (SEM) Zeiss Supra 40, con valores

de tension entre 3y 5 kV.

3.2.2 Procedimiento para la preparacion de un sello de PDMS por moldeo con una

matriz de PMMA sobre sustrato de silicio
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En un recipiente de plastico se prepara la solucién de PDMS en la siguiente proporcion:
elastébmero 10: 1 a agente de curado. Se mezcla bien en el recipiente, dejando reposar
20 minutos hasta que se eliminen las burbujas. Luego se coloca la solucion en el patron
nanofabricado con haces de electrones (es una matriz de PMMA) a 70°C durante 2 hs.
Por ultimo, el PDMS se despega de la matriz conformando un sello.

Figura 3.3 Sello PDMS sobra matriz PMMA

3.2.3 Procedimiento para la metodologia del autoensamblado

La metodologia cuenta de los siguientes pasos representados en la Figura 3.4

a (1) (2.)

Molde PDMS

& © L]

Molde PDMS

o)

(4. (5.) "
7T

m nm

" I GNRs K /)I

S — = n 4

Molde PDMS

Portaobjeto

Portaobjeto

Figura 3.4 Representacién esquemaética del procedimiento de la metodologia de

autoensamblado.
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1. Se vierte con una micropipeta una gota (2 pl) de la solucién de GNRs en un
sustrato de vidrio (portaobjetos)
Se coloca el molde de PDMS en el sustrato, cubriendo la gota.
El disolvente se deja evaporar durante 12 h, permitiendo el ordenamiento de
GNRs.

4. Se remueve el molde de PDMS.
Los GNRs se trasferiran a la superficie, generando un patrén en relieve sobre
ella.

3.2.4 Preparacién de la solucién coloidal de nanobastones de oro.

Se utilizaron ambos lotes para las pruebas. El lote GNR; sintetizado, el cual consta de
las siguientes caracteristicas principales: 53.9 nm de longitud, 14.9 nm de didmetro y
LSPR 757 nm. Y el lote GNR2, el cual consta de las siguientes caracteristicas
principales: 123.5 nm de longitud, 27.7 nm de didmetro y LSPR 920 nm.

El procedimiento para concentrar la solucién coloidal es el siguiente:

Se toman alicuotas de 1 ml de la solucibn madre de GNRs y se trasvasan a tubos
eppendorf de 1,5 ml. Se los someten a una primera ronda de centrifugacion a 7800 rpm
durante 30 minutos. De cada tubo eppendorf se remueve cierta cantidad de
sobrenadante y se juntan los precipitados obteniéndose una solucién concentrada de
GNRs.

Luego, esta Ultima preparacion se lleva a un volumen final de 1 ml y se centrifuga a 7800
rpm durante 30 minutos. Se remueve cierta cantidad de sobrenadante segin a la

concentracion de GNRs que se desee llegar.

3.2.5 Procedimiento para la modificacion de superficie de nanobastones de oro
Se aplicé un método mediado por pH para reemplazar el CTAB de la superficie de GNRs
sintetizados anteriormente. El procedimiento detallado utilizado fue el siguiente:

Antes de la modificacion superficial de las GNRs, el exceso de CTAB en las soluciones
de GNRs con acido 5-bromosalicilico se eliminé mediante dos rondas de centrifugacion
a 8000 rpm durante 20 minutos.

El sobrenadante se decant6 cuidadosamente y los GNRs se re-suspendieron en una
solucién de MUA 20 mM afiadiendo 44 mg de MUA a 10 ml de agua. Para disolver el
MUA, la mezcla se sonic6 primero durante varios minutos hasta que la mayor parte del

MUA se dispersé en agua, lo que dio como resultado una suspension turbia blanca. A
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continuacién, se afiadié una solucion de NaOH 0,2 M a la solucion de MUA (gota a gota)
con agitacién y sonicacion periodica, hasta que el MUA se disuelve.

Para reemplazar el CTAB en la superficie de los GNR, se afiadieron 4 ml de solucion
acuosa de MUA 20 mM a cada 10 ml de soluciones de GNRs purificadas con agitacion
vigorosa durante 24hs. El exceso de MUA se eliminé por centrifugacion dos veces a
8000 rpm durante 20 minutos cada vez, y las GNRs modificadas con MUA se re-
dispersaron en buffer de borato 0,01 M a pH 9.

3.3 Resultados

A continuacioén, se muestran las imagenes la matriz PMMA y del sello PDMS.

Figuras 3.5 Imagenes de la matriz PMMA con lupa (a), con microscopio 6ptico (b) 20X (c)
50X e imagenes del sello PDMS con microscopio 6ptico (d) 5X (e) 5X (f) 50X
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Pruebas N°1: Lote GNR;

Los experimentos de las primeras pruebas consistieron en preparar diferentes
concentraciones de la solucion coloidal para luego proceder a la metodologia de
autoensamblado.

Se trabaj6 con el lote GNR: sintetizado.

La solucién coloidal de GNRs se concentré x100 y x200.

Una vez preparada la solucién, se lleva a cabo el procedimiento de autoensamblado.
Para las diferentes pruebas se decide colocar pesitas de distintos tamafos arriba del
sello de PDMS para favorecer la presion de contacto.

Algunas de las muestras fueron llevadas al SEM, representadas por la Figuras 3.6 y 3.7,

arrojando los siguientes resultados:

Solucién GNR» x100

20pm EHT = 3.00 kv WD = 6.0 mm Mag= 100KX  Signala=inlers [ 10 pm EMT = 3.00kv WD = 6.0 rm Mag= 200KX  Signal A=InLens [

100 nm
———

EHT = 3.00kv WD = 60mm Mag = 20000 KX  Signal A= InLens

Jpm EHT = 300KV WD = 6.0 mm Mag= 1000KX  Signal A= InLens w

Figuras 3.6 Imagenes de microscopia electrénica de GNR2 x100 (a) aumento 1kX (b)
aumento 2kX (c) aumento 10kX y (d) aumento 200 kX pertenecientes a una de las islas.
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Solucién GNR>, x200

10pm EMT = 3.00kV WD = 6.1 mm Mag= 200 KX Signel A = InLens [ 2, EMT= 3000 WD = 6.2 mm Mag= 10.00KX  SignalA=InLens [

200 nm
—

1 pm EHT = 3.00 kv WD = 62mm Mag= 2500KX  Signal A=InLens n EHT = 3.00 k¥ WD = 62mm Mag= 10000 KX  Signal A=InLens n

Figuras 3.7 Imagenes de microscopia electrénica de GNR2 x200 (a) aumento 2kX (b)

aumento 10kX (c) aumento 25kX y (d) aumento 100 kX pertenecientes a una isla.

Las imagenes reveladas en microscopia electrénica a bajos aumentos evidenciaban
cumulos de GNRs en los sitios ubicados debajo de las cavidades del sello polimérico,
formando un patron regular impreso sobre el sustrato. A medida que aumentaba la
resolucion se encontraron los GNRs pero estos ubicados en forma no ordenada.

Se hicieron mas pruebas, concentrando la solucion de GNRs 150 y 250 veces y, con
diferentes pesos sobre el sello para variar la distribucién espacial de la gota, pero
tampoco arrojaron resultados satisfactorios.

En todas las muestras observadas en SEM, no se encontraron GNRs autoensamblados.

La evidencia queda demostrada en las Figuras 3.6 y Figuras 3.7.

Pruebas N°2: Lote GNR;

La estrategia en estas pruebas fue probar con otras dimensiones de GNRs.

Los experimentos de la segunda prueba consistieron en sintetizar un nuevo lote (GNR1)
en el cual las dimensiones de los GNRs fueran mas pequefias, lo que podria favorecer
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el autoensamblado de GNRs. Ademas, se probaron diferentes concentraciones de la

solucién de GNRs.

La solucién coloidal de GNRs se concentré x100 y x200.

Una vez preparada la solucion, se lleva a cabo el procedimiento de autoensamblado.
Para las pruebas se decide colocar pesitas de diferentes tamafios arriba del sello de
PDMS para favorecer la presion de contacto.

Las muestras son observadas con microscopio 6ptico. Se eligen algunas de las
muestras para ser llevadas a microscopia electrénica, representada por la Figura 3.8,

arrojando los siguientes resultados.

Solucién GNR;: x200

Tom EHT = 5.00 kV WD = 48mm Mag= 2500 KX Signal A = InLens w

Tem_  gr- sook WD = 4.8mm Mag= 2500KX  Signala=nlens [ 3000m - gwT= 300KV WD = 48mm Mag® 10000KX  SignaiA=tntens [

Figuras 3.8 Imadgenes de microscopia electrénica de GNRs en una de las islas del patron
regular de la muestra GNR1 x200 (a) aumento 25kX (b) aumento 100kX, pertenecientes a
unaisla (c) aumento 25kX y (d) aumento 100 kX pertenece a otra region.

Las imégenes llevadas al microscopio electrénico, evidencio a bajos aumentos cumulos
de GNRs en las islas impresas con el sello polimérico. A medida que se aumentaba la
resolucion se encontraron los GNRs, pero éstos ubicados en forma aleatoria, sin
ordenamiento alguno.

En todas las muestras observadas en SEM, no se encontraron GNRs autoensamblados.
La evidencia queda demostrada en las Figuras 3.8.
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Prueba N°3: Lote GNRy, donde los GNRs estan recubiertos por MUA

Para la tercera prueba se decide cambiar la estrategia, reemplazando la bicapa
superficial de bromuro de cetiltrimetiamonio (CTAB) con é&cido 11-
mercaptoundecanoico (MUA) a pH alcalino.

Los siguientes resultados son de los espectros de extincion que muestran la
inestabilidad de los GNRs en agua y su estabilidad en solucién buffer una vez
reemplazada la bicapa superficial de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) con acido
11-mercaptoundecanoico (MUA).

257

buffer borato

aqua

Extincian

—— - ——
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Figura 3.9 Espectros de extincién de GNR; modificados, sin solucidn buffer (verde) y en

solucién buffer (azul)

La solucién coloidal de GNRs se concentré x100 y x200.
Luego de preparada la solucién, se lleva a cabo el procedimiento de autoensamblado.
Para las pruebas se decide colocar pesitas de diferentes tamafios arriba del sello de

PDMS para favorecer la presién de contacto.

La muestra de solucion coloidal concentrada x200 se observé en microscopio 6ptico, y
las imagenes se pueden observar en la Figura 3.10, las cuales revelaron los siguientes
resultados.
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Figuras 3.10 Imagenes de microscopio 6ptico (a) 5X (b) 10X (c) 20X y (d) 50X GNR1 x200

Se observd en el microscopio Optico grilas que podrian corresponder al
autoensamblado de GNRs ya que se evidencian cumulos dorados representados con
cada punto de la grilla.

Esta muestra fue llevada al microscopio electrénico, pero los GNRs que se encontraron

nuevamente estaban desordenados.

La muestra de solucion coloidal concentrada x100 se llevo al microscopio electrénico, y
las imagenes se pueden observar en la Figura 3.11, las cuales revelaron los siguientes
resultados, donde los GNRs se evidencian en islas pero ubicados en forma aleatoria,

sin ordenamiento alguno.

46




Autoensamblado de nanoparticulas coloidales

2pm

EHT = 3.00kV WD = 4.8 mm Mag= 15.00K X ,m

EHT = 3.00 &/ WD = 48mm Mag= 25000 KX  Signal A= InLens n

Signal A= InLens n

EHT = 3.00 kv WD = 4.8 mm Mag= 25.00K X Signal A= InLens n EHT = 3.00 kv WD = 48mm Mag= 25000KX  SignalA = InLens n

Figuras 3.11 Imagenes de microscopia electrénica de GNRs en una de las islas del
patrén regular de la muestra GNR1 x100 (a) aumento 15kX (b) aumento 250kX,
pertenecientes a unaisla (c) aumento 25kX y (d) aumento 250 kX pertenece a otra region.

En este capitulo se trabajé en diferentes pruebas para poder autoensamblar GNRs. Si
bien se pudieron encontrar cimulos de GNRs debajo de las cavidades del sello PDMS,
todos los GNRs se observaron sin ordenamiento alguno. Por lo tanto, se probara una

nueva metodologia en el proximo capitulo.

3.4 Conclusiones

En este capitulo se trabajé para poder desarrollar y poner a punto la técnica de litografia
de impresion por microcontacto utilizando sellos poliméricos y su aplicacion en la
impresion de patrones ordenados de nanobastones de oro sobre un sustrato. Las
conclusiones obtenidas de dicho trabajo han sido las siguientes:

e Con las diferentes estrategias experimentales para la metodologia de impresion
por microcontacto se logré encontrar en el SEM cumulos de GNRs en los sitios
ubicados debajo de las cavidades del sello polimérico formando un patron
regular impreso sobre el sustrato, pero a medida que aumentaba la resolucion
los GNRs estaban ubicados en forma no ordenada. Por lo tanto, aun faltaria

47




Autoensamblado de nanoparticulas coloidales

ajustar los pardmetros de esta técnica para poder lograr el autoensamblado de

nanoparticulas coloidales.

Para las primeras pruebas se decide trabajar variando la concentracion coloidal
de los GNRs y la presion de contacto de los sellos sobre el sustrato, buscando
la concentracion 6ptima de GNRs y la presion optima para este proceso. Luego
se sintetiza un nuevo lote para probar si con otras dimensiones los GNRs son
mas estables y conducen al ordenamiento. Dichas pruebas tampoco dieron
buenos resultados.

Por dltimo, se decide una nueva estrategia donde se llevé a cabo un método
para reemplazar por completo el surfactante CTAB de la superficie de GNRs con
MUA mediante el control del pH. Este método permite que el intercambio de
ligandos entre el CTAB y el MUA proceda en un entorno acuoso. No se observé
agregacion durante y posterior al proceso. Los GNRs modificados por MUA son
de alta estabilidad en una solucién buffer a pH 9. Sin embargo, las pruebas con
esta nueva estrategia no arrojaron resultados positivos en la metodologia de
autoensamblado de GNRs mediante litografia blanda con sellos poliméricos.

A partir de este andlisis se decide trabajar con una nueva metodologia, donde
se probara el autoensamblado vertical de GNRs inducido por evaporacion.
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4. Autoensamblado vertical de GNRs inducido por evaporacion

4.1 Introduccion

El autoensamblado vertical de GNRs inducido por evaporacién se presenta como un
método mas simple y controlable ajustando las variables de humedad y temperatura del
proceso de evaporacion. Una gran barrera electrostatica entre las matrices
ensambladas impide la formacion de las estructuras multicapa. Esto conduce a
estructuras de monocapas ordenadas, y en consecuencia una mejor sintonia con las

propiedades Opticas.

La velocidad de evaporacion, que puede verse afectada por la humedad y temperatura,
tiene un profundo efecto en la formacion del autoensamblado (Xie, 2013). Una rapida
evaporacion a una elevada temperatura y/o baja humedad a menudo conduce a
pequefios agregados distribuidos aleatoriamente. Por el contrario, una lenta
evaporacion en condiciones de alta humedad conduce a una contraccion uniforme de la
gota. Alcanzar la velocidad de evaporacion 6ptima permite un ordenamiento adecuado
de los GNRs antes de que la gota se seque. Otras variables que juegan un papel
importante en la formacion del autoensamblado de GNRs son la concentracion de

surfactante y la concentracién de GNRs.

Los GNRs cubiertos con una bicapa de CTAB estan cargados positivamente,
proporcionando una repulsion suficiente contra las fuerzas de van der Waals para evitar
la agregacion. La doble capa eléctrica se muestra en la Figura 4.1. La capa interna,
llamada capa Stern, comprende los iones CTA* adsorbidos directamente sobre los
GNRs y los iones negativos atraidos (por ejemplo, Br?). La carga superficial de la capa
Stern es caracterizada por la densidad de carga superficial (0q), y el potencial eléctrico
en el limite externo de la capa Stern frente al conjunto de electrolitos se conoce como
potencial Stern (yq). La capa externa, llamada capa difusa, se compone principalmente
de iones Br atraidos a la superficie de la capa Stern a través de la fuerza de Coulomb,
apantallando eléctricamente a la primera capa. El potencial eléctrico en la segunda capa
disminuye exponencialmente desde la superficie hasta el fluido libre. Dado que la capa
difusa esta generalmente compuesta por iones libres, hay un plano de deslizamiento
introducido que separa el fluido libre del fluido que se encuentra unido a la superficie. El
potencial eléctrico en este plano se denomina potencial {. El espesor caracteristico de
la doble capa eléctrica es la longitud de Debye (Ap), que es inversamente proporcional

a la raiz cuadrada de la concentracion de iones en la dispersion de GNRs.
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Figura 4.2 (a) - (f) Diagrama esquematico de la monocapa vertical de GNRs por el
método de evaporacion. El cilindro amarillo representa los GNRs y la capa gris alrededor
del cilindro representa la bicapa de CTAB que recubre los GNRs. El pequefio punto cian
representa la molécula CTAB, y el punto rosado mas grande representa la micela CTAB.

En la Figura 4.2 se describe el proceso de formacion de autoensamblados de GNRs.
Las fuerzas principales que intervienen son la electrostatica (repulsiva), de Van der
Waals (atractiva) y la fuerza browniana aleatoria. La superposicion de la repulsion
electrostatica debido a la doble capa iénica y de la atraccion de Van der Waals generan
una gran barrera de potencial (muy cercana al GNR) que es la responsable de estabilizar
la dispersién coloidal y prevenir una rapida agregacion (Figura 4.2.a). La doble capa

ionica alrededor de cada GNR, y por lo tanto el potencial electrostatico, esta
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directamente relacionado con la concentracién de CTAB en la gota. La concentracion
micelar critica (CMC) es la concentracion de surfactante por encima de la cual se
produce la formacion espontdnea de micelas. Esta presencia de micelas para
concentraciones de CTAB por encima de la CMC disminuyen el potencial electrostético
generando asi un minimo estable de energia mas alla de la barrera de potencial (a unos
pocos nanémetros de distancia) para la configuracion de GNRs lado a lado (Figura
4.2.b). Este minimo de energia favorece la formacion de una estructura autoensamblada
metaestable a expensas de las colisiones por movimiento browniano, para un rango de
concentraciones de CTAB entre la CMC y las altas concentraciones de sintesis (Figura
4.2.c). Otro tipo de configuraciones geométricas entre GNRs diferentes a la de lado a
lado no dependen significativamente de la concentracion de CTAB y por lo tanto no
tienen minimos estables y no forman autoensamblados. Ademas, dado que la transicién
de fase hexagonal de las micelas de CTAB es de alrededor de 25°C, esto contribuiria al
autoensamblado hexagonal de los GNRs. La baja velocidad de evaporacién debido a la
alta humedad (aprox. 85%) del ambiente proporciona suficiente tiempo para que mas
GNRs encuentren las posiciones metaestables y se autoensamblen en islas
monocapas. Después de eso, las islas contindan creciendo con los GNRs libres
entrantes y evita la formacién de multicapas en la solucién debido a la enorme repulsion
electrostéatica entre las islas (Figura 4.2.d). Con el retroceso de la superficie del liquido,
las islas cercanas tienen que integrarse mutuamente en una monocapa mas grande y
los defectos residuales pueden repararse mediante GNRs libres, y finalmente se forma
una monocapa completa. La disminucion de la superficie del liquido en la Ultima etapa
del secado obliga a la pelicula a depositarse paralelo a la superficie, es decir, los GNRs
autoensamblados son verticales a la superficie (Figura 4.2.e). En el Gltimo momento del
secado de las gotas, se produce el agrietamiento en la pelicula debido a la fuerza de
adhesion con la superficie y la fuerza capilar en la formacion de meniscos liquido-vapor
entre los GNRs (Figura 4.2.f). El agrietamiento podria superarse mediante un método
de fluido intersticial con un procedimiento de transferencia sélida, sin embargo, en ese
caso, los defectos adicionales causados en el proceso de transferencia deben abordarse

mas en detalle.

Dentro de la Figura 4.2, tres factores dominantes determinan el autoensamblado: (1) el
estado de equilibrio cercano es el requisito previo, (2) el minimo de energia es el factor
clave para formar el autoensamblado compacto, y (3) la enorme barrera entre las islas
autoensambladas con la configuracion de fuerzas cara con cara de la monocapa. El
minimo de energia puede ajustarse cambiando los parametros como los materiales y el

tamafio de las nanoparticulas, el tipo y la concentracién del surfactante, asi como la
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fuerza idnica o los tipos de electrolitos, es posible esbozar un diagrama de fase para

predecir los diferentes modelos de autoensamblado.

Este trabajo se baso en los protocolos de alineacién vertical de la monocapa de GNRs
de (Peng, 2013) y (Xie, 2013). Se estudiara la formacion de matrices con GNRs
autoensambladas verticalmente, ajustando la concentracion de GNRs y de CTAB, y
variando condiciones externas como la humedad, la temperatura, el volumen de muestra
y el tiempo de secado.

4.2 Experimental
4.2.1 Materiales e instrumentos

Para purificar las soluciones coloidales se utilizé6 una Microcentrifuga Eppendorf 5430.
Las muestras se colocaron en una camara climatica de estabilidad Binder modelo KBF
720 para controlar la humedad y la temperatura.

Las imagenes de los GNRs sobre sustratos fueron obtenidas con un microscopio
Olympus BX-51 y microscopio electrénico de barrido (SEM) Zeiss Supra 40, con valores

de tension entre 3y 5 kV.

4.2.2 Preparacion de la solucién coloidal de nanobastones de oro.

Para preparar la solucion de trabajo se utilizo el lote GNR; sintetizado (solucidon madre
de GNRs de 0,9 nM), el cual consta de las siguientes caracteristicas principales: 53.9
nm de longitud, 14.9 nm de diametro y LSPR de 757 nm.

Para purificar la solucién se toman 20 alicuotas de 1 ml de la solucién madre de GNRs
y se trasvasan a tubos eppendorf de 1,5 ml. Se las somete a una primera ronda de
centrifugaciéon a 7800 rpm durante 30 minutos para remover el exceso de CTAB
(inicialmente de 50 mM). De cada tubo eppendorf se remueve cierta cantidad del
sobrenadante y se re-dispersa en el mismo volumen de agua milli-Q. Se vortexean y se
las somete a una segunda ronda de centrifugacién a 7800 rpm durante 30 minutos.
Luego, de cada tubo eppendorf se remueve una determinada cantidad de solucién y se
re-dispersa en el mismo volumen de agua milli-Q. Luego se estos pasos de lavado, se

obtiene una determinada concentracion final de CTAB.

Posteriormente al lavado de CTAB, la solucion madre de GNRs (GNR1) se concentra 20

veces mediante el siguiente procedimiento: se toman 10 tubos eppendorf preparados

52




Autoensamblado de nanoparticulas coloidales

anteriormente y se centrifugan a 7800 rpm durante 30 minutos. Se remueven 950 ul de
sobrenadante y se juntan los precipitados dando como resultado una concentracion final
de GNRs de 18 nM (GNR: x20).

4.2.3 Preparacion de la muestra

Las muestras se colocan en portaobjetos y luego en la cAmara de estabilidad. Se hizo
un estudio sistematico ajustando la concentracion de los GNRs y del surfactante, y
variando condiciones externas como la temperatura, humedad, volumen de muestra y

tiempo de secado.

4.3 Resultados

En todas las pruebas realizadas se trabajé con el lote GNR; utilizando la estrategia de

autoensamblado inducido por evaporacion controlada.
Prueba N°1

En la primera prueba, al final de cada ronda de centrifugacion, se retiraron 900 pl de
solucion de cada eppendorf y se re-dispersaron en el mismo volumen con agua milli-Q.

Luego de estos pasos de lavado se obtuvo una concentracion final de CTAB de 0,5 mM.

Posteriormente, se concentra la solucién madre de GNRs a una concentracion final de
18 nM (GNR: x20).

Se sembraron cuatro muestras siendo el volumen de gota utilizado de 1 y 5 pl. La
camara de estabilidad se sete6 a una temperatura de 25°C y a una humedad en el rango
entre 50% y 80%HR.

En la siguiente tabla se resumen los parametros utilizados en las pruebas (en la Gltima
columna, los tiempos de secado corresponden a cotas maximas que corresponden a los

tiempos de inspeccién de la muestra a partir de la cual no se observaba mas la gota).

Muestra Temperatura Humedad | Volumen (ul) | Tiempo (minutos)
°C) (%)
1A 25 50 1 30
1B 25 80 5 90
1C 25 70 1 120
1D 25 70 5 120
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Los tiempos de secado variaron en funcion del volumen de gota utilizado y de la
humedad seteada. Para todos los casos las muestras se fueron controlando cada 30

minutos Yy se retiraron una vez que se observaron secas.

Una vez sacadas de la camara de estabilidad, se observaban que las muestras
presentan un color dorado y estaba cubierta toda la zona de la gota. En el microscopio
Optico se observaron diferentes zonas, con tonos rojizos o amarillentos. Ademas se
observé una distribucion desordenada, donde la concentracion estaba mayoritariamente

en los bordes de la gota.

Las muestras fueron llevadas al SEM, representada por la Figura 4.3, pero en las

mismas no se encontraron ordenamientos verticales de los GNRSs.

100 nm EHT = 3.00 kv WD= 63mm Mag= 150.00KX  signala=InLens [

Figura 4.3 Imadgenes de microscopia electrénica de GNRs de la muestra 1B

Prueba N°2

Para la segunda prueba, se decidié trabajar con otra concentracion final de CTAB,
fijando el volumen de gota y variando la temperatura y humedad seteados en la camara
de estabilidad.

Al final de cada ronda de centrifugacion, se retiraron 850 pl de solucion de cada
eppendorf y se re-dispersaron en el mismo volumen con agua milli-Q. Luego de estos

pasos de lavado se obtuvo una concentracion final de CTAB de 1,125 mM.

Posteriormente, se concentra la solucién madre de GNRs a una concentracion final de
18 nM (GNR: x20).

El volumen de siembra de gota se fij6 en 5 ul. En la camara de estabilidad se trabajé
con temperaturas de 20°C y 25°C, y rangos de humedad entre 50% y 80%HR.

En la siguiente tabla se resumen los parametros utilizados en las pruebas:
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Muestra Temperatura Humedad | Volumen (ul) | Tiempo (minutos)
(°C) (%)
2A 25 50 5 60
2B 25 80 5 120
2C 20 70 5 120

Los tiempos de secado variaron en funcion de la humedad seteada. En todos los casos

las muestras se controlaron cada 30 minutos y se retiraron una vez secas.

Se observé el mismo comportamiento que la prueba anterior: las muestras son de color
dorado y cubren toda la zona de la gota. En el microscopio 6ptico se observaron
diferentes zonas, con tonos rojizos o amarillentos por partes. La distribucion es
desordenada, donde la concentracion estaba mayoritariamente en los bordes de la gota.

Las muestras fueron llevadas al SEM, pero en las mismas no se encontraron

ordenamientos verticales de los GNRs. La evidencia se muestra en la Figura 4.3.

Figura 4.3 Imagenes de microscopia electronica de GNRs de la muestra 2B

Prueba N°3

Para la tercera prueba, se decidié trabajar con otra concentracion final de CTAB y
aumentar el volumen de siembra para prolongar de esta manera el tiempo de secado.
Las muestras fueron controladas cada 30 minutos y luego de 210 minutos se retiraron

secas. Se fijaron los valores de temperatura y humedad en la camara de estabilidad.

En la primera centrifugacion se sacaron 800 pul de solucion y en la segunda ronda de

centrifugacion se sacaron 750 pl de solucion. Ambas se re-dispersan en el mismo
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volumen con agua milli-Q. Luego de estos pasos de lavado se obtuvo una concentracion
final de CTAB de 2,5 mM.

Posteriormente, se concentra la solucién madre de GNRs a una concentracion final de
18 nM (GNR; x20).

En la siguiente tabla se resumen los pardmetros utilizados en las pruebas:

Muestra Temperatura Humedad | Volumen (ul) | Tiempo (minutos)
(°C) (%)
3A 20 80 15 210
3B 20 80 25 210
Muestra 3A

Zona 1 estudiada

Figuras 4.4 Imagenes de microscopio 6ptico de GNR de la muestra 3A, zona 1. (a) 5X y
(b) 20X

En la Figura 4.4.a se marca la region a estudiar (delimitada en rojo). En la Figura 4.4.b

se evidencian cumulos rojizos, tipo baldosas.

A continuacién la muestra es observada mediante imagenes SEM (Figuras 4.5). En la
Figura 4.5.a se visualiza un dominio ordenado aislado de un area aproximada de 1,7 x
2 micrones. En la Figura 4.5.b se observa con mayor aumento los GNRs verticales

ordenados.

En la Figura 4.5.c se observan partes de dos dominios ordenados, donde el area central

es de aproximadamente 1,4 x 1,4 micrones.
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EHT = 3.00 kv WD = 28mm Mag= 10000KX  Signal A = InLens m Joonm, EHT = 3.00kV WD = 28 mm Mag= 20000KX  Signal A= InLens n

Figuras 4.5 Imagenes de microscopia electrénica de GNRs de la muestra 3 A, zona 1 (a)
aumento 100kX (b) aumento 200kX, pertenecientes a una regidn y (c) aumento 150kX
pertenece a otra region.

Zona 2 estudiada

Figuras 4.6 Imadgenes de microscopio 0ptico de GNRs de la muestra 3 A, zona 2 (a) 10X y
(b) 50X

En la Figura 4.6 se observan baldosas doradas con camulos rojizos.

Luego la muestra es analizada mediante imagenes SEM (Figuras 4.7). En las Figuras

4.7 se observan dominios ordenados de GNR no aislados. Entre dominio y dominio

ordenado, los GNRs a su alrededor se encuentran desordenados. El area de uno de

estos dominios ordenados es de aproximadamente 0,4 x 0,4 micrones, remarcadas en
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rojo en la Figura 4.7.a. Otra area de aproximadamente 0,2 x 0,2 micrones, remarcadas

en rojo en la Figura 4.7.b.
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100 om EHT = .00 I WD = 28 mm Mag= 100.00KX  SignalA=nLens [B 100 nm EHT = 3.00 kv WD = 28 mm Mag= 20000KX  Signal A= InLens [ER

Figuras 4.7 Imdgenes de microscopia electrénica de GNRs de la muestra 3 A, zona 2,
aumentos 100 y 200 kX

A diferencia con las imagenes anteriores (Figura 4.5) donde no habia nada entre
dominio y dominio, ahora hay GNRs distribuidos aleatoriamente (Figura 4.7). Esta
diferencia se podria atribuir a que los bordes de las baldosas se cayeron o se

superpusieron con otras baldosas, desarmandose.

Zona 3 estudiada

Figuras 4.8 Imagenes de microscopio 6ptico de GNRs de la muestra 3 A, zona 3 (a) 10X y
(b) 50X

El comportamiento en esta zona es similar a la zona 2 anteriormente descripta, donde

los dominios ordenados no estan aislados. La evidencia se muestra en las imagenes

SEM. Entre dominio y dominio ordenado, los GNRs de su alrededor se encuentran

desordenados, distribuidos aleatoriamente en varias capas.
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oo am EHT = 3.00 kv WD = 28mm Mag = 20000 KX  Signal A= InLens n

Figura 4.9 Imagenes de microscopia electronica de GNRs de la muestra 3 A, zona 3,
aumento 200 kX

Muestra 3B

Zona estudiada

Figuras 4.10 Imagenes de microscopio 6ptico de GNRs de la muestra 3 B (a) 10X y (b)
50X

Enla Figura 4.10.a se marca la regién a estudiar (delimitada en rojo). En la Figura 4.10.b

se evidencian cumulos dorados.

Luego la muestra es analizada mediante imagenes SEM (Figuras 4.11). En las Figuras
4.11 se observan dominios ordenados de GNR no aislados. Entre dominio y dominio
ordenado de GNRs verticales, los GNRs a su alrededor se encuentran desordenados.
El area de uno de estos dominios ordenados es de aproximadamente 0,4 x 0,4 micrones,
remarcadas en rojo en la Figura 4.11.
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2

nm EHT = 3.00 KV WD = 3.2mm Mag = 10000 KX Signal A= InLens [
Figura 4.11 Imagenes de microscopia electronica de GNRs de la muestra 3 B, resolucién
100 kX

4.4 Conclusiones

Luego de hacer pruebas sisteméticas variando las concentraciones de surfactante, la
temperatura, la humedad, el volumen de siembra y el tiempo de secado, se encontraron

condiciones apropiadas para un autoensamblado vertical de GNRs.

Cuando la concentracion del surfactante fue de 2,5 mM, el volumen de muestra de 15 pl
y las condiciones de evaporacion fueron a una temperatura de 20°C, una humedad de
80% y un tiempo total de secado de 210 minutos se obtuvieron los mejores resultados,
donde se pudo obtener un ordenamiento vertical de GNRs en imagenes SEM. Con estos
parametros se pudieron observar dos tipos bien diferenciados de dominios en dichas
imagenes recorridas por la muestra. Por un lado, dominios ordenados y aislados de
GNRs verticales. Por otro lado, se observaron dominios ordenados pero no aislados,
donde los GNRs se encuentran distribuidos aleatoriamente entre dominios ordenados

de GNRs verticales.

En microscopia 6ptica, la zona oOptima fue aquella donde las muestras observadas
evidenciaron zonas que presentaron matrices de cimulos rojizos, tipo baldosas. Dichas
zonas fueron las que luego presentaron los dominios ordenados aislados de GNRs

verticales evidenciados en las imagenes SEM.
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5. Conclusiones finales

La finalidad de este trabajo fue el desarrollo y puesta a punto del proceso de

autoensamblado de nanobastones de oro.

Para llevar a cabo este objetivo se eligié el método de crecimiento mediado por semilla
en medio acuoso para la sintesis de nanobastones de oro por ser uno de los mas
ampliamente utilizados, y por otro lado se eligieron dos metodologias diferentes para

lograr obtener un ordenamiento espontdneo de las nanoparticulas coloidales.

Como punto de partida, se logré sintetizar nanobastones de oro con un elevado
rendimiento y con caracteristicas de tamafio y forma deseadas.

Los buenos resultados conseguidos en la sintesis de nanobastones de oro se debieron
a la utilizacion de diferentes aditivos probados en trabajos previos en este laboratorio
para poder lograr un mejor control sobre la monodispersidad de nanobastones y la
sintonizacién espectral. Ademas se pudieron controlar las dimensiones de los
nanobastones de oro formados con el fin de conseguir una resonancia plasmonica
longitudinal con valores de longitudes de onda mayores a 700 nm. Las eficiencias de
produccién obtenidas fueron del 87% utilizando el aditivo aroméatico acido 5-bromo

salicilico y del 95% para el aditivo oleato de sodio.

Para el autoensamblado de nanobastones de oro se trabajé con dos metodologias
diferentes: litografia de impresion por microcontacto usando moldes poliméricos vy

autoensamblado vertical inducido por evaporacion.

En la litografia blanda se utilizaron patrones nanofabricados con haces de electrones
utilizando un microscopio electrénico de barrido. Con estos patrones se fabricaron
moldes blandos de polidimetilsiloxano, que luego se usaron para la impresiéon por
microcontacto para obtener dominios ordenados de nanobastones de oro sobre un

sustrato.

Se estudi6é sistematicamente los distintos parametros de este proceso, entre ellos la

concentracion coloidal y la presion de contacto.

Avanzado el trabajo de tesis, y sin lograr resultados satisfactorios, se decidié modificar

la superficie de los nanobastones de oro. Esto se logré aplicando un método sencillo al
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reemplazar la bicapa superficial de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) con &cido 11-
mercaptoundecanoico (MUA) a pH alcalino después del crecimiento de nanobastones
de oro mediado por semillas. Los nanobastones de oro modificados por MUA presentan
una alta estabilidad quimica y una disminucién de la agregacion.

Las muestras finales obtenidas fueron observadas mediante microscopia Optica, donde
se pudo visualizar un arreglo tridimensional de patrones ordenados de nanobastones de
oro. Las mismas imagenes reveladas mediante microscopia electrénica a bajos
aumentos, evidenciaron cumulos de GNRs en los sitios ubicados debajo de las
cavidades del sello polimérico, formando un patrén regular impreso sobre el sustrato. Al
observar a mayores aumentos, los GNRs no se encontraban formando un patron de
ordenamiento simétrico. Por lo tanto, aln faltaria ajustar y optimizar los parametros de
esta metodologia para poder lograr el autoensamblado mediante litografia blanda con

sellos poliméricos.

En la metodologia de autoensamblado vertical de nanobastones de oro inducido por
evaporacion, se optimizaron las siguientes condiciones: la concentracion coloidal, el
surfactante, la temperatura, la humedad, el volumen de muestra y el tiempo de secado.
Las evidencias de este ordenamiento vertical se confirmaron con las imagenes
obtenidas mediante microscopia electronica. En las mismas se observaron, por un lado,
dominios ordenados y aislados de GNRs verticales, y por otro lado, dominios ordenados
pero no aislados, donde los GNRs se encontraron distribuidos aleatoriamente entre

dominios ordenados de GNRs verticales.

Queda pendiente en el trabajo de esta tesis realizar las caracterizaciones mediante
espectroscopia UV-visible de los dominios autoensamblados correspondientes a los

resultados satisfactorios obtenidos en esta metodologia.

Por dltimo, las técnicas realizadas en esta tesis seran utilizadas posteriormente en el
laboratorio para el desarrollo de plataformas de sensado molecular de alta sensibilidad
y especificidad y para el estudio de propiedades optoelectronicas en este tipo de

nanoestructuras.
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