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“...you might ask, “Who should do this, and why should they do it?” | pointed out a few of the
economic applications, but | know that the reason that you would do it might be just for fun.”
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RESUMEN

Nanoestructuracion de moléculas fotoactivas sobre superficies para la

fabricacion de sensores de acidez de amplio rango

La fabricacion de nanoestructuras funcionales moleculares en superficies que puedan
actuar como quimio- y biosensores, sistemas de almacenamiento de informacion o
cualquier otro dispositivo tecnolégico se ha convertido en un reto de gran interés para
cientificos y tecndlogos de todo el mundo. El reto es obvio, combinar conocimientos de
quimica, ciencia de superficies, propiedades fisicas y técnicas de nanoestructuracion para
conseguir unos sistemas con tamanos, eficacias y tiempo de respuesta optimizados. Dicho
reto es el que se ha querido abordar en esta Tesis Doctoral para contribuir a avanzar en
dicho campo junto con las aportaciones de otros muchos grupos.

El primer paso fue la eleccion de los sistemas moleculares adecuados. De las posibles
propiedades de trabajo y que pueden exhibir los materiales moleculares, en nuestro grupo
de trabajo se ha centrado la atencién en las propiedades Opticas, concretamente las de
fluorescencia. No obstante no era suficiente estructurar un material molecular
Opticamente activo, sino que ademas éste debera responder ante un estimulo externo. En
otras palabras, el objetivo se centraba en sistemas moleculares que cambian entre dos o
mas estados con diferentes propiedades de emision. Esta es una de las condiciones
necesarias si se quiere que los dispositivos basados en estos sistemas se conviertan algun
dia en una realidad. Los estimulos externos que se pueden utilizar para inducir la
interconversion de propiedades son diversos, como reconocimiento selectivo de proteinas,
analitos o variaciones de pH. En concreto, en esta Tesis Doctoral el interés se ha centrado
en el desarrollo de quimiosensores de pH.

El uso de estos sistemas de trabajo ha supuesto una plataforma excelente para el
desarrollo de nuevas nanoestructuras funcionales asi como explorar los limites existentes
hoy en dia para las técnicas de nanoestructuracion. En efecto, en el caso de las
nanoestructuras donde la variedad radicaba en los sistemas moleculares, se han utilizado
técnicas y metodologias de fabricacion bien establecidas. Sin embargo, en otros casos se

han abordado auténticos retos como es la fabricacion de librerias combinatoriales de tres



sistemas moleculares activos diferentes. Esto ha conducido al uso de una técnica
litografica como el “dip pen” hasta las fronteras de los trabajos desarrollados hasta la
fecha. De esta manera, esta Tesis Doctoral también supone una contribucién muy
importante en cuanto a lo que técnicas de fabricacion se refiere. Aunque el reto era
considerable, la consecucion de los objetivos ha supuesto una importante contribucion en
la frontera del conocimiento en campos como las técnicas de estructuracion,
comportamiento de materiales en superficies o la fotonica dada la importante
involucracién de las propiedades de fluorescencia y como varian estas en superficies.
Finalmente, no hay que olvidar la importante contribucién en el campo de los bio-
quimiosensores, dado que todo el conocimiento adquirido puede ser aplicable y de interés
no solo para sensores fluorescentes de pH, sino para toda la familia de materiales

moleculares.
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CAPITULO 1

Introduccion

En diciembre de 1959 el premio Nobel de fisica Richard Feynman imparti6 una
conferencia en el “California Institute of Technology” que se convertiria en una de las
mas importantes del siglo pasado. En esta conferencia, titulada “There’s plenty of room at
the bottom”," Feynman presento su vision tecnologica de la miniaturizacién varios afios
antes de que se empezara a utilizar la palabra “chip”. Feynman expreso el problema de
manipular y controlar la materia a pequefia escala, y propuso una tecnologia,
extrapolando las leyes conocidas de la fisica, en la cual se utilizaran los dtomos o
moléculas como “ladrillos” para fabricar nano-objetos. A partir de los anos 80 se
empezaron a producir invenciones y descubrimientos en el campo de la nanofabricacion
que vinieron a confirmar sus palabras, dando origen a uno de los campos cientificos mas
prolificos de las Ultimas décadas: la nanotecnologia.

La nanotecnologia abarca tanto la produccion de sistemas fisicos, quimicos y biologicos
con tamafios que van desde unos cuantos angstroms hasta cientos de nandmetros, asi
como la integracion de las nanoestructuras resultantes dentro de sistemas mayores que
puedan tener aplicacion en el mundo real. De hecho, se prevé que la nanotecnologia
juegue un gran papel en el desarrollo futuro de la sociedad humana, asi como que tenga
un impacto crucial en la economia mundial.

Un érea de gran relevancia dentro del campo de la nanotecnologia es la de la
nanoestructuracion en superficie (esto es, la fabricacion de nanoestructuras funcionales
sobre sustratos solidos), cuyas aplicaciones van desde la produccion de circuitos
integrados o dispositivos de almacenamiento hasta la miniaturizacion de sensores o la
fabricacion de biodispositivos.

En este dmbito, no solo el uso de materiales inorganicos como los semiconductores

basados en silicio es importante, sino que también los materiales orgdnicos han de jugar
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un papel destacado. Estos materiales combinan caracteristicas excepcionales como la
facilidad de procesado, el bajo coste, la flexibilidad y la posibilidad de ser depositados a
temperatura ambiente y sobre diversos sustratos. Ademads, los materiales orgénicos
pueden disenarse a medida para optimizar sus propiedades Opticas, eléctricas o
mecanicas. Por todas estas razones se espera que en los afios venideros las
nanoestructuras de materiales organicos formen parte de una gran variedad de

. . L, . 2
dispositivos tecnoldgicos.

El presente trabajo de Tesis Doctoral se inscribe precisamente dentro del campo de la
nanoestructuracion de materiales organicos. En concreto, mi investigacion se ha centrado
en la aplicacion de diversas técnicas de nanoestructuracion (basadas en la utilizacion de
litografias blandas y de sondas de barrido) para el desarrollo de superficies
funcionalizadas con materiales organicos fotoactivos que pueden actuar como sensores de
pH. Asi pues, en esta introduccidon se va a prestar atencion a las dos facetas descritas
anteriormente, y que representan el pilar de la presente Tesis Doctoral. Primero se haré
una introduccion al interés de los materiales orgdnicos y sus ultimos desarrollos en
dispositivos y sensores. Entre todas las posibles facetas y propiedades de dichos sistemas,
se prestara especial atencidon a los materiales organicos con interesantes propiedades
opticas, concretamente de propiedades fluorescentes, que son el objeto de estos trabajos.
En la segunda parte se hard un repaso de las diferentes y principales técnicas litograficas
descritas hasta la fecha para estructurar materiales en superficies. Entre todas ellas, se
prestard especial atencion a las técnicas litograficas que utilizan sellos poliméricos y

sondas de barrido (puntas de AFM), que han sido las empleadas en estos trabajos.
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1.1 Materiales organicos nanoestructurados

En las tltimas tres décadas el disefio y sintesis de materiales organicos para su aplicacion
en dispositivos tecnologicos ha sido un area de enorme crecimiento.’

Los materiales organicos son de gran interés para aplicaciones en los campos de la
electronica, la optoelectronica y el magnetismo, entre otros, debido a que presentan varias
e importantes ventajas. Primero, las propiedades opticas y electronicas de una molécula
orgénica pueden variarse de forma controlada mediante la modificacion de su estructura
molecular. Segundo, los dispositivos basados en moléculas orgéanicas pueden fabricarse
sobre sustratos flexibles y de gran tamafio por medio de técnicas de bajo coste. Tercero,
las técnicas de autoensamblaje pueden usarse para fabricar capas extremadamente finas
con espesores controlados o para depositar selectivamente sobre un sustrato, lo cual
simplifica el proceso de fabricacion de dispositivos. Por todo ello, los materiales
organicos presentan aplicacion potencial en dispositivos tan diversos como sensores,
pilas, celdas solares, transistores, memorias de almacenamiento de datos, interruptores
moleculares, fotodiodos, etc.

En contraste con los materiales inorganicos que presentan enlaces covalentes o i6nicos
entre sus unidades constituyentes (d&tomos e iones), los materiales organicos se basan en la
formacion de interacciones débiles entre moléculas, principalmente de tipo van der
Waals. Es por ello que presentan temperaturas de fusién bajas, valores altos de los
coeficientes de compresibilidad y son bastante blandos.* Ademés, esto permite que la
optimizacion de las propiedades de los materiales organicos pueda ser llevada a cabo de
forma sencilla mediante el disefio de moléculas con las caracteristicas adecuadas. Por
ejemplo, los sistemas organicos con electrones deslocalizados de tipo m se emplean para
el desarrollo de materiales electro- y fotoactivos, los cuales han sido objeto de estudio en
este trabajo de Tesis Doctoral.

En el siguiente apartado se describiran las diferentes propiedades y comportamiento
optico que pueden presentar los materiales orgéanicos. Entre todas las posibles
propiedades que pueden presentar estos materiales, la fluorescencia ha sido la escogida
para el desarrollo de los sensores fabricados en este trabajo. A continuacion, se dardn

algunos ejemplos representativos de materiales moleculares estructurados en superficies
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para finalizar con algunos casos especificos de sensores moleculares fluorescentes

estructurados en superficies

1.1.1 Propiedades Opticas de moléculas organicas

A temperatura ambiente, las moléculas organicas se encuentran en su estado electronico
fundamental, el cual suele ser de tipo singlete (Sy), esto es, con sus electrones con espines
antiparalelos. La absorcion de luz por parte de estas moléculas conduce a la formacion de
estados electronicos excitados, habitualmente de la misma multiplicidad de espin
electronico que el de partida (S;, Sy, Ss,...), tal y como se muestra en el diagrama de
Jablonski de la figura 1.1. Sélo en el caso de transiciones de tipo n-n* y m-m* en
moléculas organicas con electrones © deslocalizados, la separacion energética entre el
estado electronico fundamental Sy y los estados excitados se corresponde con la energia
de la radiacion electromagnética en las zonas del visible y del ultravioleta (UV) e
infrarrojo (IR) cercanos. Es por este motivo que los materiales orgéanicos fotoactivos

utilizados habitualmente estan formados por moléculas de ese tipo.’
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Figura 1.1: Diagrama de Jablonski de las transiciones entre los estados electronicos de una molécula

organica.

Aunque la energia de excitacion electronica a la que se produce la absorcion de luz es la
responsable del color que presenta un material fotoactivo, son los procesos que

experimentan sus moléculas una vez excitadas electronicamente los que habitualmente
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determinan sus aplicaciones en dispositivos funcionales. Estos procesos pueden ser intra-

o intermoleculares, tal y como se describe a continuacién.’

e Procesos de relajacion intramoleculares

El diagrama de Jablonski de la figura 1.1 muestra los principales procesos
intramoleculares de desactivacion de estados electronicos excitados en moléculas
organicas. Tras la absorcion de luz de energia adecuada, una molécula orgénica es
transferida a un estado vibracional excitado del estado electronico S; o de otros
superiores. En cualquiera de estas dos situaciones la molécula tiende a relajarse
rapidamente (~107 s) al estado vibracional fundamental de S, desde el que puede
retornar al estado electronico Sy de diversas maneras: (1) mediante relajacion no radiativa
en la que el exceso de energia electronica es transformado en energia vibracional y
rotacional (conversion interna, IC); (2) mediante relajacion no radiativa desde S; a un
estado de diferente multiplicidad de espin electronico (tipicamente un estado triplete T)
situado a menor energia (cruce entre sistemas, ISC), y desde el que el decaimiento
posterior no radiativo a Sy también se produce mediante ISC; (3) mediante relajacion
radiativa desde S; (fluorescencia) o desde el estado de diferente multiplicidad creado por
ISC (fosforescencia). En este trabajo de Tesis Doctoral se ha trabajado con moléculas
organicas fluorescentes, para las que la relajacion electronica desde S; a Sy conlleva la
emision espontanea de un fotén. En moléculas organicas, este proceso toma en promedio
del orden de unos pocos nanosegundos y su probabilidad se cuantifica mediante el

rendimiento cuantico de fluorescencia (®y), definido como:

n° de fotones emitidos

(Df_

N n° de fotones absorbidos

(1.1)

Por lo tanto, ®r toma valores entre 0 y 1. En la presente Tesis Doctoral se ha trabajado

con compuestos fluorescentes que presentan valores de @ tipicamente mayores de 0.1
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e Procesos de relajacién intermoleculares

En un material, las moléculas organicas fotoactivas se hallan separadas por distancias lo
suficientemente pequefias como para que, una vez excitadas electronicamente, puedan
interaccionar entre si y dar lugar a nuevas vias de relajacion de sus estados electronicos
excitados. Algunos de los principales tipos de esos procesos de decaimiento
intermolecular son la transferencia de energia, que puede ser radiativa o no radiativa, y la
transferencia electronica fotoinducida. Ademas, dichas moléculas en su estado excitado
también pueden interaccionar con otras especies presentes en la muestra, dando lugar a
reacciones quimicas fotoinducidas que conduzcan a su degradacion. Se debe tener en
cuenta que tanto en su estado electronico excitado S; como en su estado T; formado por
ISC, las moléculas orgénicas presentan una configuracion electronica de capas abiertas
(es decir, con electrones desapareados), lo que las dota de un mayor caracter reactivo con
respecto a su estado fundamental Sy. Por ese motivo, y a pesar del corto tiempo de vida de
los estados S; y T;, las moléculas organicas electronicamente excitadas pueden
experimentar reacciones quimicas con otras especies presentes en el material (por
ejemplo, O,, H,O, etc.). Cuando esta reaccion conlleva una modificacion irreversible del
sistema de electrones m deslocalizados de la molécula, el cual es responsable de su
fotoactividad, se dice que ésta ha fotodegradado. La fotodegradacion de las moléculas
organicas fotoluminiscentes es, de hecho, uno de los factores que limita su aplicacion en

dispositivos funcionales.

1.1.2 Nanoestructuracion de materiales organicos fotoactivos

La micro- y nanoestructuracion son areas de gran importancia en muchos ambitos de la
ciencia y la tecnologia, con aplicaciones que van desde la produccion de circuitos
integrados o dispositivos de almacenamiento hasta la miniaturizacion de sensores o la
fabricacion de biochips.® La creciente demanda por mayores densidades de integracion,
menor consumo de energia, mayores rendimientos y reduccion de costes sigue siendo el
principal estimulo a la hora de conseguir dispositivos de dimensiones mas reducidas. Por

ejemplo, una de las principales caracteristicas de los materiales micro- y nanométricos es
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su gran relacion area/volumen. Esto favorece su uso como sensores ya que permite
incrementar la zona de interaccidon con el analito a la vez que disminuir la cantidad
necesaria de éste para obtener respuesta.’

Actualmente existe todavia un numero considerablemente menor de dispositivos basados
en micro- y nanoestructuras organicas con respecto a sus correspondientes analogos
inorganicos. Sin embargo dichos materiales presentan ciertas limitaciones, como el bajo
nimero de materiales inorgénicos semiconductores que se pueden utilizar en electronica y
en opto-electronica, su incompatibilidad con sistemas bioldgicos,® o el hecho de que las
técnicas nanolitograficas usadas para obtener nanodispositivos inorganicos suelen ser
caras y generalmente dafiinas para con el medio ambiente.’ Esto hace que las
investigaciones en el campo de los materiales organicos micro- y nanoestructurados sean
cada vez mas numerosos y den lugar a la fabricacion de dispositivos funcionales basados
en ellos.

Dentro de este ambito cabe destacar que las nanoestructuras de materiales organicos
presentan propiedades muy relevantes que pueden aplicarse en todo tipo de dispositivos
opticos™ y electronicos.* De hecho, estudios preliminares indican que las propiedades
Opticas y de transporte de carga en nanoestructuras organicas son superiores en
comparacion con las mismas propiedades en capas finas de los mismos materiales, lo que
ha permitido por ejemplo, obtener mejores rendimientos en celdas solares organicas
constituidas por materiales organicos nanoestructurados.

Algunos otros ejemplos de esa situacion es la aplicacion de materiales organicos micro- y
nanoestructurados en el desarrollo de diodos organicos emisores de luz (OLED) y, de
especial interés en el marco de la presente Tesis Doctoral, sensores quimicos y

bioldgicos.

1.1.3 Nanoestructuracion de sensores en superficie

Por definicion, un sensor es un dispositivo capaz de detectar la presencia de una especie

quimica o biologica de forma continuada.'® Existen muchas areas que requieren el uso de
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sensores, como la biologia, la medicina o las ciencias ambientales. También es

destacable la aplicacion de sensores para el estudio y control de procesos quimicos tanto
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en el laboratorio como a escala industrial en diversas industrias como la alimentaria.'® A
pesar de que ésta es un area muy activa en la que estan trabajando cientificos de muchas y
diferentes disciplinas, todavia existen procesos y analitos de interés que no pueden ser
detectados facilmente. Por lo tanto, el desarrollo de nuevos métodos para obtener sensores
que sean rapidos, de bajo coste, de elevada sensibilidad y que tengan aplicaciones en
todos los campos descritos anteriormente es un area de continuo interés cientifico y
tecnologico.

De hecho, en las ultimas décadas, los sensores se han convertido en elementos basicos de
la investigacion analitica y se han utilizado cada vez mas para hacer medidas
cuantitativas. Aunque inicialmente los sensores soélo se utilizaban para medir un tnico
analito, hay un interés creciente por desarrollar dispositivos en los que se combine el uso
de varios sensores. Esto permite detectar distintos analitos de forma simultanea u obtener
medidas para un sélo analito en distintos momentos o lugares. En este sentido la
miniaturizacion de los sensores a escala micro- y nanométrica ha empezado a jugar un
papel fundamental, ya que permite la preparacion de matrices micro- y nanométricas de
gran densidad con multiples especies quimio- y biosensoras ancladas sobre un
determinado soporte.”” De esta forma se puede abordar la deteccion simultanea y con
elevada sensibilidad de un gran nimero de analitos disminuyendo drasticamente el
volumen de muestra y los tiempos de andlisis requeridos.

Una de las areas en que la fabricacion de matrices sensoras de reducido tamafio ha
despertado un mayor interés es en el campo de la nanobiomedicina.’® Esto es debido a
multiples factores. Por un lado, dado que la progresion de una enfermedad estd a menudo
correlacionada con los niveles de una serie de proteinas,”® la fabricacion de matrices
miniaturizadas de biosensores deberia ofrecer una mayor selectividad y rapidez en
pruebas diagnésticas.?’ Por otro lado, el aumento de sensibilidad que comporta el uso de
matrices sensoras de tamafio nanométrico podria permitir el descubrimiento de
marcadores indetectables en la actualidad.”® Y ademas, ello facilitaria la deteccion
simultdnea de miles de analitos mediante un Unico dispositivo, lo cual conllevaria la
creacion de biofirmas de determinadas enfermedades o pacientes. Por ejemplo, en la
figura 1.2 se muestra como la preparacion de una matriz de 12x14 motivos de anticuerpos
diferentes anclados sobre superficie podria llegar a permitir medir la concentracion de

hasta 168 proteinas simultineamente.”*



Introduccion

Figura 1.2: Representacion esquematica de una matriz de 12x14 anticuerpos anclados en superficie, la cual

podria permitir la deteccion de hasta 168 proteinas al mismo tiempo.”'

De todo el posible abanico de sensores existentes y sus posibles aplicaciones, en esta
Tesis Doctoral el interés se ha centrado en una de esas familias, que es la de los sensores
de pH. A continuacidon se hace un pequefio resumen de los diversos sensores de pH
descritos hasta la fecha, prestando especial atencion a los basados en el uso de sistemas

fluorescentes, que han sido el objeto de estudio de este trabajo.

1.1.3.1 Sensores de pH

La deteccion del pH es una de las medidas mas comunes en el laboratorio porque muchos
procesos y parametros quimicos dependen de ¢€l, como por ejemplo, el analisis de la
calidad de aguas y otros materiales de consumo® y el control medioambiental.?® Por otra
parte, dado que la actividad fisioldgica de los organismos vivos tiene lugar en limites muy
especificos de pH, su determinacion también es de gran importancia en analisis
bioquimicos,” y en el control de procesos en bioreactores.”?® Aunque la mayoria de las
medidas de pH en estos campos tienen lugar en medios liquidos, en algunos casos la
determinacion de la acidez ambiental mediante sensores de pH sélido-gas también es de

. . . , . .y . . 27
interés como, por ejemplo, en el ambito de la proteccion de materiales historicos.
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Los sensores Opticos y electroquimicos forman los dos grupos mds importantes de
sensores de pH utilizados hasta la fecha. El electrodo de vidrio es el sensor
electroquimico mas conocido. En éste, la interaccion electroquimica entre un analito y el
electrodo es convertida por un transductor en una diferencia de potencial. Los sensores
electroquimicos presentan como ventajas una elevada sensibilidad y un amplio rango
dinamico, un bajo consumo de energia y un buen funcionamiento en la determinacion de
electrolitos.?® Sin embargo, adolecen de una serie de limitaciones como la dificultad de
miniaturizacion, una cierta falta de especificidad, su sensibilidad a campos eléctricos
externos, la dificultad para el control a distancia y, sobre todo, la necesidad de integrar el
electrodo de referencia en el medio de trabajo. Ademas en el caso concreto de los
sensores electroquimicos de pH, éstos sufren de un mal funcionamiento a valores
extremos de pH.

Los sensores opticos de pH son una alternativa prometedora a los electrodos de vidrio. En
ellos, uno o mas indicadores cambian sus propiedades espectrales de forma reversible
dependiendo del valor de pH del medio. En los sensores Opticos, la sefal detectada puede
provenir tanto del propio analito (propiedad intrinseca) como de un marcador externo
capaz de interaccionar con el analito (propiedad extrinseca). Ejemplos de ese primer tipo
de deteccion es la determinacion de la concentracion de oxigeno en sangre mediante
medidas de absorbancia de hemoglobina o de la actividad fotosintética a partir del
espectro de fluorescencia de la clorofila.”® En cambio, la medida 6ptica del pH requiere el
uso de especies fotoactivas cuyas propiedades varien con la concentracion del analito.

Las ventajas del uso de sensores Opticos son, entre otras, que (1) no necesitan de
elementos de referencia, (2) no estdn sujetos a interferencias eléctricas ni de campos
magnéticos ni de altas presiones, (3) son faciles de miniaturizar, (4) no consumen analito,
(5) son no invasivos y (6) poseen mejor resolucion espacial que los electrodos. Ademas,
las sefales Opticas que pueden emplearse en las medidas son muy variadas, tanto en lo
que se refiere al fendémeno estudiado (absorbancia,® dispersi(')n31 o fluorescencia) como al
parametro determinado (intensidad de fluorescencia,® relacion de intensidades de
fluorescencia,® tiempo de fluorescencia,® polarizacion,® etc.). Como contrapartida, los
sensores Opticos presentan un rango dinamico menor que los sensores electroquimicos,
son susceptibles a posibles interferencias de la luz ambiente y pueden presentar limitada

estabilidad a largo plazo.
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1.1.3.2 Sensores de pH fluorescentes

De entre los diversos sensores opticos de pH, los sensores de pH fluorescentes son
herramientas analiticas de creciente interés para la industria, el andlisis clinico, y la
proteccion del medio ambiente, entre otros, debido a su alta sensibilidad y selectividad, su
facilidad de integracion en dispositivos y a que son relativamente econdmicos.®* De
hecho, la fluorescencia es uno de los mecanismos de transduccion mas poderosos en
eventos de reconocimiento quimico y biolégico®’ debido a que:

(1) Existen un gran numero de técnicas de microscopia y espectroscopia de fluorescencia
diferentes las cuales son sensibles a diversos parametros experimentales (intensidad,
anisotropia, tiempo de vida, etc.).

(2) La sensibilidad de las técnicas de fluorescencia puede llegar a ser tan elevada como
para permitir incluso la deteccion de moléculas individuales.”’

(3) La medida de la emision de la fluorescencia no consume analitos ni necesita de
referencias.

(4) Esta técnica permite la realizacion de medidas a distancia® ya que la luz puede viajar
sin necesidad de una guia fisica®” o, adicionalmente, mediante el uso de fibras opticas,
hasta alcanzar el detector.

Se puede prever, por lo tanto, que las técnicas de fluorescencia seran en el futuro el
método de deteccién mas importante en los sensores opticos de alto rendimiento.*

Existe una amplia variedad de sensores moleculares fluorescentes que se pueden aplicar
para la deteccion de una gran variedad de analitos y muchos de ellos estan disponibles
comercialmente. En sensores moleculares fluorescentes, el fluor6foro o indicador es la
especie que actua como un transductor convirtiendo la informacion (presencia de un
analito) en una sefal Optica que se expresa mediante cambios en las caracteristicas
fotofisicas del fluor6éforo. En el caso de los sensores fluorescentes de pH, la presencia de
H" es la sefial desencadenante de la respuesta fluorescente debido a las interacciones entre
¢éste y determinados grupos presentes en el fluor6foro. Normalmente, el rango de pH al
que se pueden utilizar estos compuestos varia en torno a una o dos unidades de pH
alrededor de su valor de pK, en disolucion, aunque dicho rango se puede ampliar hasta
cuatro unidades cuando el indicador es inmovilizado en un microambiente heterogéneo

como por ejemplo, un sol-gel.40 Para ampliar el rango dindmico en las medidas de pH en
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medio acuoso, dos son las aproximaciones mas frecuentemente utilizadas: (1) utilizar
varios indicadores de pH con distintos rangos, (2) utilizar un indicador de pH que posea
varios estados de protonacion con diferentes respuestas fluorescentes,*" lo que permite
ampliar el rango de deteccion. En este trabajo de Tesis Doctoral se han explorado estas
dos aproximaciones y, por lo tanto, se han utilizado sensores fluorescentes de pH tanto de
amplio como de reducido rango. Entre los primeros se halla un derivado catecol
sintetizado en nuestro grupo de investigacion y el fluoréforo comercial fluoresceina, que
presentan hasta tres y cuatro estados de protonacion diferentes respectivamente. En
cuanto a los sensores de pH de reducido rango empleados, en todos los casos se ha
trabajado con compuestos comerciales. Las estructuras y propiedades oOpticas de todas
estas especies se trataran en cada uno de los capitulos de resultados de esta memoria.

A la hora de preparar dispositivos sensores de pH basados en el uso de indicadores
opticos, la manera mas sencilla de inmovilizar el fluor6foro consiste en dispersarlo
fisicamente en una matriz polimérica. Posteriormente, dicha matriz se coloca en una fibra
optica o en la superficie de una guia de luz para obtener un dispositivo. Esta es una forma
muy sencilla de preparacion pero que puede presentar problemas de estabilidad ya que el
indicador se puede liberar paulatinamente. La alternativa logica para solucionar este
problema consiste en la unidon covalente de los indicadores a la matriz polimérica.42
Aunque también de forma paralela y alternativa se han desarrollado otros materiales
donde el indicador se encuentra confinado en el espacio, como por ejemplo, particulas de

4 44 1. 4 ,
3 “quantum dots”,”" liposomas y otros. > Ademas, los

silice o sustratos de vidrio u oro,
sensores fluorescentes de pH pueden combinarse con otros tipos de sensores para formar
matrices sensoras, como en el caso mostrado en la figura 1.3.% En este caso, se
inmovilizaron en un hidrogel cuatro sensores fluorescentes que responden a diferentes
analitos (fenilfosfato, zinc, calcio y pH) y se estudié su respuesta frente a seis mezclas
diferentes de los cuatro analitos.

Para cualquiera de estas aproximaciones, la miniaturizacion de los dispositivos obtenidos
requiere el confinamiento del fluoréforo indicador de pH en dreas micro- y nanométricas.
Existe un gran numero de técnicas que permiten la micro- y nanoestructuracion de
moléculas organicas y, por lo tanto, de indicadores de pH. En este trabajo de Tesis

Doctoral se han utilizado tres de esas metodologias: “lithographically controlled wetting”

(LCW), “microcontact printing” (LCP) y nanolitografia de “dip pen” (DPN). Sus
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principios basicos, asi como de otras técnicas de nanoestructuracion relevantes en el

campo de la nanotecnologia, se discuten en la segunda parte de esta introduccion.

bae 1 2 3 4 5 &
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Figura 1.3: Imagenes de matrices sensoras inmovilizadas sobre un hidrogel. (a) Imagen de fluorescencia de

una matriz formada por cuatro sensores diferentes (receptor 2, receptor 3, CG-2 y SNARF-1) sometidos a
seis mezclas diferentes. (b) Tabla que resume el pH y contenido (+) o no (-) de los otros tres analitos en las

seis diluciones. (c) La molécula SNARF-1 presenta distintas intensidades de fluorescencia segtin el pH.
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1.2 Técnicas de nanoestructuracion

Tal y como se ha comentado, la creciente demanda por mayores densidades de
integracién, menor consumo energético, mejor rendimiento y mayor reduccion de costes
de los dispositivos funcionales han convertido a la micro- y nanoestructuracion en areas
de gran importancia en muchos ambitos de la ciencia moderna y de la tecnologia. Sus
aplicaciones se extienden desde la produccion de circuitos integrados, dispositivos de
almacenaje de informacion y pantallas hasta la fabricacion de sistemas micro-
electromecanicos (MEMS) y de microfluidica, sensores miniaturizados, “biochips” y
componentes micro-6pticos.”” El proceso de micro- y nanoestructuracién en superficie
también se conoce como litografia. Este término engloba al grupo de etapas que suele
iniciarse con el disefio de un patrén en forma de conjunto de datos y termina en la
fabricacion de una matriz estructurada de material en la superficie de un sustrato.’ Los
requerimientos para desarrollar un proceso litografico satisfactorio pueden variar
dependiendo de su aplicacion. Probablemente, el punto mas importante a tener en cuenta
a la hora de escoger la técnica litografica adecuada sea el tamafio critico del motivo a
depositar, aunque éste no serd el unico a considerar.

La investigacion en el campo de la estructuracion a escala nanométrica estd motivada por
dos objetivos: (1) el estudio fundamental de las propiedades de los materiales a escalas
submicro- y nanométricas,*® y (2) el desarrollo de herramientas para la fabricacion de
nanomateriales y nanodispositivos.

El primero de esos objetivos se centra en desarrollar estructuras submicrométricas para
llevar a cabo estudios de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos con un nivel de detalle
sin precedentes, asi como establecer las condiciones a las que esas nanoestructuras
pueden facilitar el ensamblaje y crecimiento de estructuras complejas funcionales. De
hecho, la habilidad para manejar un pequefio numero de moléculas, electrones o
nanoparticulas de manera controlada abre innovadoras posibilidades no solo a nivel de
investigacion fundamental sino también para avances tecnologicos revolucionarios.*®

El segundo de los objetivos en el campo de la nanoestructuracion se centra en el disefio de
técnicas que puedan generar depdsitos de material lo més pequefios posible y con
morfologias especificas. Debido a que los esfuerzos iniciales en el area de las

nanolitografias estaban dirigidos hacia la industria microelectronica, era imprescindible

14



Introduccién

que dichas técnicas fuesen compatibles con el procesado de semiconductores.”® Esta
restriccion conllevo que las metodologias de microfabricaciéon més habituales en ese
campo se aplicaran a su vez a la nanofabricacion, de manera que los costes no se
incrementaran en exceso. Sin embargo, generar estructuras por debajo de los 100 nm
usando técnicas convencionales de litografia optica es un reto de gran magnitud.™
Alternativamente, se han desarrollado nuevos tipos de nanolitografias basadas en técnicas
en serie que permiten una mayor resolucion espacial en la fabricacion de estructuras,
como las litografias por haz de electrones (“‘e-beam”) y haz de iones focalizado (FIB) o
los métodos de sonda de barrido.”® Desafortunadamente, comparados con los métodos de
litografia en paralelo, estos métodos son de baja produccion y capaces de escribir solo en
areas pequefias (cientos de micrometros cuadrados).™

Las técnicas de nanofabricacion se pueden clasificar a grandes rasgos en dos tipos de
aproximaciones: (1) la descendente o “top-down” y (2) la ascendente o “bottom-up”. En
la aproximacion descendente se parte de una capa delgada de material y se van
eliminando regiones hasta conseguir obtener nanoestructuras. Se trata, por lo tanto, de
una variante de las técnicas estandar de litografia y micromecanizado. Por otra parte, el
método ascendente se basa en el uso del reconocimiento molecular y autoensamblaje para
fabricar nanoestructuras a partir de unidades constituyentes mas pequefias.

A continuacion, se pasa a describir algunas de las principales técnicas de nanofabricacion
utilizadas en la actualidad, haciendo especial hincapié en aquellas empleadas en esta
Tesis Doctoral. Para llevar a cabo esta descripcion, las técnicas de litografia se han

dividido en tres categorias:

(1) Litografias con haz de electrones (“e-beam”) e iones (FIB)
(2) Litografias con utilizacion de sellos
3) Litografias con sonda de barrido

1.2.1 Litografias con haz de electrones (“e-beam”) e iones (FIB)

Entre las tecnologias litograficas descendentes existentes, el enfoque mas comun consiste

en utilizar resinas para su exposicion a particulas energéticas (electrones o iones) o
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fotones que puedan ser focalizados a escala micro- o nanométrica. En virtud de dicha
exposicion, las areas irradiadas de la resina son sometidas a modificaciones estructurales
0 quimicas, obteniéndose asi una solubilidad diferencial con respecto a las zonas no
expuestas, lo que conlleva finalmente a la estructuracion del material. Debido a la
dificultad practica de utilizar radiacion electromagnética que pueda ser focalizada en
volumenes submicrométricos mediante Optica convencional (se requiere el uso de rayos X
o radiacion en el UV lejano), las litografias mas habituales de este tipo empleadas en
nanofabricacion hacen uso de haces de particulas de electrones (“e-beam”) o iones (FIB).

La técnica de “e-beam” se basa en la definicion de motivos submicrométricos mediante el
barrido de un haz energético de electrones sobre una resina sensible a ellos,”
habitualmente una capa delgada de polimero creada por deposicion por rotacion (“‘spin-
coating”) sobre un sustrato. Una vez irradiada la resina con el haz de electrones, ésta es
expuesta a un ataque quimico (revelado) que disuelve las regiones de la resina que han
sido expuestas (si se trata de una resina positiva) o las que no han sido expuestas (en

resinas negativas), tal y como se muestra en la figura 1.4.

F jitografia
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~

Figura 1.4: Esquema representativo de la creacion de estructuras mediante “e-beam” sobre una resina
negativa: (a) en primer lugar, se irradia la resina con el haz de electrones; (b) posteriormente, se revela la

resina, y finalmente (c), se realiza un ataque quimico para obtener la estructura deseada.

A continuacion, el sustrato con los motivos nanoestructurados de resina en su superficie
es sometido a procesos de deposicion, ataque quimico y otros para obtener finalmente las
nanoestructuras del material deseado.

Aunque a priori un haz de electrones puede ser focalizado en volimenes
subnanométricos, la dispersion de los electrones en la resina limita en la practica el
tamafo minimo de las estructuras que se pueden crear mediante “e-beam” a los 10 nm.

Por otro lado, la litografia de haz de electrones es una técnica en serie y, por lo tanto, de
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bajo rendimiento en nimero de motivos que pueden ser creados por unidad de tiempo, lo

que limita su aplicacion a la fabricacion a gran escala.

En la litografia con haz de iones focalizados (FIB),>* una sonda de iones energéticos
focalizados (normalmente de Ga") es utilizada para irradiar localmente la superficie de un
sustrato. Ello permite llevar a cabo procesos tanto de litografia destructiva (arrancando
atomos de la superficie del sustrato, tal y como muestra la figura 1.5) como de litografia
aditiva (al inducir la descomposicion de vapores adsorbidos al sustrato para formar
especies no volatiles que quedan depositadas sobre su superficie). Ademas, la generacion
simultanea de iones y electrones secundarios por interaccion de los iones Ga'™ con el
sustrato, permite la obtencion de una imagen en tiempo real y, por lo tanto, el seguimiento

de los procesos litograficos.
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Figura 1.5: Esquema representativo de la creacion de estructuras mediante FIB por litografia destructiva.

Con respecto a la litografia con haz de electrones, la técnica FIB tiene una resolucién
menor (cercana a los 30 nm) y una velocidad de nanoestructuracion varios ordenes de
magnitud inferior. Ademads, la naturaleza invasora de las especies ionicas focalizadas
sobre la muestra puede causar dafios considerables en su superficie, puede dopar
materiales semiconductores o puede producir nuevos compuestos eutécticos en muchos
materiales. Aun asi, se ha generalizado el uso de la técnica FIB porque permite la
creacion rapida de prototipos de matrices de pequefio tamafo, ya que no requiere de
mascaras o resinas poliméricas, presenta la posibilidad de alinear patrones visualmente
gracias a las imagenes obtenidas simultineamente, y permite generar con facilidad

patrones de alta resolucion incluso en superficies poco planas o curvas.
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1.2.2 Litografias con utilizacion de sellos

Este tipo de técnicas litograficas de caracter ascendente se basan en el uso de un sello con
estructuras en relieve en su superficie para crear micro- y nanoestructuras sobre un
sustrato. Dichas nanoestructuras se pueden generar de dos formas diferentes: (1)
transfiriendo el material desde el sello al sustrato al ponerse en contacto sus superficies;
(2) depositando una capa de material sobre el sustrato que sera estructurada al depositar el
sello sobre su superficie. En ambos casos, las litografias con utilizacion de sellos
permiten la creacion de micro- y nanoestructuras de forma facil, efectiva, con bajo coste y
a una elevada velocidad de procesado.

Los sellos empleados en este tipo de técnicas litograficas pueden ser rigidos y duros o
bien flexibles y elastoméricos. En el segundo de estos casos se habla de técnicas de
litografia blanda (“soft lithographies™),” las cuales suelen ser las utilizadas con mayor
frecuencia. En el caso de las litografias blandas, como las utilizadas en esta Tesis
Doctoral, los sellos se obtienen normalmente por réplica de un molde, tal y como se

muestra en la figura 1.6.
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Figura 1.6: Esquema de las distintas fases de preparacion de un sello elastomérico: sobre un molde duro
prefabricado (a) se vierte la disolucién de polimero (polidimetilsiloxano, PDMS, en este caso), que es

curado al aplicar calor o luz UV (b). Finalmente, el sello obtenido es despegado del molde (c).

Este molde se puede fabricar por cualquier método que sea capaz de producir estructuras
bien definidas en superficie, como pueden ser técnicas de micromecanizado, litografia de
“e-beam” o fotolitografias. Cabe destacar que la técnica para producir el molde no tiene
porque ser barata ni rapida, ya que de cada molde se obtendran varios sellos que también
podran ser reutilizados varias veces. Si se quieren obtener resoluciones laterales minimas
de 1 o 2 um, el método mas adecuado de fabricacion de moldes es la fotolitografia de

contacto con mascara. Para motivos menores de 2 pm hay varios métodos con distintas
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ventajas e inconvenientes, como la fotolitografia de proyecci(')n,56 la litografia de “e-

beam”,”’ la litografia por sonda de barrido®® y la litografia por interferencia laser.”

Las técnicas de litografias blandas utilizadas a lo largo de esta Tesis Doctoral han sido las

5960 5 61

conocidas como “lithographically controlled wetting”™ y “microcontact printing”,

cuyos fundamentos se describen a continuacion.

1.2.2.1 Lithographically controlled wetting (LCW)

La metodologia LCW es una técnica litografica simple, rapida, versatil, reproducible y de
bajo coste que puede aplicarse para micro- y nanoestructurar sobre grandes areas de
superficie cualquier material soluble, sin necesidad de funcionalizacion previa.

No obstante, antes de describir en detalle la técnica, cabe comentar brevemente los
fendomenos de “wetting” y “dewetting” que estdn directamente implicados en su
funcionamiento. De hecho, ambos fendmenos no son solo de relevancia para la
metodologia LCW, sino que también son de importancia en otros muchos procesos
tecnologicos como los de adhesion, lubricacion o recubrimiento. En este ambito, el
término “wetting” designa a la disposicion de un fluido sobre una superficie al ponerse en
contacto con ella. Si el liquido presenta una elevada tension superficial se formard una
gota sobre la superficie, mientras que si ésta es baja, el liquido se esparcird sobre un area

grande del sustrato (ver figura 1.7).
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Figura 1.7: Mojado de una superficie por diversos fluidos con diferentes valores de tension superficial. El
fluido (a) presenta elevada tension superficial (baja capacidad de mojado), mientras que el fluido (c)

presenta una tension superficial baja (alta capacidad de mojado).

De la misma forma, si la superficie presenta una energia superficial elevada, el liquido
tendra tendencia a esparcirse para minimizarla, mientras que la formacion de gotas se ve
favorecida en superficies con energias superficiales reducidas. En cuanto al proceso de

“dewetting”, éste consiste en la ruptura de una pelicula delgada de liquido depositada
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sobre un sustrato, que puede ser sélido o liquido, para dar lugar a gotas, lo que suele ser
un fendmeno no deseado en muchas aplicaciones tecnoldgicas.

La técnica de LCW est4 basada en la deposicion de un material soluble en disolucion
mediante la ayuda de un sello. Como se puede ver en la figura 1.8, cuando el sello se
coloca sobre una pelicula delgada de liquido, depositada previamente sobre el sustrato, las
fuerzas de capilaridad hacen que la solucion forme meniscos bajo los salientes o
protrusiones del sello y la tension superficial es la encargada de que dichos salientes del
sello no penetren en la pelicula liquida. El disolvente se ird evaporando hasta que se
alcance la concentracion critica y el soluto precipite sobre el sustrato dando lugar a una
réplica positiva de los motivos del sello (ruta a). Usando disoluciones muy diluidas se
consiguen réplicas de los bordes de los motivos del sello debido a que no se consigue la
saturacion de la disolucion bajo el sello y la continua evaporacion hace que el disolvente,

mientras en los bordes sigue fijado, forme un menisco inverso bajo los motivos (ruta b).

Figura 1.8: Esquema de la estructuracion de material mediante la técnica LCW. En el proceso (a) se hace
uso de una disolucion concentrada, mientras que el proceso (b) se corresponde con el uso de una disolucion

muy diluida.

En el proceso LCW no intervienen interacciones especificas entre las moléculas y la
superficie por lo que puede aplicarse a una gran variedad de materiales solubles, aunque
la eficacia del proceso dependera tanto del sello (material, dureza,...), disolucion (soluto,
disolvente, densidad,...) y sustrato (material, rugosidad,...) utilizados como de las
condiciones de presion y temperatura ambientales. Aplicando esta técnica a la
estructuracion de imanes moleculares se han alcanzado resoluciones por debajo de los 70

62
nm.
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1.2.2.2 Microcontact printing (UCP)

Desde que inicialmente se utilizara para formar capas autoensambladas de alcanotioles
sobre superficies de oro y plata,®® la metodologia nCP se ha convertido en una de las
técnicas de litografia blanda mas utilizada a lo largo de los ultimos afios. A diferencia de
la técnica LCW, en este caso el sello es usado para transferir el material desde su
superficie al sustrato, tal y como se muestra en la figura 1.9. Por ello se utiliza un sello
flexible elastomérico que se adapte al perfil de la superficie de dicho sustrato, el cual
habitualmente estd constituido de polidimetilsiloxano (PDMS). Dicho sello es
impregnado con la disolucién que contiene el material a depositar y, a continuacion,
puesto en contacto con la superficie del sustrato. La transferencia de material entre sello y
sustrato acaba resultando en la formacion de una réplica positiva de los motivos del sello

sobre el sustrato.

)
"

Figura 1.9: Esquema de las distintas fases para generar motivos sobre una superficie mediante pCP: (a) se
impregna el sello con una disolucion de las moléculas a estructurar; (b) se ponen en contacto el sello y el
sustrato; y (c) se separa suavemente el sello del sustrato, dejando las moléculas en forma de una réplica

positiva de los motivos del sello sobre éste.

La resolucion y efectividad de la técnica de pCP depende del contacto que se establece
entre sello y sustrato, de la velocidad de formaciéon de las monocapas de la especie
depositada sobre el sustrato, y de la interaccion entre dichas monocapas que evite que el
material difunda y se esparza por toda la superficie.”* La técnica de pCP presenta varias
ventajas: (1) se pueden litografiar monocapas ensambladas de multiples sustancias sobre
superficies muy grandes en una sola impresic')n;65 (2) se puede litografiar con alta
resolucion en superficies curvadas o muy rugosas, lo que es casi imposible de conseguir
con técnicas de fotolitografia debido a la limitada profundidad de foco y a la

imposibilidad de depositar capas uniformes de fotoresina en superficies no planas; (3)
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para los casos mas favorables de deposicion (alcanotioles sobre superficies metalicas), se
pueden alcanzar resoluciones laterales en torno a los 50 nm.®® Sin embargo, en muchas
ocasiones son las propiedades mecénicas del sello las que impiden mejores resultados, lo
que resulta en resoluciones mucho mas modestas y en imperfecciones en las
nanoestructuras depositadas. Por ejemplo, si el elastomero tiene un modulo eléstico bajo,
puede producirse colapso mecanico o hundimiento (‘“sagging”) para estructuras de
motivos con una relacion de tamafio mayor de 2 o menor de 0.05. Es por este motivo que
para mejorar estas prestaciones de la técnica de pCP, se han derivado nuevas variantes

1o ~ s o . 7
durante los ultimos afios, como la técnica “nanotransfer printing” (nTP).°

1.2.3 Litografias con sonda de barrido

El descubrimiento de las microscopias de sonda de barrido en la década de los 80 del
pasado siglo revoluciono la medida y la manipulacion de la materia a escala nanométrica.
El microscopio de efecto tanel®® (STM), desarrollado por los investigadores de IBM Gerd
Binnig y Heinrich Rohrer en el afio 1981, y el microscopio de fuerzas atomicas®® (AFM),
creado por Gerd Binnig, Calvin Quate y Christoph Gerber en el afio 1986, han encontrado
un amplio abanico de aplicaciones en los campos de la fisica, la quimica, la ciencia de
materiales y la biologia.

Las técnicas de microscopia por sonda de barrido se basan en el control del movimiento
de una punta atobmicamente afilada en contacto o muy cerca de una superficie y con una
precision nanométrica. Barriendo la punta sobre la superficie mientras se monitoriza
simultdneamente la interaccion entre la punta y el sustrato se consiguen obtener imagenes
de alta resolucion de la muestra, tal y como se representa en la figura 1.10 para un
microscopio de AFM. Variando la naturaleza de esa interaccion y de la punta utilizada, se
han podido desarrollar nuevas variantes de las microscopias de sonda de barrido tales
como la microscopia de fuerza lateral (LFM),” la microscopia de fuerza electrostatica
(EFM)," la microscopia de fuerza por sonda Kelvin (KPFM),” la microscopia de fuerza
magnética (MFM)73 o la microscopia Optica de rastreo de campo cercano (SNOM)."™
Aunque las técnicas de sonda de barrido se idearon inicialmente como herramientas para

la toma de imdgenes, actualmente también se aplican para la manipulacién directa de
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material a escala nanométrica y la nanofabricacion. De hecho, desde finales de los afios

90, las litografias basadas en sondas de barrido han avanzado hasta conseguir fabricar

nanoestructuras con motivos que van desde unos pocos nandémetros hasta cientos de

nanometros y de diversas sustancias como moléculas organicas de bajo peso molecular,

polimeros, nanoparticulas, biomoléculas o compuestos inorganicos en sustratos tanto
1: . 75,76,77,78,79 ¢ frns

metalicos como semiconductores. Ademas estas técnicas pueden ser llevadas a

cabo bajo diversas condiciones ambientales y en presencia de diversos medios liquidos.
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Figura 1.10: Esquema del funcionamiento de un microscopio de AFM. La punta estd conectada a la
palanca, y se barre sobre una superficie. La desviacion de la palanca, debido a las interacciones entre la
punta y la superficie, es registrada por un fotodiodo sensible a la luz del laser que se refleja en la parte

posterior de la palanca.

Hasta la fecha se han desarrollado un gran nimero de técnicas nanolitograficas basadas
en sondas de barrido, las cuales tienen tanto caracter ascendente como descendente. No
obstante, cabe decir que muchas de estas metodologias son experimentales y todavia esta
por comprobar su viabilidad en procesos de fabricacion masiva. Una de estas técnicas es
el ‘‘nanografting’’,80 que consiste en raspar o eliminar, mediante el barrido con la punta de
un microscopio de AFM, zonas de una monocapa de moléculas depositada previamente
en la superficie de un sustrato. Estas zonas eliminadas son rellenadas posteriormente con
una nueva capa de moléculas por inmersion en una disolucion. La técnica de

“scratching”81

se basa en fundamentos muy parecidos. En este caso a la punta del
microscopio de AFM se le aplica una gran fuerza de carga para eliminar materia de la

superficie del sustrato de una forma local y determinada.
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Otra forma de nanoestructurar por medio de una punta de AFM o STM es la
manipulacion directa de particulas ya depositadas en superﬁcie,82 las cuales son
desplazadas hasta ser colocadas en la posicion deseada. Por otro lado, haciendo pasar un
voltaje a través de una punta de AFM o STM y aprovechando el menisco de agua que se
forma a modo de electrolito entre ésta y el sustrato se pueden oxidar localmente pequefias
regiones de una superﬁcie.83 Alternativamente, los electrones emitidos por una punta
cuando se le aplica un voltaje pueden usarse para exponer una resina de la misma forma
que en la técnica de “e-beam”® Y usando este tipo de sistemas también se han
conseguido realizar electrodeposiciones® y ataques electroquimicos® de superficies para
llevar a cabo su nanoestructuracion.

A pesar de la elevada resolucion de las diversas técnicas de nanolitografia por sonda de
barrido descritas, todas ellas adolecen de dos inconvenientes fundamentales: (1) baja
velocidad de procesado, lo que dificultaria su aplicacion en procesos de fabricacion
masiva; (2) la dificultad para crear matrices de nanoestructuras formadas por diversos
materiales. La nanolitografia de “dip-pen” (DPN),¥ que ha sido utilizada en este trabajo
de Tesis Doctoral, se plantea como la técnica litografica de sonda de barrido que ha de
permitir superar estos dos obstaculos. A continuacion, los principios en que se basa esta

metodologia de nanoestructuracion son descritos en detalle.

1.2.3.1 Nanolitografia de “dip pen” (DPN)

La nanolitografia de “dip-pen” es una técnica litografica basada en sondas de barrido en
la que una punta de AFM recubierta del material a depositar (la tinta) se usa para crear
nanoestructuras sobre una superficie. Hoy en dia se halla comunmente aceptado que el
material que recubre la punta de AFM se deposita sobre el sustrato a través del menisco
de agua que se forma cuando la punta toca la superficie, como se muestra en la figura
1.11. Se cree que eso es posible incluso en atmoésfera de nitrégeno (0% humedad
relativa), ya que hasta en esas condiciones puede permanecer sobre el sustrato una fina

capa de agua.g8
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Figura 1.11: Esquema de funcionamiento de la nanolitografia de “dip-pen”, donde se muestra como se

transfieren las moléculas de la punta al sustrato por medio del menisco de agua formado entre ambos.

Una parte esencial del proceso de DPN es el recubrimiento de la punta con el material o
“tinta” a depositar. Esto se consigue normalmente, o bien por evaporacion térmica del
material, o bien por inmersion de la punta en una solucién del material. La evaporacion
térmica se realiza de forma bastante sencilla y se suelen obtener recubrimientos muy
homogéneos del material sobre la punta. Sin embargo, la mayoria de los materiales
moleculares no son adecuados para este tipo de procesado y se ha de proceder al
recubrimiento por inmersion. Para este otro método de recubrimiento de puntas, el
dispositivo con la punta se sumerge manualmente en una disolucion del material durante
un periodo determinado de tiempo. Tras retirar la punta de la disolucion, y dejar que se
evapore el disolvente, se suelen obtener recubrimientos homogéneos. Sin embargo, la
distribucion del material sobre la punta al realizar este tipo de recubrimiento por
inmersion va a depender de como la disolucion interaccione con la superficie de la punta
y de cdmo se concentre el material sobre la punta a medida que se produce la evaporacion
del disolvente. En ocasiones resulta favorable realizar una funcionalizacion previa de la
punta para favorecer su recubrimiento con las especies de interés. Por ejemplo, para
depositar de forma reproducible proteinas se puede recubrir previamente la punta con un
derivado de polietilenglicol (PEG) como se muestra en la figura 1.12.% Este
recubrimiento previo dota de caracter hidrofilico a la punta, a la vez que evita la
desnaturalizacion de las proteinas a depositar.

Tanto en superficies blandas como duras se han conseguido depositar por DPN varios

91, iones metalicos™

tipos de materiales como moléculas orgéanicas pequeﬁasgo, polimeros

y biomoléculas como ADN® o proteinas.® Por DPN también se pueden inducir
. , . . . . . . 95 .

reacciones quimicas en superficie, como por ejemplo polimerizaciones™ o reacciones

Diels-Alder.®® En la actualidad se consiguen resoluciones por debajo de los 50 nm
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utilizando esta técnica. Asi, mediante la estructuracién de &cido mercaptohexanoico
(MHA) sobre oro por DPN y posterior ataque quimico, se han conseguido estructuras de
unos 15 nm de didmetro.”” A su vez, esta técnica litografica es facilmente paralelizable,
ya que se puede escribir al mismo tiempo con una fila de puntas o con “chips”
bidimensionales que poseen hasta 55000 puntas,g8 lo que permite llegar a escribir hasta
450 millones de motivos con tamaiios de 100 nm en menos de media hora. Ademas, el
uso simultaneo de multiples puntas también abre las puertas a la nanolitografia
combinatorial, donde distintas especies se pueden depositar sobre un mismo sustrato en
un unico proceso, como ya se ha realizado al estructurar por DPN combinatorial dos
secuencias de ADN marcadas con dos fluordforos distintos.”® De esta forma se podria,
por ejemplo, crear librerias de sensores que permitan multiples analisis utilizando un
unico dispositivo miniaturizado. Hasta la fecha atin no se ha explotado suficientemente la
técnica de DPN combinatorial. De hecho, los esfuerzos realizados no se han centrado en
la nanoestructuraciéon de sensores, sino en la nanoestructuracion de dos o tres tipos de

. . 100
biomoléculas.

Figura 1.12: Esquema de modificacién de una punta para favorecer el recubrimiento de proteinas. En un
primer paso se evapora titanio y oro sobre la punta y posteriormente se sumerge dicha punta en una

disolucion de un derivado tiol de PEG.¥

Cabe destacar aqui otra aproximacion que se ha propuesto para conseguir la
paralelizacion de la técnica de DPN, la cual se basa en el uso de puntas poliméricas. Esta
variante, llamada litografia de “polymer pen”, utiliza puntas de PDMS producidas de la
misma forma en que se fabrican los sellos para pCP. De esta forma, se pueden conseguir
dispositivos de once millones de puntas que pueden crear estructuras a partir de unos 90

101
nm.
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A pesar de que, experimentalmente, la metodologia DPN es relativamente sencilla, los
mecanismos fisicos que se esconden detras de esta técnica litografica son bastante
complejos y algunos todavia son causa de debate cientifico.’® La razon para ello es el
enorme numero de parametros que potencialmente influyen en el transporte de material
desde la punta al sustrato. Entre estos parametros se incluyen, ademas de la propia
naturaleza quimica de la punta, la naturaleza del sustrato, disolvente y tinta, la humedad,
la forma de la punta, el drea de contacto, la temperatura y otros tantos pardmetros
instrumentales como la velocidad de barrido sobre la superficie, la fuerza de contacto o el
tiempo de contacto.

En general, se considera que la transferencia de material de la punta al sustrato esta
dividida en varios pasos. El primero consiste en la formacion del menisco de agua entre
punta y sustrato. Estudios tedricos predicen que el menisco serd mas grande cuanto mayor
sea la humedad y menor la distancia entre punta y sustrato.'®® El segundo paso, que
determinara la velocidad de deposicion, implica la transferencia del material de la punta
al sustrato y estard influenciado por las condiciones ambientales (por ejemplo, la
temperatura puede hacer que el material sea mas soluble en el menisco acuoso), por la
hidrofilidad del sustrato (un sustrato hidrofilico hard que el menisco sea mayor,
aumentando la velocidad de deposiciéon) y por la hidrofobicidad del material (una
molécula hidrofobica sera repelida por el agua del menisco, haciendo que la velocidad de
deposicion sea menor aunque el tamafio del menisco sea mayor). Aun asi, hay que tener
en cuenta que la velocidad de deposicion no tiene porque mantenerse constante a lo largo
de un experimento aunque los parametros ambientales si lo hagan. En ese sentido cabe
destacar que tanto el tiempo de deposicion empleado (ya que existen distintos regimenes
de difusiéon)'™® como el nimero de veces que se realizan deposiciones (dado que cada vez
quedara menos material en la punta)'® también influyen sobre el rendimiento del proceso
de escritura. Finalmente, el ultimo paso en la deposicion por DPN es la difusion del
material sobre la superficie del sustrato, que dependera en gran medida de la interaccion
entre ambos. En el caso de existir muchos puntos de uniéon y muy fuertes entre ellos
(como en el caso de la deposicion de tioles sobre superficies de oro), las moléculas
depositadas no pueden reorganizarse ni difundir sobre el sustrato.'®® Por el contrario, si

las interacciones no son fuertes se puede producir la reorganizacion y difusion de las

27



Capitulo 1

moléculas depositadas, lo que conllevaria a la obtencion de un patrén ligeramente distinto
al programado y de mayor tamaio.'*
Existen dos métodos de escritura por DPN, los métodos de escritura directa e indirecta

representados en la figura 1.13.

a
) 0O O
b
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Figura 1.13: Esquema de los distintas métodos de proceder a la deposicion de materiales mediante DPN:
(a) de forma directa, depositando el material deseado directamente sobre la superficie, o (b) de forma
indirecta, donde se deposita por DPN una especie auxiliar a la que posteriormente se le unira el material

deseado.

Tal como su nombre indica, el primero de esos métodos consiste en la deposicion directa
del material deseado por DPN sobre un sustrato. Aparentemente se trata de la
aproximacion mads sencilla, ya que permite crear nanoestructuras en un solo paso,
partiendo de una disolucion de la especie que se quiere depositar. Ademas, este proceso
es rapido y esta libre de posibles contaminaciones. A pesar de ello, la falta de informacion
previa hace que para cada nuevo conjunto de material/superficie a litografiar se requiera
realizar estudios preliminares para establecer las condiciones 6ptimas de deposicion.

En cuanto al método indirecto, éste se desarrolla en dos etapas: en primer lugar, se
depositan por DPN nanoestructuras de moléculas que pueden unir selectivamente la
superficie con el material de interés; a continuacion, el sustrato nanoestructurado se
sumerge en una disolucién que contiene ese material de interés y que procederd a
depositarse selectivamente sobre ¢él. La ventaja de este tipo de deposicién es que,
utilizando sistemas bien establecidos y funcionalizando adecuadamente las moléculas, el

proceso de optimizacion de las condiciones de deposicion es mucho mas sencillo. Sin
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embargo, el método de escritura indirecta por DPN presenta el principal inconveniente de
que se trata de un proceso en dos o mas pasos, lo que aumenta las posibilidades de

contaminacion de la muestra.
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1.3 Interés de la presente Tesis Doctoral

Tal y como ya ha quedado latente en la introduccion desarrollada hasta este momento,
existe un gran interés en el desarrollo de técnicas de nanoestructuracion de materiales
moleculares Opticos en superficies y su implementacion en sensores. Uno de estos
campos especificos de aplicacion es el de los sensores de pH. En concreto, los sensores
fluorescentes moleculares han experimentado un gran auge. Un gran nimero de sistemas
moleculares estructurados que pueden actuar como tal han sido descritos hasta la fecha.
Sin embargo, y a pesar de su interés, todavia quedan aspectos que deben ser mejorados.
Uno de los mas significativos es el rango de pH en el que pueden actuar como
quimiosensores estos sistemas. De hecho, una de las mayores limitaciones suele radicar
en que la mayoria de esos sistemas solo cubren un limitado rango que va de dos a tres
unidades de pH. Por ello, el objetivo de la presente Tesis Doctoral ha sido mejorar y/o
eliminar dichas limitaciones. Para ello se han seguido dos estrategias diferentes. La
primera de esas estrategias ha consistido en el uso de sistemas moleculares que poseen
diferentes grupos acido — base con diversos valores de pK,. De esta manera, responden
con diversas propiedades de fluorescencia en un amplio rango de pH. Aunque esta
aproximacion ya habia sido utilizada con éxito en medidas en disolucion, es la primera
vez que se pone en practica con materiales estructurados sobre superficie. Para ello
diversos materiales moleculares han sido estructurados tanto con litografias blandas
(LCW, uCP) utilizando sellos poliméricos, como mediante puntas de AFM (DPN)).

La segunda de las aproximaciones es todavia un reto mayor, y consiste en la escritura
combinatorial de tres moléculas diferentes, cada una de ellas con un grupo acido — base
que responde a cambios de pH en intervalos complementarios. De esta manera, las
librerias resultantes muestran variaciones de fluorescencia considerables a lo largo de un
amplio rango de pH. Esta aproximacion solo ha sido abordable gracias a la versatilidad,
precision y posibilidad de escribir en paralelo que ofrece la técnica de DPN.

Finalmente, hay que remarcar que dentro del contexto en el que se han enmarcado estos
trabajos, también ha sido relevante el esfuerzo puesto en practica para entender el
comportamiento de estas moléculas en superficies y como varian sus propiedades, una

etapa previa fundamental si realmente se quiere desarrollar esta familia de sensores.
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CAPITULO 2

Objetivos

El objetivo de este trabajo de Tesis Doctoral es el estudio de la aplicacion de técnicas de
micro- y nanolitografia al desarrollo de quimiosensores soportados sobre superficie.
Como técnicas litograficas se han empleado tanto litografias blandas basadas en el uso de
sellos elastoméricos (“lithographically controlled wetting”, LCW, y “microcontact
printing”, UCP), como metodologias de sonda de barrido (nanolitografia de “dip pen”,
DPN). En cuanto a las sustancias quimiosensoras estructuradas mediante dichas técnicas,
se han investigado compuestos fluorescentes sensibles al pH, tanto de reducido como de

amplio rango.

Con este cometido, en esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo los siguientes trabajos:

(1) Estudio de las caracteristicas estructurales, propiedades Gpticas y comportamiento
acido — base de capas finas de los compuestos de interés depositados sobre
superficie. Los resultados obtenidos en esta investigacion se hallan descritos en el

capitulo 3 de esta memoria.

(2) Fabricacion de estructuras de fluoroforos sensibles al pH de amplio rango
mediante las técnicas de litografia blanda LCW y uCP, asi como el estudio de sus
propiedades dpticas y comportamiento acido — base. Los resultados obtenidos con
este objetivo se describen en el capitulo 4 de esta memoria.

(3) Fabricacion de estructuras de fluoroforos sensibles al pH de amplio rango

mediante nanolitografia de “dip pen” en paralelo (pDPN) y posterior
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caracterizacion de sus propiedades Opticas y comportamiento acido — base. Los

resultados de este estudio se recogen en el capitulo 5 de esta memoria.

(4) Fabricacion de matrices de estructuras combinadas de diversos fluoroforos
sensibles al pH mediante pDPN, asi como el anélisis de su rendimiento como
dispositivos quimiosensores de acidez de amplio rango. En el capitulo 6 de esta

memoria se describen los resultados obtenidos en relacién a este estudio.
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CAPITULO 3

Deposicion en Superficie

y Propiedades Opticas

Tal y como se ha comentado, el objetivo de este trabajo de Tesis Doctoral es el estudio de
la micro- y nanoestructuracion de indicadores fluorescentes de pH y de la capacidad
sensora a cambios de acidez de las estructuras resultantes. Sin embargo, antes de proceder
con esa investigacion es necesario llevar a cabo un estudio previo de cual es el efecto que
ejerce la superficie sobre los compuestos de interés depositados, tanto en lo que se refiere
a su organizacion molecular, como a sus propiedades oOpticas y su actividad acido — base.
Para ello en este capitulo se han depositado sobre superficie dos quimiosensores
fluorescentes de pH de amplio rango (un derivado de catecol y la fluoresceina), tanto de
manera directa por evaporacion del disolvente sobre el sustrato (“drop casting’), como, en
menor medida, por deposicion por rotaciéon (“spin coating”). Una vez eliminado el
disolvente se ha estudiado la organizacion molecular sobre las superficies, que es debida
en el caso de deposicion por “drop casting” a fendémenos de autoensamblaje.
Normalmente dichos fenémenos varian segln la naturaleza del sustrato, es decir, segin el
balance de fuerzas molécula - molécula y molécula — sustrato, por lo que para estos
estudios se han utilizado dos sustratos diferentes. El primero de esos sustratos es el vidrio,
que serd el escogido para los trabajos de nanoestructuracion de los siguientes capitulos
dadas sus propiedades de transparencia y baja rugosidad. El segundo sustrato usado, en
este caso a efectos comparativos, es el grafito. En menor grado, también es importante la
naturaleza del disolvente utilizado en los procesos de autoensamblaje de los compuestos
depositados, por lo que para este estudio se han probado disolventes de distinta
naturaleza.

Ademas, una vez caracterizada la organizacién molecular de las especies de interés sobre

superficie, se ha investigado si éstas conservan sus propiedades Opticas y su actividad
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acido — base tras ser depositadas. Este estudio es imprescindible antes de abordar los

trabajos de nanoestructuracion descritos en los capitulos sucesivos.
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Deposicién y propiedades épticas

3.1 Compuestos a estudiar

En este capitulo se ha estudiado la deposicion y las propiedades Opticas y la actividad
acido — base sobre superficie de dos compuestos fluorescentes indicadores de pH de
amplio rango: 2-[(3-bromo-4,5-dihidroxifenil)-1-etenil] piridina (compuesto 1) y el
fluoroforo comercial fluoresceina (compuesto 4). Ademds, y por analogia con el
compuesto 1 también se ha considerado el estudio de otros dos derivados de catecol, los
compuestos 2y 3.

Las estructuras de estos cuatro compuestos se muestran en el esquema 3.1.

HO FI‘H HO OH
‘:‘;; .:'\ HQ OH HO. =~ o gt c
! ! / e ~|-
0o S R Y
S— : — o 'II—"'_‘. : R -
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Esquema 3.1: Estructuras de los compuestos investigados a lo largo de este capitulo.

Los derivados de catecol presentan actividad acido—base debido a la presencia de dos
grupos alcohol aromaticos en su estructura (pK, = 9.2 y 13.0 para catecol puro en agua),’
ademas de ser compuestos con otras caracteristicas interesantes, como por ejemplo, su
implicacion en procesos biolc')gicos.2 En nuestro grupo de investigacion se han sintetizado
e investigado las propiedades opticas de dos derivados de catecol fluorescentes.® Dichos
compuestos han sido preparados por acoplamiento covalentemente de un grupo catecol
con unidades de piridina (1) y fenilo (2). La incorporacion en el compuesto 1 de otro
grupo con actividad acido — base (pK, = 5.2 para iones piridinio en agua)* da lugar a tres
estados de protonacion diferentes: cationico (C1), neutro (nl), y anidnico (al), como se
muestra en el esquema 3.2, que se pueden interconvertir entre si de forma reversible. Por
otro lado, el compuesto 2 so6lo presenta dos estados de protonacion que pueden

interconvertir de forma reversible: neutro (N2) y anidnico (a2), (ver esquema 3.2).
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Esquema 3.2: Equilibrios 4cido - base de los compuestos 1 (a) y 2 (b), donde se muestran las especies

catidnica, neutra y anionica correspondientes.

En lo relativo a las propiedades de fluorescencia de los distintos estados del compuesto 1,

su forma anidnica presenta un rendimiento cudntico de fluorescencia (®@f) de 0.22 y un

maximo de emision de fluorescencia a 525 nm en acetonitrilo. Las otras dos formas

tienen rendimientos cudnticos de fluorescencia por debajo de 0.07 y méaximos de emision

a 511 nm (cl) y 409 nm (nl) en este mismo disolvente, como se puede comprobar en la

figura 3.1. En el caso del compuesto 2, ambos estados de protonacidon presentan bajos

rendimientos cuédnticos de fluorescencia en acetonitrilo (®f = 0.07 y 0.03 para a2 y n2

respectivamente), y sus maximos de emision de fluorescencia se hallan a 484 nm (a2) y

392 nm (n2) (ver figura 3.1).3

En cuanto al derivado catecol 3 (3,5-di-tert-butilcatecol), se trata de un compuesto

comercial que incorpora un sustituyente voluminoso como el grupo tert-butilo en el anillo

aromatico. Este compuesto se ha elegido por propositos comparativos y no presenta

propiedades fluorescentes dependientes del pH.
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Figura 3.1: Espectros de absorcion y emision de las distintas especies (neutra, cationica o anionica) de los

compuestos 1 (a) y 2 (b).

Por otro lado, el compuesto 4 utilizado es un fluoréforo comercial, la fluoresceina. Dicho
compuesto es la sonda de fluorescencia extrinseca mas utilizada en biologia.” En
disolucion acuosa el compuesto 4 presenta los estados de protonacioén catidnico (C4),
neutro (N4), anidnico (a4) y dianidnico (d4), que se indican en el esquema 3.3. Los
valores de las constantes de acidez de los equilibrios en los que se hallan implicadas esas
especies son pK,; =2.08, pKa» =4.31 y pKaz = 6.43.

Un aspecto muy relevante del compuesto 4 es que presenta diferentes propiedades Opticas
para cada uno de sus estados de protonacioén. Asi, mientras que en medios acidos esta
especie presenta rendimientos cuanticos de fluorescencia muy bajos (®f~ 0 a pH < 4), d4
posee @¢ = 0.93 y un maximo de emision de fluorescencia a 514 nm. El rendimiento
cuantico de fluorescencia de la especie anidnica es también significativo (O = 0.37) y el

méximo de su espectro de emisién se encuentra a 517 nm.
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Esquema 3.3: Equilibrios acido - base del compuesto 4 donde se muestran sus formas cationica, neutra,

anionica y dianionica.
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3.2 Superficies investigadas

La deposicion en superficie de los compuestos de interés se estudid para dos sustratos
diferentes: vidrio y grafito pirolitico altamente orientado (“Highly Ordered Pyrolytic
Graphite”, HOPQ).

El vidrio es un sustrato que presenta propiedades favorables para la deposicion de
materiales fluorescentes, ya que es quimicamente inerte, Opticamente transparente y
proporciona aislamiento eléctrico. Por ello, ha sido el sustrato escogido para realizar los
trabajos descritos en los siguientes capitulos. Los sustratos de vidrio empleados fueron
sometidos siempre a una limpieza previa, bien por tratamiento con ozono (“ozone
cleaning”), o con solucién pirafia (mezcla 3:1 de acido sulftrico concentrado y peroxido
de hidrégeno). Estos métodos de limpieza, ademas de eliminar impurezas, aumenta el
caracter hidrofilico del sustrato de vidrio debido a la activacion de los grupos —OH
superficiales. Tal y como se muestra en la figura 3.2 los sustratos de vidrio utilizados en

este trabajo presentan valores de rugosidad menores de 1 nm.
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Figura 3.2: Imagen de AFM 3D de una zona de 20x20 um® de la superficie de un sustrato de vidrio

utilizado en este trabajo (a). El perfil de alturas correspondiente se da en (b).

Por otro lado, el HOPG se escogié con fines comparativos. El HOPG es atomicamente
plano como se muestra en la figura 3.3 y exhibe direcciones preferenciales que pueden
inducir la anisotropia de las estructuras moleculares que se forman sobre su superficie.
Ademas, el mayor caracter hidrofobico del HOPG respecto al vidrio, ha de permitir
estudiar la influencia del caracter hidrofobico/hidrofilico de la superficie sobre la
organizacion molecular. Esa diferencia queda claramente expuesta por las medidas del
angulo de contacto sobre ambos sustratos que se muestran en la figura 3.4. El angulo de

contacto del agua sobre un sustrato de HOPG tiene un valor aproximado de 90°, mientras
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que para un sustrato de vidrio recién tratado con ‘“ozone cleaning” el valor es

aproximadamente de 10°.

1

Figura 3.3: (a) Imagen de AFM de topografia de un sustrato de HOPG donde se pueden observar varias

capas. (b) Imagen de microscopia de efecto tiinel (STM) donde se aprecia la estructura atomica de una de
las capas del grafito asi como una representacion esquematica de la disposicion de los atomos de carbono en

las capas del HOPG. Las barras corresponden a 2.5 um en (a) y 0.6 nm en (b)

Figura 3.4: Imagenes de angulo de contacto de una gota de agua sobre una superficie de vidrio (a) y sobre

una superficie de HOPG (b).

Tanto sobre vidrio como sobre HOPG, los compuestos de interés fueron depositados por
“drop casting” o, en menor medida por “spin coating”. Las estructuras formadas
inmediatamente después de la evaporacion del disolvente sobre los sustratos considerados
en esos procesos fueron estudiadas mediante AFM. Para ello se utiliz6 un microscopio
Agilent 5500 AFM / SPM equipado con puntas de nitruro de silicio y operado en modo
semi-contacto y bajo condiciones ambientales. Dichos estudios de AFM se realizaron
sobre varias 4reas de la muestra para garantizar la reproducibilidad de los resultados. En
los siguientes apartados, ademds de las iméagenes de topografia de las muestras
investigadas, también se presentan en ocasiones las imagenes de fase, ya que son muy
sensibles a variaciones en las propiedades del material, aportando de esta manera mayor

informaciodn acerca de las estructuras resultantes.
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3.3 Deposicion de los compuestos 1 - 4 sobre HOPG

3.3.1 Deposicidn y estructuracion del compuesto 1

El compuesto 1 se depositd por “drop-casting” a partir de disoluciones de diclorometano
y octanol usando concentraciones en un rango de 10* a 10® M. Ambos disolventes
presentan puntos de ebullicion muy diferentes (40° y 195° para diclorometano y octanol,
respectivamente), por lo que sus distintos tiempos de evaporacion podrian conducir a
diferentes procesos de reorganizacion molecular. Por otra parte, el octanol puede formar
enlaces de hidrogeno con los grupos —OH de los compuestos 1 y 4. De esta manera puede
participar de forma activa en la formacion de las estructuras resultantes sobre superficies,
dando lugar a modificaciones considerables con respecto a la deposicion con

diclorometano.

e Efecto del disolvente

Para estudiar el efecto del disolvente sobre las estructuras de 1 formadas, se consideraron
tnicamente disoluciones de concentracion 107 M.

La deposicion del compuesto 1 desde esas disoluciones conduce a la formacion de
estructuras con forma de aguja, tal y como se muestra en las figuras 3.5 y 3.6. La
formacion de estas estructuras parece ser independiente del disolvente utilizado, a pesar
de que las estructuras formadas a partir de diclorometano (ver figura 3.5) son de mayor
tamafio que las obtenidas a partir de octanol (ver figura 3.6). En efecto, en el caso de las
agujas obtenidas a partir de una disolucién de diclorometano, sus longitudes oscilan entre
los 500 nm y los 8 pm, mientras que su altura varia entre los 10 y los 30 nm. Sin
embargo, al depositar desde una solucion de octanol con la misma concentracion, se
obtienen estructuras con longitudes que varian entre 30 y 150 nm y alturas que van desde

1 hasta 3 nm en todos los casos.
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Figura 3.5: Imagenes de AFM de topografia obtenidas para cuatro zonas distintas de una muestra resultante
de la deposicion del compuesto 1 sobre HOPG a partir de una disolucién 10* M de diclorometano. Las
barras corresponden a 1.4 pm en (a) y 1.2 pm en (b-d). En (e) se muestra el perfil de alturas de dos agujas

separadas tan solo por 2 pm donde se puede apreciar la diferencia de alturas de dichas estructuras.

Ademas, se encontrdo una relacion entre la longitud de los cristales y el crecimiento
epitaxial de dichas estructuras siguiendo las direcciones preferenciales del grafito. Como
se muestra en la figura 3.5, los cristales de mayor tamafio se orientan a 60° o 120° unos
con respecto a los otros debido a la epitaxia definida por la superficie del HOPG. Sin
embargo, las estructuras mas pequefias obtenidas tras la evaporacion del octanol (ver

figura 3.6) no siguen ninguna epitaxia definida con respecto al sustrato.
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Figura 3.6: Imagenes de AFM de topografia obtenidas tras la deposicion sobre HOPG del compuesto 1 a
partir de una disolucion 10* M en octanol. Las barras corresponden a 0.12 um en (a) y 50 nm en (b). En (c)
se muestra la correspondiente imagen de fase de la imagen (b) donde se aprecia la diferencia de contraste
entre las agujas del compuesto 1 y el sustrato. La barra corresponde a 50 nm. En (d) se muestra una imagen
AFM 3D de 1.5x1.5 pm® donde se puede apreciar el recubrimiento de la superficie con agujas de
compuesto 1. En (e) se muestra el perfil de alturas de la imagen (d) donde se aprecia que las alturas de las

agujas oscilan entre 1 y 3 nm.

e Efecto de la concentracion

Mientras que las iméagenes obtenidas a partir de disoluciones concentradas (10™ M)
confirman la formacién de agujas (ver figuras 3.5 y 3.6), el uso de disoluciones mas
diluidas (10°® M) induce la formacién mayoritaria de islas sin una morfologia bien
definida para la deposicion del compuesto 1 sobre HOPG. Dicho comportamiento
diferencial es independiente del disolvente utilizado, confirmando que est4 asociado a las
variaciones de concentraciones. De hecho, este comportamiento es muy similar al
observado macroscépicamente para la cristalizacion de este mismo compuesto.® Asi, la
estructura cristalina del compuesto 1 fue obtenida a partir de microcristales en forma de

aguja, generadas a partir de disoluciones concentradas en diclorometano. El uso de
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disoluciones diluidas dio lugar a la obtencion de un precipitado amorfo de manera
analoga al comportamiento nanoscopico.

A modo de ejemplo, en la figura 3.7 se muestra la morfologia de las estructuras obtenidas
a partir de disoluciones 10° M del compuesto 1 en diclorometano (a) y octanol (d).
Aunque para la muestra preparada a partir de la disolucion en diclorometano todavia
pueden observarse estructuras en forma de aguja, éstas son claramente inferiores en
nimero a las estructuras en forma de isla. Ademas, el tamafio de estas agujas apenas
alcanza los 0.6 nm mientras que las islas presentan 4 nm de altura. Cuando se parte de la
disolucion del compuesto 1 en octanol no se aprecia ninguna estructura en forma de aguja
en las imagenes de AFM, sino unicamente de islas o monocapas del compuesto. Dichas
islas poseen alturas de unos 12 nm, llegdndose a alcanzar en algunas ocasiones alturas de
20 nm, y didmetros de 200 nm, aproximadamente. Las monocapas del compuesto 1

presentan alturas de unos 3 nm.
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Figura 3.7: (a) Imagen de AFM de topografia obtenida tras la deposicion sobre HOPG del compuesto 1 a
partir de una disolucién 10°® M de diclorometano. La barra corresponde a 0.25 pum. En (b) y (c) se muestran
los perfiles de alturas correspondientes a las lineas roja y azul en (a). (d) Imagen de AFM de topografia
obtenida tras la deposicion sobre HOPG del compuesto 1 a partir de una disolucion 10° M de octanol. La

barra corresponde a 0.6 pm. En (e) se muestra el perfil de alturas para la linea negra en (d).
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3.3.2 Deposicidn y estructuracion del compuesto 2

A fin de poder establecer una comparaciéon con los resultados obtenidos para el
compuesto 1, la deposicion del compuesto 2 se realizo a partir de los mismos disolventes
y concentraciones del caso anterior. Las imagenes de topografia y las correspondientes
imagenes de fase obtenidas tras la deposicion de soluciones concentradas (10 M) y

diluidas (10 M) del compuesto 2 en diclorometano se muestran en la figura 3.8.
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Figura 3.8: (a) Imagen de AFM de topografia obtenida tras la deposicion sobre HOPG del compuesto 2 a
partir de una disolucion 10 M de diclorometano. La barra corresponde a 0.25 um. En (b) se muestra el
perfil de alturas correspondiente a la linea roja de (a), donde se aprecia una altura menor de 1 nm para la
estructura en forma de aguja. En (c) se muestra una imagen de fase donde se pueden apreciar varias
estructuras en forma de aguja asi como la epitaxia que presentan. La barra corresponde a 1 um. (d) Imagen
de AFM de topografia obtenida tras la deposicion sobre HOPG del compuesto 2 a partir de una disolucion
10° M de diclorometano. La barra corresponde a 1 pm. En (¢) se muestra el perfil de alturas

correspondiente a la linea azul de (d), donde se aprecian las distintas alturas de las estructuras en forma de

islas formadas.

La deposicion de una disolucion 10 M del compuesto 2 en diclorometano condujo a la

formacién tanto de islas con un recubrimiento inferior al de una monocapa y alturas
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alrededor de los 0.4-0.5 nm como de agujas a lo largo de toda la superficie (ver imagenes
3.8a y 3.8c). Dichas agujas presentan una altura alrededor de los 0.2-0.3 nm, que esta en
concordancia con la altura de una molécula del compuesto 2 dispuesta de forma plana en
la superficie. Dada su escasa altura, las agujas se observan mejor en las imagenes de fase.
Estas estructuras son mucho menores que las observadas para el compuesto 1. Sin
embargo, también se aprecia que el crecimiento de las agujas presenta epitaxia inducida
por el sustrato, formando angulos de 60° o 120° entre si, al igual que para el compuesto 1.
Los resultados son diferentes cuando se parte de disoluciones mas diluidas. En este caso,
no se observa la formacion de estructuras con forma de aguja, sino de islas irregulares en
forma y tamafio con unas alturas maximas de 10 nm, tal como se observo para el
compuesto 1.

De manera analoga a lo observado con diclorometano, partiendo de una disolucion 10* M
del compuesto 2 en octanol, también se aprecia la aparicion de estructuras con forma de
aguja intercaladas con islas de moléculas, en este caso mucho mejor definidas y con unos

4 nm de altura (ver figura 3.9).

Figura 3.9: (a) Imagen de AFM de topografia de una muestra del compuesto 2 preparada al depositarse
sobre HOPG a partir de una disolucién 10* M en octanol. Para facilitar la identificacion de la epitaxia de
las estructuras depositadas se superpone una representacion de la red de grafito. La barra corresponde a 100

nm. En (b) se muestra la imagen de AFM 3D correspondiente.

Con respecto a las estructuras en forma de aguja, en este caso presentan alturas en torno a
I nm, mientras que las obtenidas a partir de diclorometano eran inferiores a 0.5 nm.
Ademas, como se puede observar en la figura 3.9, las estructuras en forma de aguja en
este caso también presentan una epitaxia en su crecimiento inducida por el grafito. En la

imagen 3.9a se ha superpuesto una representacion de la red de grafito para discernir mas
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facilmente la epitaxia inducida por el HOPG. No obstante, y curiosamente, solo se
aprecian formaciones en forma de aguja orientadas a lo largo de dos de los tres ejes del
grafito.

En la figura 3.10 se muestran las imagenes obtenidas de la deposicion del compuesto 2 en
HOPG a partir de disoluciones diluidas en octanol. En este caso no se observo la
formacion de motivos en forma de agujas. Al contrario, en las imagenes se puede apreciar
la formacion de una pelicula delgada que se fragmenta dando lugar a la formacion de
islas, en un proceso conocido con el término de “dewetting”. La altura maxima que se
observa de estas islas es de 20 nm, mientras que en las zonas adyacentes a donde se
produce el proceso de “dewetting” ésta se situa en torno a los 2-3 nm. A esta
concentracion, las imagenes de fase presentan un contraste claro entre las dos zonas

correspondientes al sustrato y a la pelicula delgada de las moléculas.
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Figura 3.10: (a) Imagen de AFM de topografia obtenida tras la deposicion sobre HOPG del compuesto 2 a
partir de una disolucion 10® M en octanol. La barra corresponde a 1 pm. En (b) se muestra el perfil de

alturas correspondiente a la estructura en forma de red del compuesto 2. En (c) se muestra una imagen de

AFM 3D de una zona de 2.5x2.5 pm’.

3.3.3 Deposicion y estructuracion del compuesto 3

Mientras que las diferencias estructurales entre los compuestos 1 y 2 son minimas (ver
esquema 3.1), en el derivado de catecol 3 se han sustituido los grupos en las posiciones 3
y 5 del anillo aroméatico por dos grupos tert-butilo. Los cambios en este caso son pues,

sustanciales y se espera que modifiquen considerablemente el comportamiento del
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compuesto al ser depositado, tanto por el volumen de los nuevos grupos como por el
mayor caracter hidrofobo que le imponen.

La deposicion del compuesto 3 sobre HOPG se estudié Unicamente partiendo de
disoluciones de diclorometano, dados los problemas de solubilidad hallados para esta
especie en octanol, que podrian enmascarar la fenomenologia real. Tal y como se muestra
en la figura 3.11, la deposiciéon del compuesto 3 partiendo de una disolucion 10* M en
diclorometano da como resultado una estructura con forma de red que presenta una altura
en torno a los 2 nm, exceptuando una serie de puntos dentro de dicha red que presentan
una altura hasta cinco veces superior (10 nm). Esta estructura resultante se debe
probablemente a una interaccion mas fuerte de las moléculas entre si, por ejemplo,
mediante puentes de hidrogeno, que entre las moléculas y el sustrato, a pesar de la
presencia de los grupos tert-butilo con los que podria interaccionar debido a su caracter

hidrofobo.
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Figura 3.11: (a) Imagen de AFM de topografia obtenida tras la deposicion sobre HOPG del compuesto 3 a
partir de una disolucion 10* M en diclorometano. La barra corresponde a 1.2 um. En (b) se muestra un
perfil de alturas donde se observan las dimensiones tanto de la estructura en forma de red como de la

estructura de puntos. (c) Imagen de AFM 3D de otra zona de 2x2 pm’.

En las imagenes tomadas después de la deposicion a partir de soluciones mas diluidas del
compuesto 3 en diclorometano (10° M), se observo la pérdida de la estructura de red
dando lugar a islas separadas de moléculas. Como se muestra en la figura 3.12, estas islas
presentan una gran homogeneidad de alturas entre valores de 2 y 5 nm, exceptuando unas
pocas islas que presentan alturas alrededor de 25 nm. Cabe destacar que la relacion de

alturas entre estas islas de diferente altura es practicamente idéntica a la que presentaban
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las estructuras de tipo red mostradas anteriormente en la figura 3.11 y obtenidas con una

concentraciéon de 10 M.
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Figura 3.12: (a) Imagen de AFM de topografia obtenida tras la deposicion sobre HOPG del compuesto 3 a
partir de una disoluciéon 10 M en diclorometano. Su correspondiente imagen de fase se muestra en (b). La
barra corresponde a 0.3 um en ambas imagenes. (c) Perfil de alturas donde se muestran las dimensiones de

las estructuras en forma de islas.

3.3.4 Deposicién y estructuracion del compuesto 4

Una vez estudiada la organizacion molecular sobre HOPG del quimiosensor fluorescente
de pH de amplio rango 1, y de sus andlogos 2 y 3 a efectos comparativos, se pasd a
investigar el comportamiento del compuesto 4. En este caso, para optimizar su solubilidad
se empled etanol como disolvente en lugar de diclorometano y octanol, tal y como se
habia utilizado anteriormente. La obtencion de disoluciones homogéneas del compuesto a
depositar es muy importante para asegurar que las estructuras resultantes se deben a la
propia organizacion molecular sobre la superficie y no a estructuras previas existentes en
la disolucion debido a problemas de solubilidad.

La autoestructuracion del compuesto 4 en HOPG difiere de la observada para los
compuestos derivados de catecol. Al ser depositada por “drop casting”, las moléculas de
fluoresceina tienden a organizarse en forma de puntos y también de pequeinas fibras con
estructuras de zigzag y longitudes de hasta 500 nm (ver la figura 3.13). En este caso, las
estructuras formadas carecen de cualquier orientacion con respecto al sustrato de HOPG.
Asimismo, cabe resaltar que la altura de las fibrillas (2-3 nm) viene a ser casi la mitad de

la altura observada para los puntos (7 nm).
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Figura 3.13: (a) Imagen de AFM de topografia obtenida tras la deposicion sobre HOPG del compuesto 4 a
partir de una disolucion 10* M en etanol. La barra corresponde a 0.6 pm. En (b) se muestra una imagen
AFM 3D de una zona de 1.6x1.6 pm” de (a) donde se pueden apreciar estructuras tanto en forma de puntos
como fibras. En (c) se muestra una imagen AFM 3D de 480x480 nm’ de otra zona ampliada de la imagen

(a), donde se puede observar una de las fibras formadas.

Por ultimo, y de manera significativa, es importante recalcar que en para el compuesto 4
un aumento o disminucion de las concentraciones de trabajo induce respectivamente un
aumento o disminucidon del nimero de estructuras observadas en superficie, pero en

ningln caso una modificacion de su morfologia.
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3.4 Deposicion y estructuracion de los compuestos 1 y 4 en vidrio:

estudio de las propiedades opticas

Una vez estudiados los fendmenos de organizacion molecular de los compuestos 1y 4 en
HOPG, se pas6é a estudiar su estructuracion sobre vidrio. Tal y como ya se indico
anteriormente, éste serd el sustrato escogido para los posteriores estudios de
nanoestructuracion dadas sus propiedades de transparencia que permiten realizar medidas
de fluorescencia. En este caso los compuestos 2 y 3, estudiados anteriormente por
analogia con la especie de interés 1, no seran investigados en este apartado, dado que,
entre otros motivos, muestran poca o nula emision de fluorescencia.

Por otro lado, es conocido que algunos compuestos fotoactivos, como 1 y 4, muestran
cambios espectrales de absorcion y/o emision al ser depositados en superficie con
respecto a sus respectivas disoluciones.” Por lo tanto, en este apartado, ademas de estudiar
los fendmenos de estructuracion en superficie, también se investigaron las propiedades
opticas de los compuestos 1 y 4 una vez depositados sobre vidrio. Es decir, se pretende
comprobar si las propiedades oOpticas de estos compuestos en disolucion se pueden
trasladar al mundo nanoscépico, sobre todo por la diferente interaccion de la molécula
con el medio en disolucién y en una superficie. Dicha interaccion puede alterar tanto la
geometria de la molécula como desactivar su emision alterando obviamente sus
propiedades Opticas y, para los compuestos 1 y 4, su actividad como indicadores

fluorescentes de pH de amplio rango.

3.4.1 Deposicién y estructuracion de los compuestos 1y 4

Como cabria esperar, la deposicion por “drop casting” de los compuestos 1 y 4 en vidrio
conduce a estructuras completamente diferentes a las obtenidas sobre HOPG. Mientras
que para ese sustrato se observo la formacion de estructuras bien definidas como agujas,
islas o fibras, la deposicion sobre vidrio da lugar a la aparicion de peliculas mas o menos
homogéneas que carecen de una estructura definida, tal y como se muestra en la figura
3.14. Este hecho es debido probablemente al mayor caracter hidrofilico del sustrato de

vidrio y, por lo tanto, a su mayor interaccion con los compuestos polares 1 y 4, es decir,
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por su mejor capacidad de mojado (“wettability”). Este aumento de las interacciones
molécula — sustrato frente a las interacciones molécula — molécula con respecto al caso de
HOPG, se puede adscribir a la presencia de los grupos —OH en la superficie activada del
vidrio. Dichos grupos tendrdn una gran tendencia a interaccionar con los grupos —OH,
entre otros, de los compuestos 1 y 4 mediante puentes de hidrogeno.

En la figura 3.14a se muestra como la deposicion por “drop-casting” del compuesto 1
sobre vidrio a partir de una disolucion de acetonitrilo resultdé en la formacion de una
pelicula discontinua cuyo perfil de alturas va de 4 a 6 nm. La formacion de dichas
peliculas es independiente de la concentracion utilizada, variando exclusivamente el
grosor de las capas resultantes. Por otro lado, la deposicion del compuesto 4 a partir de
una disolucion de etanol de concentracion 10 M dio lugar a la formacion de una pelicula
delgada de material que presenta una considerable corrugacion que va desde los 25 hasta

los 75 nm (ver figura 3.14b).

Figura 3.14: (a) Imagen de AFM de topografia del compuesto 1 depositado por drop-casting sobre vidrio a
partir de una disolucién 10* M en acetonitrilo. (b) Imagen de AFM de topografia del compuesto 4
depositado por drop-casting sobre vidrio a partir de una disolucion 10* M en etanol. Las barras

corresponden a 1.5 um (a) y 10 um (b).

Para evaluar el grado de cristalinidad de las peliculas de los compuestos 1 y 4 formadas
sobre vidrio, se llevaron a cabo experimentos de dispersion de rayos X a dngulo rasante
(SAXS) y angulo grande (WAXS) en colaboracion con el Dr. Jordi Esquena del Centro
de Investigacion y Desarrollo “Josep Pascual Vila” del CSIC. Estas medidas revelaron el
caracter amorfo de las capas depositadas. A modo de ejemplo, en la figura 3.15 se
incluyen los difractogramas obtenidos por ambas técnicas para un sustrato de vidrio

limpio utilizado como blanco, para una muestra del compuesto 4 depositado por “drop
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casting” y, finalmente, para una fina capa de la muestra sélida en polvo de este mismo
compuesto. Tal y como se puede observar en dicha figura, los difractogramas SAXS y
WAXS muestran picos asociados al caracter cristalino de la muestra solida en polvo, los
cuales no fueron analizados en detalle dada su escasa relevancia para estos estudios. Por
el contrario, los difractogramas de la muestra depositada en superficie revelan la ausencia
de picos, y por lo tanto, de ordenamiento. Este hecho se atribuye al caracter amorfo de la

muestra depositada en superficie.
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Figura 3.15: Difractogramas obtenidos por las técnicas de SAXS y WAXS del compuesto 4 depositado por
“drop casting” sobre vidrio a partir de una disolucién 10* M en etanol y su comparacion con un blanco

(vidrio) y con ese mismo compuesto 4 en estado solido y forma de polvo.

La tendencia de los compuestos 1 y 4 a depositarse sobre vidrio en forma de material

amorfo es relevante para los estudios acido — base que se pretenden realizar para
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caracterizar su actividad como quimiosensores de pH en superficie. Asi, dicho caracter
amorfo ha de facilitar la difusion de los analitos dentro de las estructuras de los
compuestos 1 y 4, lo cual favorecera su capacidad sensora con respecto a una muestra

cristalina.

3.4.2 Estudio de las propiedades dpticas

e Propiedades Opticas del compuesto 1 depositado sobre vidrio

Para caracterizar las propiedades dpticas del compuesto 1 sobre vidrio, éste se depositd
mediante “spin coating” y utilizando una disolucién 10°M en acetonitrilo del compuesto.
La disolucion de partida se prepar6 a partir de la forma anionica del compuesto 1, por lo
que se espera que el estado de mayor fluorescencia de ese compuesto quede depositado en
superficie (Pf 41 = 0.22).3 A continuacion, el espectro de emision de la pelicula de al
formada sobre vidrio se registré6 mediante un microscopio de fluorescencia confocal con
resolucion espectral (Leica TCP SP2 AOBS).

Tal y como se puede comprobar en la figura 3.16, el espectro de emision del compuesto
al depositado sobre vidrio es muy similar al obtenido en disolucién. Sin embargo, se
observan dos diferencias significativas. Por un lado, el espectro de emisioén del compuesto
en superficie presenta un desplazamiento hacia el rojo de unos 20 nm. Por otro lado, se
aprecia un considerable ensanchamiento del espectro de la especie en superficie, pasando
de una anchura a altura media (FWHM) de 68 nm en acetonitrilo a 130 nm sobre vidrio.
Este hecho se puede atribuir de forma cualitativa a las pequefias distorsiones estructurales
que pueden sufrir las moléculas por interaccidon con la superficie o entre ellas mismas, lo
que debe resultar en una mayor heterogeneidad de propiedades opticas con respecto a la
disolucién y, por lo tanto, un ensanchamiento espectral. Es de esperar un comportamiento
similar para el correspondiente espectro de absorcion, esto es, un pequeio desplazamiento
hacia el rojo acompafiado de un ensanchamiento de la banda una vez depositado en

7
superficie.
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Figura 3.16: Espectro de emision de al en acetonitrilo y tras deposicion por “spin coating” en un sustrato

de vidrio. En ambos casos la excitacion se produjo a Ae.= 405 nm.

Una vez demostrada la preservacion del caricter fluorescente del compuesto 1 al ser
depositado sobre vidrio, se realizaron dos experimentos adicionales para confirmar de
forma cualitativa que la pelicula delgada de ese compuesto sobre superficie también
conservaba su capacidad para responder a cambios de pH. En primer término una capa de
al depositada por “spin coating” a partir de una disolucién en acetonitrilo sobre vidrio fue
expuesta a (1) una atmosfera saturada de HCl(y) y (2) a una atmosfera saturada de NHjg).
La fluorescencia de la muestra antes y después de cada una de esas exposiciones fue
monitorizada por microscopia confocal de fluorescencia. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 3.17. En ella se puede observar que, tal y como ya se ha comentado,
la capa de al preparada es fluorescente, a pesar de que no es perfectamente homogénea.
En cambio, en medio acido, su fluorescencia desaparece, lo que esta en consonancia con
la disminucion del rendimiento cuadntico de fluorescencia observado en disolucién para el
compuesto 1 al disminuir el pH. Ademas, este proceso parece ser reversible, ya que al
exponer la capa de material depositado a una atmosfera basica, ésta recupera gran parte de

su intensidad de emision inicial.
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Figura 3.17: (a) Imagen de microscopia confocal de fluorescencia del compuesto al depositado por “spin

coating” sobre vidrio a partir de una disolucién de acetonitrilo. (b) Imagen de microscopia confocal de
fluorescencia después de exponer esa muestra a vapores de HCI. (c) Imagen de microscopia confocal de
fluorescencia después de exponer esa muestra a vapores de NH;. Las barras corresponden a 7 um en las tres

imagenes, que se tomaron utilizando Ae =405 nm y Agy, > 450 nm.

En el segundo de los experimentos se repitio la experiencia anterior pero depositando en
superficie una disolucion de nl. Dado que esta especie neutra presenta una menor
intensidad de fluorescencia (®f ny = 0.05 en acetonitrilo), la pelicula delgada creada
mostré una intensidad de emision casi nula al ser inspeccionada en el microscopio
confocal de fluorescencia, como se aprecia en la figura 3.18a. Sin embargo, al exponer la
muestra a vapores de NHj se observo la aparicion de fluorescencia (ver imagen 3.18b), lo
que debe resultar de la desprotonacion de nl para dar lugar a la especie anionica
fluorescente. De nuevo, este proceso puede revertirse al exponer la muestra a, en este

caso, una atmosfera saturada de HCI, tal y como se aprecia en la imagen 3.18c.
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Figura 3.18: (a) Imagen de microscopia confocal de fluorescencia del compuesto nl depositado por “spin
coating” sobre vidrio a partir de una disolucién de octanol. (b) Imagen de microscopia confocal de
fluorescencia después de exponer esa muestra a vapores de NHj. (c¢) Imagen de microscopia confocal de
fluorescencia después de exponer esa muestra a vapores de HCI. Las barras corresponden a 3.8 pm en las

tres imagenes, que se tomaron utilizando Ae.= 405 nm y Ae, > 450 nm.
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Por lo tanto, estos experimentos demuestran cualitativamente que el compuesto 1
mantiene su capacidad sensora a cambios de pH una vez depositado en forma de capas

amorfas sobre vidrio.

e Propiedades oOpticas del compuesto 4 depositado sobre vidrio

Para caracterizar las propiedades opticas del compuesto 4 sobre vidrio, una capa delgada
de este compuesto se prepard por “spin coating” utilizando una disolucién 10 M en
etanol. La disolucion de partida se prepard a partir de la especie dianidnica de 4 que es la
que presenta un mayor rendimiento cuantico de fluorescencia (®rgs =0.93).

El espesor de la capa formada por el compuesto 4 fue estudiada por AFM mediante la
técnica de raspado (“scratching”).® Como ya se comento en la introduccion, esta técnica
se basa en aplicar una gran fuerza de carga a la punta del AFM para eliminar material de
la superficie del sustrato. Siguiendo esta metodologia, primero se procedié a barrer un
area de 30x30 pum’ de la muestra aplicando fuerzas de carga muy elevadas, para
posteriormente hacer un barrido de un érea superior (50x50 um?®) a condiciones mas
suaves. Los resultados obtenidos se presentan en la figura 3.19.

De la imagen de AFM tomada después del raspado se puede deducir que la altura de la
capa del compuesto 4 obtenida por “spin-coating” de una disolucién 10™ M en etanol
resulta ser de unos 90 nm. Las imagenes de fluorescencia obtenidas de la misma zona
corroboran que la altura medida se corresponde con el total de la capa depositada.

En lo que se refiere a la determinacion del espectro de emision del compuesto 4 sobre
vidrio, éste se obtuvo de nuevo mediante medidas de microscopia confocal de
fluorescencia. Tal y como se observo para el compuesto al, el espectro de emision del
compuesto d4 depositado sobre vidrio (ver la figura 3.20) presenta un desplazamiento
hacia el rojo (de 22 nm) y un ensanchamiento espectral (FWHM = 39 nm y 77 nm para
ese compuesto en disoluciéon acuosa y depositado sobre vidrio, respectivamente).
Ademas, hay que indicar que el comportamiento 4cido — base del compuesto 4 se
mantiene en superficie, asi como los correspondientes cambios en las propiedades de

emision, tal y como ya se demostrd anteriormente para 1.
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Figura 3.19: (a) Imagen de AFM de topografia del compuesto 4 depositado por “spin-coating” sobre vidrio
desde una disolucién 10 M en etanol y después de realizar un rascado en un area de 30x30 um? (b)
Imagen de microscopia confocal de fluorescencia de esa misma zona (A = 488 nm y Aep, > 500 nm). Las
barras corresponden a 6.2 um en ambas imagenes. En (c) se muestran los perfiles de altura de la zona
raspada (en azul) y de la zona no raspada (en rojo). En (d) se muestra una imagen de AFM 3D

correspondiente a la topografia mostrada en (a).
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Figura 3.20: Espectro de emision de d4 en disolucion acuosa (pH = 9) y depositado en un sustrato de

vidrio. En ambos casos la excitacion se realizd a Ag = 458 nm.
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3.5 Conclusiones

Por un lado, en este capitulo se ha descrito el estudio de la autoorganizaciéon de los
compuestos 1, 2, 3 y 4 en superficies de HOPG. La técnica empleada para depositar los
compuestos a partir de distintas disoluciones y concentraciones ha sido la conocida como
“drop casting”. Ademas, también se ha investigado la organizacion de los compuestos 1y
4, asi como sus propiedades Opticas, al ser depositados sobre vidrio. Las principales

conclusiones de dichos estudios se presentan a continuacion.

>

Los compuestos 1 y 4 tienen tendencia a depositarse sobre HOPG en forma de

o
A5

agujas independientemente del disolvente utilizado. La tnica diferencia
remarcable es que las agujas obtenidas a partir de un disolvente polar y protico

como el octanol son considerablemente mas pequenas.

¢ Si la naturaleza del disolvente no induce grandes variaciones, si lo hace la
variacion de concentraciones. Asi mientras concentraciones elevadas dan lugar a
la formacién de cristales con forma de aguja, el uso de disoluciones diluidas

favorece la formacion de islas y (sub)microcapas.

¢ La comparacién de los resultados de estructurar los compuestos 2 y 3 con los
obtenidos para el compuesto 1 han permitido definir la influencia de la estructura

molecular en los procesos de ensamblaje en superficie.

>

o
A

También se ha demostrado que la naturaleza del sustrato es muy importante a la
hora de determinar los motivos resultantes. Asi, los mismos experimentos
repetidos sobre vidrio en lugar de HOPG conducen a la formacion de capas
amorfas. Este hecho es remarcable dado que los experimentos que se realizaran
sobre los materiales nanoestructurados tienen como soporte el vidrio. Este
favorece la formacion de materiales amorfos en los que penetrardn mas facilmente
los vapores de acido/base y por lo tanto permitiran interconversiones mas rapidas

y eficientes entre sus diferentes estados de protonacion.
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X/

« Los compuestos 1 y 4 mantienen el comportamiento acido — base en superficie y
con ¢l la variacion de las propiedades de emision (fluorescencia). Estos resultados

permiten afrontar los trabajos desarrollados en los siguientes capitulos.
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CAPITULO 4

Nanoestructuracion por

Litografias Blandas

En el capitulo 3 se han estudiado los mecanismos de autoensamblaje en superficie de
compuestos quimiosensores de pH, asi como las modificaciones que esto produce en sus
propiedades Opticas con respecto a su comportamiento en disolucion. En este capitulo se
va a estudiar la estructuracion de dichos compuestos sobre superficies a nivel micro- y
nanométrico por medio de dos técnicas de litografia blanda basadas en el uso de sellos
poliméricos. Dichas técnicas, empleadas ampliamente para la micro- y nanoestructuracion
sobre grandes areas debido a su versatilidad y viabilidad, son el “lithographically
controlled wetting” (LCW)' y el “microcontact printing” (uCP).”

Asi pues, en este capitulo se va a demostrar la posibilidad de estructurar compuestos que
puedan responder a las variaciones de pH tanto en fase gas como en disolucion. Para ello
se van a crear tanto estructuras por deposicion directa de las moléculas, de manera que

queden fisisorbidas sobre el sustrato, como mediante unioén covalente con la superficie.
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4.1 Nanoestructuracion directa mediante fisisorcion

Una vez investigado el comportamiento de los compuestos 1 y 4 tras ser depositados
sobre vidrio y comprobar que mantienen tanto sus propiedades Opticas como su actividad
acido — base, en este apartado se estudiaran los motivos resultantes de la estructuracion de
dichos compuestos sobre sustratos de HOPG y vidrio mediante las técnicas de LCW y

uCP.

4.1.1 Nanoestructuracion por LCW

Como ya se comento anteriormente, LCW es una metodologia de nanoestructuracion en
superficie basada en el uso de un sello elastomérico. Se trata de una técnica muy sencilla,
rapida, barata y fiable, que se puede utilizar con cualquier material soluble sin necesidad
de pasos previos, como por ejemplo, la funcionalizacion del sustrato. Cuando un sello se
coloca suavemente en contacto con una pelicula delgada de liquido dispuesta sobre una
superficie, se forma un menisco bajo los motivos del sello debido a la capilaridad. A
medida que el disolvente se evapora, la solucioén sigue bajo los salientes del sello hasta
que se alcanza la concentracion critica. Entonces, el soluto precipita sobre el sustrato justa
y Unicamente bajo los salientes, dando lugar a una réplica positiva del sello.

En todos los experimentos de estructuracion por LCW de este trabajo de Tesis Doctoral el
sello que se utilizo se obtuvo de la capa de policarbonato de un disco compacto (CD) sin
usar. En la figura 4.1 se muestra una imagen de AFM de la superficie del sello asi como
un corte transversal de un CD donde se muestran las diferentes capas que lo componen,
entre ellas la de policarbonato. Dicho sello consta de un patrén de lineas paralelas de 450
nm de anchura separadas entre si por 1700 nm. La estructuracion se realizé sobre los dos
mismos sustratos utilizados en el capitulo anterior: HOPG y vidrio. Este ultimo es el
sustrato de interés para los estudios de las propiedades Opticas bajo estimulos acido — base

mientras que el HOPG se estudié como patron comparativo.
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Figura 4.1: (a) Imagen de AFM de topografia de la superficie de un sello de policarbonato. La barra se
corresponde a 1 pm. (b) Representacion 3D de dicha superficie del sello. (c¢) Perfil de alturas
correspondiente a cuatro lineas paralelas de la estructura del sello y (d) esquema ilustrativo de las capas que

forman un CD, incluida la capa de policarbonato usada como sello de LCW.

o  FEstructuracion por LCW del compuesto 1

La deposicion de este compuesto sobre HOPG se realiz6 a partir de disoluciones en
octanol dado su elevado punto de ebullicion. El uso de disolventes con bajo punto de
ebullicion como el diclorometano supone un inconveniente a la hora de la deposicion y
manipulacion del sello dada su rapida evaporacion. La nanoestructuracion se realizd a
partir de tres concentraciones diferentes: 10, 10°® y 10® M. Los mejores resultados se
consiguieron con la concentracion intermedia. En ocasiones, cuando se uso la
concentracién de 10* M parecid haber una presencia de demasiadas moléculas en la
muestra. Ello hace que, aunque se puede apreciar el efecto del sello que induce la
nanoestructuracion del compuesto en forma de lineas, éstas no se formen sobre el HOPG
sino sobre capas de la misma molécula. Esta situacion se observa claramente en la imagen

de la figura 4.2. De hecho, es importante remarcar que en este caso no se forman agujas,
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tal y como se observo en el capitulo anterior, sino capas de distinto espesor. De esta

manera queda evidente el efecto del sello, no solo a la hora de estructurar motivos.

1] 2 4 1]

o]
o

Bltura {nim)
& N O N & O 00

Posicion jjam)

l.i'alw,n'-"- ..m'f.luLﬂ..-'aJ

Altura (nmj
L K O AR & O

L] 2 4 & g
Fosicion (um)

Figura 4.2: (a) Imagen de AFM de topografia de la deposicion sobre HOPG por LCW del compuesto 1 a
partir de una disoluciéon 10 M en octanol. Las flechas blancas indican la posicion de las réplicas positivas
del sello. La barra corresponde a 1.3 pm. (b) Perfiles de altura correspondientes a la linea roja de (a), donde
se puede apreciar que toda la superficie esta cubierta del compuesto 1, y a la linea azul de (a), donde se

puede observar la mayor cantidad de compuesto en las zonas estructuradas.

Por el contrario, cuando se utiliza una concentracion de 10® M se obtienen imagenes
donde se aprecia la organizacion de las moléculas aunque con una gran diluciéon (ver
figura 4.3). Por ello, es necesario recurrir a las imagenes de fase para apreciar mejor las
estructuras depositadas, debido al contraste existente entre sustrato y moléculas. Se puede
observar en la imagen de topografia de la figura 4.3c y sus correspondientes perfiles de la
figura 4.3d que las réplicas de lineas formadas por moléculas de 1 tienen una anchura de
500 nm y estan separadas unas de otras aproximadamente por 1.2 um, en consonancia con
las dimensiones del sello utilizado. Por lo que se refiere a sus alturas, los perfiles indican
una altura de entre 3-4 nm, que puede llegar hasta 10 nm en determinados casos. Esto
indica que los motivos estan formados por unas pocas capas de moléculas. Ademas, en la
imagen de AFM 3D de la figura 4.3e se puede observar como las lineas de moléculas

estan dispuestas practicamente de forma perpendicular respecto a las distintas capas del
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grafito, a pesar de tener que salvar diferencias de altura debidas a dichas capas de hasta 6

nm.
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Figura 4.3: Imagenes de AFM de la deposicion sobre HOPG por LCW del compuesto 1 a partir de una
disolucion 10® M en octanol: (a) imagen de topografia y (b) la correspondiente imagen de fase. En ambas
imagenes la barra corresponde a 2.5 pm. En (c) se muestra una imagen de AFM 3D de una zona de 4.5x4.5
pm’ mientras que en (d) se muestra una imagen de AFM de topografia de otra zona. La barra corresponde a
1 um. Finalmente los perfiles de altura correspondientes a las zonas con y sin estructuras de compuesto 1

sobre HOPG se dan en (e).

Las lineas de moléculas mas homogéneas de 1 por LCW se consiguieron cuando se
usaron disoluciones de 1 en acetonitrilo con concentraciones de 10° M. Como se puede
apreciar en las imagenes mostradas en la figura 4.4, se consiguidé nanoestructurar las
moléculas de 1 formando lineas bien definidas con longitudes superiores a los 50 um. En
este caso, las réplicas de lineas formadas por moléculas tienen una anchura menor que en
el caso anterior, en torno a 300 nm, y estdn separadas unas de otras, de centro a centro,
por 1.65 um. Por lo que se refiere a las alturas, los perfiles indican una altura media de 10

nm, que puede llegar hasta 20 nm en determinados casos. De los resultados obtenidos
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podemos concluir que a mayor concentracion se forman nanoestructuras de 1 mas

estrechas pero de mas capas de moléculas en sustratos de HOPG.

Figura 4.4: Imagenes de AFM de topografia de la deposicion sobre HOPG por LCW del compuesto 1 a
partir de una disoluciéon 10 M en octanol. Las barras corresponden a 6.3 um en (a), 3.1 pmen (b) y 1.3 pm

en (c).

a. h. c

Figura 4.5: Imagenes de AFM de topografia de la deposicion sobre vidrio por LCW del compuesto 1 a

partir de una disolucion 10° M en octanol. Las barras corresponden a 6.3 pm en (a) y 1.3 pm en (b). En (c)

se muestra una imagen de AFM 3D de una zona de 5x5 pm® (c).

Una vez estudiados los motivos de 1 resultantes de la nanoestructuracion sobre sustratos
de HOPG, se procedid a estudiar ese mismo proceso para sustratos de vidrio. Para la
nanoestructuraciéon del compuesto 1 sobre vidrio se partié de una disolucion 10° M en
octanol. Los resultados de la estructuracion de 1 sobre vidrio se muestran en la figura 4.5,
donde se pueden observar lineas bien definidas formadas por islas de moléculas de entre 5
y 25 nm de altura y con més de 50 pm de largo. La anchura de las réplicas de lineas
formadas por moléculas es de unos 400 nm y estan separadas unas de otras, de centro a
centro, por 1.7 um, en consonancia con las dimensiones del sello utilizado. Los motivos

obtenidos sobre sustratos de vidrio son bastante similares a los obtenidos sobre
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superficies de HOPG para el compuesto 1, tanto en alturas de los motivos como en sus
anchuras, por lo cual se puede concluir que, en este caso, no se aprecia una influencia

significativa de la superficie sobre la estructuracion final del compuesto.

e Estructuracion por LCW del compuesto 4

La fluoresceina también se consiguié nanoestructurar mediante la técnica de LCW, tal y
como se demuestra en la figura 4.6. De manera analoga a como se hizo para el compuesto
1, también en este caso se realizd un estudio del efecto de las concentraciones de las
disoluciones de 4 empleadas sobre la morfologia final de las estructuras creadas. Los
resultados obtenidos muestran que para el compuesto 4, cuando se parte de disoluciones
de concentraciones mayores se obtienen réplicas de los motivos del sello mas anchos, a
diferencia de lo observado para el compuesto 1, para el que se obtenian estructuras de
mayor altura al aumentar la concentracion. Asi, por ejemplo, de las imagenes de AFM
sobre sustratos de HOPG registradas después de estructurar por LCW el compuesto 4 a
partir de disoluciones 10* M en etanol (ver figuras 4.6a y b), se comprueba que las
réplicas de lineas estan formadas por pequefias islas de moléculas de entre 2 y 4 nm de
altura, presentan una anchura de unos 550 nm y estan separadas unas de otras, de centro a

centro, aproximadamente por 1.7 pm.

Figura 4.6: (a-b) Imagenes de AFM de topografia de la deposicion sobre HOPG por LCW del compuesto 4
a partir de una disoluciéon 10 M en etanol. Las barras corresponden a 3.8 pm en (a) y 1.3 um en (b). (c)
Imagen de microscopia de fluorescencia de la deposicion sobre vidrio por LCW del compuesto 4 a partir de
una disolucion 10 M en etanol de su estado dianiénico de mayor ®@;. La barra corresponde a 7.5 um y las

condiciones de medida fueron Ae.= 488 nm y A.,, > 500 nm.
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Medidas realizadas para estructuraciones por LCW de fluoresceina sobre vidrio arrojan
resultados similares de alturas y anchuras de los motivos. En la imagen 4.6¢ se muestra
una imagen de microscopia confocal de fluorescencia de los motivos estructurados por
LCW del compuesto 4 sobre un sustrato de vidrio. En esta imagen se aprecian claramente
réplicas de lineas de fluoresceina que se extienden a lo largo del sustrato de vidrio con
longitudes de como minimo 90 um, lo que confirma la posibilidad de utilizar la técnica
LCW para estructurar el compuesto 4.

Las estructuras de fluoresceina depositadas por LCW sobre vidrio se utilizaron como
modelo para estudiar uno de los problemas que mas puede afectar al comportamiento
optico de compuestos fluorescentes, su fotodegradacic')n.3 En este caso concreto se
observa una pérdida significativa de la intensidad de fluorescencia de las lineas de 4
depositadas al irradiar continuamente con luz de Ae = 488 nm y focalizada con un
objetivo 63x (NA=1.4) sobre la muestra. Aunque es bien conocida la tendencia de la
fluoresceina a sufrir procesos de fotodegradacion, estos resultados indican la necesidad de

tener en cuenta el efecto de dichos procesos en futuros estudios del compuesto 1.

4.1.2 Nanoestructuracion por uCP

La técnica de pCP es una metodologia simple para estructurar moléculas en superficie por
medio de un sello polimérico blando, habitualmente polidimetilsiloxano (PDMS). Este
sello se debe recubrir primero con una disolucion del compuesto de interés. A
continuacion, se deja secar y se pone en contacto con un sustrato para inducir unos
patrones predeterminados sobre su superficie. Al producirse el contacto entre el sello de
PDMS vy la superficie del sustrato, las moléculas se transferirdn directamente de uno al
otro en pocos segundos.

En los experimentos de estructuracion por wCP de este trabajo de Tesis Doctoral se
utilizaron sellos de PDMS con distintos motivos (ver seccion experimental en el capitulo
8). En la figura 4.7 se muestran imagenes de microscopia optica y AFM de la superficie

de alguno de estos sellos.
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Figura 4.7: (a-b) Imagenes de microscopia Optica de dos zonas de un sello de PDMS utilizado para
depositar por uCP: (a) 4rea de 670x500 um?, y (b) 4rea de 1.5x1.1 mm’. (c-d) Imégenes de AFM de la
superficie de dos sellos de PDMS utilizados en deposiciones por nCP: (c) imagen 3D de topografia de un
sello formado por estructuras circulares de 5 pm de diametro y 850 nm de altura (area de 51x51 pm?), y (d)
imagen de topografia de otro sello formado por estructuras cuadradas de 500 nm de lado separadas entre si

por 1.5 um. La barra corresponde a 1.5 um en (d).

o  Estructuracion por uCP del compuesto 1 sobre vidrio

La deposicion del compuesto 1 sobre vidrio por uCP se realizé a partir de disoluciones
10° M en octanol de la especie al. Para ello, un sello de PDMS empapado con esa
disolucion fue secado con un flujo de nitrogeno y, a continuacion, puesto en contacto con
la superficie durante un corto periodo de tiempo. Inmediatamente tras retirar el sello de la
superficie de vidrio, se comprobd la eficacia del proceso de estructuracion tanto por AFM
como por microscopia de fluorescencia utilizando un microscopio dptico invertido (Zeiss
Axio Observer Z-1Im). A modo de ejemplo, en la figura 4.8 se muestra una imagen de
topografia y otra de fluorescencia de algunos de los diferentes motivos de 1 que se
consiguieron estructurar mediante el uso de sellos de PDMS. En la imagen de topografia
de AFM se muestra una zona con estructuras cuadradas de 2 um de lado del compuesto 1

y en donde se han depositado entre 10 y 40 nm de material. La fluorescencia procedente
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de esos motivos se puede observar en la imagen 4.8b debido a que se ha depositado el

estado con mayor rendimiento cuéntico de fluorescencia del compuesto 1.*

Figura 4.8: Imagenes de (a) AFM y (b) microscopia de fluorescencia de pequefios cuadrados del
compuesto 1 depositado por pCP sobre superficies de vidrio. Las barras corresponden a 2 pm en (a) y 5.6

pm en (b). La imagen de fluorescencia fue tomada con Ae =450 nm y Aep, > 515 nm.

o FEstructuracion por uCP del compuesto 4 sobre vidrio

En el caso del compuesto 4, se han utilizado con éxito sellos con motivos de diferentes
dimensiones y caracteristicas para estructurarlo sobre superficies de vidrio por uCP. La
deposicion se realizo desde disoluciones 10* M en etanol de ese compuesto en su estado
dianidnico. Las estructuras moleculares resultantes fueron caracterizas tanto por AFM
como por microscopia de fluorescencia, tal y como se muestra en la figura 4.9.

En la imagen 4.9a de AFM se muestran estructuras de 4 en forma de cuadrados de 5x5
um? y 20 nm de altura, mientras que en la figura 4.9c los motivos de ese compuesto
tienen apariencia de rejilla con alturas de material depositado de entre 15-35 nm y donde
zonas cuadradas de 20 um? quedan libres de material. Las correspondientes imégenes de
fluorescencia de todos esos motivos también se muestran en la figura 4.9, aprovechando

el fuerte caracter fluorescente del estado dianionico del compuesto 4 depositado.
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Figura 4.9: Imagenes de (a,c) AFM y (b,d) microscopia de fluorescencia del compuesto 4 depositado por
nCP sobre superficies de vidrio. La imagen de (a) corresponde a un area de 50x50 pm?, mientras que las
barras corresponden a 5 um en (b), 10 um en (¢) y 27.8 um en (d). Las imagenes de fluorescencia fueron

tomadas con Aee =450 nm y Aey, > 515 nm.

o FEstructuracion por uCP de los compuestos 1 v 4 sobre HOPG

Los resultados mostrados en los apartados anteriores confirman la viabilidad del uso de la
técnica de pCP para preparar estructuras de los compuestos 1 y 4 sobre vidrio, tal y como
se habia observado previamente para la técnica de LCW. A pesar de que ese tipo de
sustrato es el de mayor interés para posteriores estudios Opticos de las estructuras
resultantes, también se procedio a investigar la deposicion por pCP de 1y 4 sobre HOPG.
En este caso, y a pesar de que se utilizaron las mismas condiciones que habian dado
buenos resultados para sustratos de vidrio, no se observéd la formacion de capas bien
definidas de los compuestos 1 y 4 sobre grafito. Asi, independientemente de la
concentracion utilizada, esos compuestos se depositan en forma de islas. Dichas islas
tienen unas dimensiones de 5-7 nm de altura y unos 50 nm de ancho en el caso del
compuesto 1 y de 3-4 nm de altura y unos 30 nm de ancho en el caso del compuesto 4,

como se puede apreciar en la figura 4.10. Esta diferencia de comportamiento se atribuye

79



Capitulo 4

tentativamente al mayor caracter hidrofobo del HOPG. Es de esperar que el uso de
disolventes relativamente polares, asi como la presencia de grupos polares en los
compuestos 1 y 4, favorezcan una mayor interaccion con la superficie del vidrio, lo que
conduce a una transferencia eficiente de las moléculas desde el sello al sustrato. En
cambio, dicha transferencia podria estar desfavorecida para sustratos hidrofobos como el

HOPG.

Figura 4.10: Imagenes de AFM de topografia de la deposicion sobre HOPG por uCP de (a) el compuesto 1
a partir de una disolucion 10° M en acetonitrilo y (b) el compuesto 4 a partir de una disolucién 10 M en

etanol. Las barras corresponden a 1.9 pm en (a) y 0.9 um en (b).
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4.2 Actividad acido — base de las estructuras creadas por litografias

blandas

Una vez investigada la organizacion y nanoestructuracion mediante las técnicas de LCW
y uCP de los compuestos 1 y 4 en superficie, la siguiente etapa de esta parte del trabajo
de Tesis Doctoral consistid en estudiar su comportamiento 4cido — base. De obtener
resultados satisfactorios en este estudio, cualquiera de estos sistemas nanoestructurados se
podria considerar como un buen punto de partida para el desarrollo de un potencial sensor

de acidez s6lido-gas.

4.2.1 Optimizacion de las condiciones de medida

El estudio de la actividad acido — base de las estructuras de 1 y 4 creadas por LCW y uCP
sobre vidrio se llevo a cabo exponiendo las muestras a atmosferas de diferente acidez y
monitorizando in situ su comportamiento mediante medidas de microscopia de
fluorescencia. Para ello se utiliz6 un microscopio confocal de fluorescencia no comercial
desarrollado en nuestro grupo de investigacion, al cual se acopld una camara de gases
para poder controlar la acidez del medio en el que se encuentran las muestras sin
necesidad de retirarlas del equipo. Una descripcion detallada de ese microscopio se
encuentra en el capitulo 8 de esta memoria.

Mediante ese equipo, la fluorescencia de las estructuras de 1 y 4 se determind con Aeye =
532 nm. A esa longitud de onda, y aun asumiendo el mas que previsible ensanchamiento
del espectro de absorcion de esos compuestos al ser depositados en superficie (ver
capitulo 3), la excitacion de los compuestos 1 y 4 es bastante poco eficiente, ya que se
produce en el extremo mas desplazado hacia el rojo de su espectro de absorcion. Sin
embargo, el microscopio utilizado es lo suficientemente sensible como para detectar la
emision de las estructuras de 1 y 4 hasta a esas condiciones. Ademas, se observd que,
irradiando a Aexc = 532 nm, se minimizaban los efectos de fotodegradacion de los motivos
de los compuestos 1 y 4, lo cual es necesario para poder monitorizarlos durante el tiempo

requerido en los experimentos de caracterizacion de su actividad 4cido — base.
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Tal y como se ha comentado, en estos experimentos las estructuras de los compuestos 1y
4 fueron expuestas a atmosferas de diferente acidez, las cuales fueron obtenidas al hacer
pasar diferentes flujos de gases por el interior de la cdmara donde se encontraban las
muestras. Para modular la acidez de esos flujos, éstos se prepararon haciendo burbujear
una corriente de N, a través de una disolucion del correspondiente acido o base volatil.
Una determinacién aproximada del pH de estos flujos y, por lo tanto, de las
correspondientes atmosferas se obtuvo mediante el uso de papel indicador de pH
humedecido con agua.

Uno de los parametros clave de estos experimentos es la regulacion del flujo de 4cido o
base, dado que las moléculas de los compuestos 1 y 4 se hallan fisisorbidas sobre el
sustrato y, por lo tanto, sus nanoestructuras podrian no ser lo suficientemente estables.
Asi pues, si bien un flujo demasiado bajo podria conducir a una pérdida de sensibilidad,
el uso de un flujo de gas demasiado elevado podria conllevar una pérdida de Ia

nanoestructuracion. Ese es el caso del ejemplo que se muestra en la figura 4.11.

Figura 4.11: Imagenes de AFM del compuesto 1 estructurado por LCW sobre vidrio: (a) inicialmente antes
de pasar ningun flujo y (b) después de ser sometido a un flujo alto de HCI/N, y NH3/N,. (c) Imagen
ampliada de una zona que fue sometida a flujos altos. Las barras corresponden a 6.3 pm en (a) y (b) y 0.8

pm en (c).

En las iméagenes topograficas de AFM obtenidas antes y después de hacer pasar un flujo
fuerte de HCI/N, y NH3/N, sobre un sustrato de vidrio donde se ha estructurado el
compuesto 1 mediante la técnica LCW, se observa como se han perdido las estructuras
lineales de moléculas. Otro factor que también puede influir en ese proceso es la
naturaleza quimica del compuesto utilizado para acidificar o basificar la muestra. Asi, en

la figura anterior la destruccion de la estructura puede ser debida no solo al uso de un
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flujo excesivo, sino también al uso de amoniaco (NHj3) que es conocido que puede
reaccionar con el compuesto 1 en sucesivas reacciones de polimerizacién.5

Este mismo experimento se repitid con el uso de trietilamina (NEt;) en lugar de amoniaco
como especie basica. Se demostré por AFM que la degradacion sufrida por las estructuras
depositadas se minimiza significativamente, siempre y cuando se mantenga un flujo de
gas no demasiado elevado, como puede apreciarse en las imagenes de la figura 4.12. Para
ello, se depositd sobre vidrio el compuesto 1 por la técnica de LCW a partir de una
disolucién 10 M en acetonitrilo. La muestra obtenida se coloco en la camara de gases
del microscopio y fue sometido a un fluyjo de HCI/N, durante 30 segundos. A
continuacion, se retird del equipo para realizar medidas de AFM. Se procedié de igual
manera para someter la muestra al flujo de NEt3/N, y para la obtencion de la imagen de
AFM correspondiente. En las imdgenes de topografia de AFM tomadas se puede observar
que aunque hay cierto aumento de moléculas entre las lineas estructuradas, éstas se
conservan después de los correspondientes flujos de gas acido y bésico. De esta manera,
el numero de ciclos acido — base por tiempo de vida media de la muestra se incrementa

considerablemente.

Figura 4.12: Iméagenes de AFM del compuesto 1 estructurado por LCW sobre vidrio: (a)
nanoestructuracion inicial, antes de hacer circular ningan flujo; (b) tras pasar un flujo de HCI/N, y (c) tras

pasar un flujo de NEt;/N,. Las barras corresponden a 6.3 pm en todos los casos.

4.2.2 Actividad acido — base del compuesto 1

Una vez optimizadas las condiciones experimentales, se procedio6 a realizar el estudio de

la capacidad del compuesto 1 para actuar como un sensor acido — base en superficie. Las
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muestras para dicho estudio se prepararon a partir de una disolucién 10* M de la forma
anionica del compuesto 1 en acetonitrilo mediante la técnica de LCW. Los resultados
obtenidos aplicando este procedimiento se muestran en la figura 4.13.

La secuencia de imagenes de microscopia confocal de fluorescencia de esa figura muestra
una misma zona del sustrato que se somete a un flujo optimizado de vapores acidos
(HCI/N,, pH~2) y basicos (NEts/N,, pH~12) de forma ciclica. Asi, la imagen (a) fue la
obtenida inicialmente justo después de la nanoestucturacion por LCW y exponiéndola al
aire (pH~6). En las iméagenes (b) y (c) se muestra la misma zona después de haber sido
expuesta de forma consecutiva a vapores acidos y basicos, respectivamente. En la imagen
(d) se muestra la etapa final después de parar el flujo de gases y dejar que la muestra se

equilibrara al aire (pH~6).

Figura 4.13: Imagenes consecutivas de microscopia confocal de fluorescencia del compuesto 1
estructurado por LCW sobre vidrio a partir de una disolucion 10* M en acetonitrilo (14x14 pm?): (a)
nanoestructuracion inicial, antes de pasar ningun flujo de gas (pH~6); (b) tras pasar flujo de gas acido
(HCI/N,, pH~2); (¢) tras pasar un flujo de gas basico (NEt;/N,, pH~12); (d) en aire. Todas las imagenes

fueron tomadas con Ae. = 532 nm y Aep, > 550 nm.

Una vez tomadas las imagenes, se determinaron las intensidades de fluorescencia para
cada una de ellas haciendo un promedio de los valores tomados en una misma area, en
concreto la mostrada dentro del recuadro blanco de la figura 4.13a. Los resultados
obtenidos se muestran en la figura 4.14. Inicialmente, cuando la superficie estructurada
del compuesto 1 esta al aire (pH~6) se obtiene un valor de intensidad de fluorescencia en
las lineas de moléculas de aproximadamente 35 kcuentas s”. Esta fluorescencia, en
principio, deberia provenir de la forma anidénica del compuesto 1, que es la forma
predominante en la disolucién de acetonitrilo de la cual se parte para hacer la
estructuracion. Cuando la superficie se expuso a vapores acidos (pH~2) se produce un

descenso de la intensidad de fluorescencia debido a la protonacion de la forma anidnica
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para dar lugar a las formas neutra y cationica, especies que son poco o nada fluorescentes
bajo las condiciones experimentales usadas. La pequefia intensidad de fluorescencia
detectada, aproximadamente 20 kcuentas s, podria ser debida a la interconversion hacia
la forma cationica de 1 ya que, con respecto a la forma nl, presenta espectros de
absorcion y emision mas compatibles con las condiciones experimentales utilizadas. Al
pasar seguidamente y sobre la misma superficie una corriente de vapores basicos de
trietilamina (pH~12), se observd un incremento sustancial de la intensidad de
fluorescencia, que tomé un valor aproximado de 70 kcuentas s”. Este valor es mucho
mayor que el obtenido para la muestra preparada inicialmente. Sin embargo, cuando
finalmente esa misma muestra se expone a las condiciones atmosféricas (pH~6), se
aprecia un descenso de la intensidad de fluorescencia hasta un valor de 35 kcuentas s,

que es practicamente idéntico al obtenido inicialmente.
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Figura 4.14: Intensidad media de fluorescencia correspondiente a las imagenes de la figura 4.13. Los
perfiles se obtuvieron promediando la sefial de la region confinada dentro del rectangulo blanco mostrado

en la figura 4.13a.

A la vista de estos datos se puede asumir que la intensidad de 35 kcuentas s obtenida
inicialmente se corresponde con la coexistencia de las formas anidnica y neutra a
condiciones ambientales (pH~6) y a pesar de haber llevado a cabo la deposicién del

compuesto 1 desde una disolucion de su forma anidnica. En cambio, la intensidad de 70
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kcuentas s corresponderia a una mayoria de especie anionica que se obtiene cuando se
somete la muestra a vapores basicos, produciéndose una desprotonacion masiva de 1. Esta
conclusion se ve reforzada por el hecho de que se observa una disminucion hasta la mitad
del valor de intensidad de fluorescencia, una vez la muestra tratada con vapores basicos
se deja en contacto de nuevo con la atmodsfera. Esto se debe probablemente a la
protonacion parcial de la especie anidnica en contacto con ciertos punto acidos del vidrio,
asi como, mas probablemente a la desorcidon y evaporacion de la trietilamina remanente
en la nanoestructura. De hecho, procesos parecidos podrian también producirse al
depositar la disolucion de al sobre la superficie, ya que el contracation de esa especie en
la disolucién es el 16n amonio. De esta manera, se explicaria el comportamiento
observado en la figura 4.13a. Finalmente, cabe destacar de nuevo que la imagen 4.13d
obtenida después de reexponer la muestra al aire es practicamente idéntica a la obtenida
inicialmente, hecho que confirma la reversibilidad del proceso acido — base, y por lo

tanto, la estabilidad de las nanoestructuras del compuesto 1.

4.2.3 Actividad &cido — base del compuesto 4

Las muestras que fueron motivo de estudio en este apartado se prepararon a partir de una
disolucion 10* M de la forma aniénica de 4 en etanol mediante la técnica de LCW. Los
motivos resultantes estdn compuestos por lineas paralelas de unos 800 nm de ancho que
resultaron ser ligeramente fluorescentes al aire (pH~6), tal y como se muestra en la
imagen 4.15a. Este hecho se debe a que bajo las condiciones experimentales usadas, la
molécula se encuentra principalmente en su estado monoanioénico, que es ligeramente
fluorescente. A continuacion, la exposicion de los motivos a un flujo de gas acido,
HCI/N; (pH ~ 2), indujo la formacion del estado neutro no fluorescente, como se muestra
en la figura 4.15b. Por el contrario, la exposicion a un flujo de NEt3/N, (pH ~ 12) provocd
la formacion de la especie dianidnica, altamente fluorescente (ver figura 4.15c). De los
perfiles de intensidad mostrados en la figura 4.15d se deduce un aumento de la emision de
fluorescencia de las lineas del compuesto 4 al aumentar el pH. Asi, se obtuvieron valores
promedio de intensidad de fluorescencia de 12, 55 y 141 kcuentas.s” para las medidas

realizadas a pH =2, 6 y 12, respectivamente.
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La tendencia observada para este compuesto estructurado en vidrio es coherente
con la que ya se describi6 para el compuesto en disolucioén. Los estados no fluorescentes
de 4, cationico y neutro (@ ~ 0), se deben formar a pH~2, de acuerdo a la baja intensidad
de emision medida. Un aumento de la basicidad hasta un valor de pH~6 debe conducir a
la formacion mayoritaria del estado monoaniénico (@ = 0.37), lo que resulta en un
aumento significativo de la emision. Por ultimo, otro aumento del pH hasta un valor
aproximado de 12 debe dar lugar a la formacion del estado dianionico altamente

fluorescente (®@¢= 0.93) y al valor maximo de emision.
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Figura 4.15: Imagenes consecutivas de microscopia confocal de fluorescencia del compuesto 4
estructurado por LCW sobre vidrio desde una solucion 10™* M en etanol: (a) nanoestructuracion inicial antes
de pasar ningun flujo (aire, pH~6); (b) tras pasar un flujo de gas acido (HCI/N,, pH~2); y (c) tras pasar un
flujo de gas basico (NEt;/N,, pH~12). Las barras corresponden a 3.6 pm en todos los casos. En (d) se
muestra la intensidad media de fluorescencia de las imagenes correspondientes. Los perfiles se obtuvieron
promediando la sefial de la region confinada dentro del rectangulo blanco mostrado en la figura (c). Todas

las imagenes fueron tomadas con Aexe = 532 nm y Ay, > 550 nm.

Para confirmar la naturaleza de los distintos estados del compuesto 4 presentes sobre

superficie en funcion del pH, se realizaron medidas de espectroscopia Raman en
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colaboracion con el Dr. Francesc Alsina del Departamento de Fisica de la Universidad
Autonoma de Barcelona (UAB). Para maximizar la seial, dichas medidas se realizaron
para peliculas delgadas de 4 depositadas por “drop casting” sobre vidrio y sometidas a los
flujos de gas neutro, 4cido y basico. Unicamente a las condiciones de pH~6 y pH~12 se
pudo obtener sefial Raman, que se muestra en la figura 4.16. Por comparacion con los
datos conocidos para fluoresceina en disolucion,® se puede confirmar que las moléculas
del compuesto 4 expuestas al aire se hallan en su estado monoanidnico (picos
caracteristicos a 1185, 1331, 1418, 1556 y 1598 cm'l), mientras que se encuentran en su

estado dianioénico en atmosferas de pH~12 (picos caracteristicos a 1170 y 1309 cm™).
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Figura 4.16: Espectros Raman de peliculas delgadas del compuesto 4 depositados por “drop-casting” sobre

superficies de vidrio: (a) expuestas al aire (pH~6); (b) bajo atmosfera basica (pH~12).

Asi pues, los estudios acido — base presentados en este apartado demuestran que las
nanoestructuras de 1 y 4 depositadas sobre vidrio mantienen su capacidad para responder
a cambios de pH. En ambos casos, las variaciones de fluorescencia observadas con el pH
fueron instantaneas (menos de 1 s). Por lo tanto, esto sugiere que hay una difusion muy
répida del gas a través de las estructuras fisisorbidas, lo cual se debe ver favorecido por el
caracter amorfo del material depositado (ver secciones anteriores). También es importante
hacer hincapié¢ en que la sensibilidad de las muestras estructuradas es superior a la
observada para las peliculas continuas correspondientes. Esto es debido al contraste
existente entre la respuesta de las zonas estructuradas con respecto a las no estructuradas,
lo que permite eliminar el efecto del ruido de fondo sobre las intensidades de
fluorescencia medidas. Por ejemplo, para el compuesto 4 se determind un aumento de
intensidad de fluorescencia entre pH=12 y pH=2 (Fyu=12/Fpn=2) de 23 para las estructuras

creadas por LCW, una vez tenida en cuenta la correccion por la sefial medida en las zonas
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no estructuradas. En cambio, para una pelicula continua del compuesto, para la cual dicha
correccion no puede ser aplicada, se determind un valor significativamente mas bajo
(Fpu=12/Fpu= = 13). De la misma forma, para el compuesto 1 se determind un valor de
Fpu=12/Fpu=2 = 6.0 para las estructuras creadas por LCW, mientras que para una pelicula
de ese compuesto se determin6 un valor de 4.1. Esto representa otra clara ventaja de la

nanoestructuracion de superficies funcionales para fines sensores.
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4.3 Estructuracién mediante union covalente con la superficie

A pesar de la alta sensibilidad a cambios de pH y de la gran rapidez de respuesta
demostrada por las nanoestructuras de 1 y 4 fisisorbidas sobre vidrio, su uso ain presenta
dos inconvenientes: (1) estas estructuras muestran una estabilidad limitada tras la
exposicion a varios ciclos de gases acido — base, y (2) no pueden abordar la deteccion de
pH en muestras liquidas, ya que ello destruye los motivos generados. Para superar tales
inconvenientes, se han fabricado motivos estructurados en superficies por uCP de un
derivado del compuesto 4 que puede ser anclado quimicamente mediante enlace

covalente a soportes solidos.

4.3.1 Optimizacion de la metodologia de preparacion de las estructuras

Para llevar a cabo la estructuracion mediante unién covalente con la superficie, tanto el
compuesto como el sustrato deben presentar grupos quimicos adecuados que reaccionen
de manera eficaz. Para ello, el primer paso requerido es funcionalizar el sustrato. En
concreto, basandonos en técnicas bien establecida.s,7 se procedi6 a la funcionalizacion de
los sustratos de vidrio con monocapas autoensambladas (SAM) de aminosilanos. En este
trabajo dicha funcionalizacion se realizd con N-(6-aminohexil)-aminopropil
trimetoxisilano (AHAPS), tal y como se describe en detalle en el capitulo 8 de la
memoria. Los alcoxisilanos reaccionan de manera muy eficiente con los grupos hidroxilo
de la superficie del vidrio, de manera que el grupo amino terminal de la cadena queda
expuesto hacia el exterior para reaccionar covalentemente con la molécula diana. Como
compuesto diana se escogio el isotiocianato de fluoresceina (FITC, compuesto 5, figura
4.17a). Este es un derivado comercial del compuesto 4 que es ampliamente usado para
tinciones celulares en biologia, y cuyo grupo isotiocianato puede reaccionar con los
grupos amino del sustrato funcionalizado con gran facilidad. Los resultados obtenidos
después de su estructuracion con uCP sobre vidrio recubierto con una SAM de
aminosilanos se muestran en la figura 4.17c. La imagen de fluorescencia de una zona de
170x130 pm? revela los motivos anclados del compuesto 5 en forma de circulos de 5 pm

de diametro.
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Figura 4.17: (a) Estructura del compuesto 5. (b) Esquema de una superficie funcionalizada con una SAM
de aminosilanos sobre la que se deposita el compuesto 5. (c) Imagen de fluorescencia del compuesto 5
depositado por pCP sobre una superficie funcionalizada de vidrio después de realizar varios lavados. La

barra corresponde a 10 um. La imagen de fluorescencia fue tomada con Ag. =450 nm y Ae, > 515 nm.

4.3.2 Actividad acido — base del compuesto 5

Los ensayos 4cido-base de las muestras del compuesto 5 estructurado y anclado
covalentemente sobre vidrio se realizaron utilizando el mismo equipo empleado en la
deteccion de fluorescencia en muestras sometidas a distintos flujos de gases. En este caso,
sin embargo, se sustituyd la cdmara de gases por una camara de liquidos. Las disoluciones
acidas y bdasicas que se utilizaron en estos experimentos son disoluciones tampdén con
valores de pH ajustados a2, 6y 12.

Como se describi6é previamente para las nanoestructuras fisisorbidas, en el caso de las
estructuras de 5 unidas covalentemente al sustrato también se observd un aumento
continuo de la emision de fluorescencia con el pH, tal y como se muestra en la figura
4.18. De hecho, los valores promedio de intensidad de fluorescencia determinados fueron
de aproximadamente 250, 500 y 750 kcuentas s* a pH = 2, 6 y 12 respectivamente. Esto
representa un aumento de intensidad de fluorescencia Fyn-12/Fpu=> = 4.6, que es un valor
considerablemente més pequefio que los obtenidos para las estructuras fisisorbidas de los
compuesto analogo 4. Este hecho es debido, probablemente, a que la influencia de la
superficie o las interacciones intermoleculares en las propiedades de emision son
diferentes segun sea la estructuracion, por deposicion directa o por enlace covalente. En

este segundo caso, la interaccion de los fluordforos indicadores de pH con las moléculas
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de la SAM que recubre la superficie parece disminuir su capacidad para responder a

cambios de acidez, tal y como se ha descrito en trabajos previos.8
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Figura 4.18: (a-c) Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia del compuesto 5 depositado por pCP
sobre una superficie funcionalizada de vidrio y expuesto a muestras liquidas de diferente pH: (a) pH=2; (b)
pH=6; (c) pH=12. Las barras corresponden a 10 um en todos los casos. En (d) se muestra la intensidad
media de fluorescencia de los motivos de 5 cuyos perfiles se obtuvieron promediando la sefial para cada una

de las imagenes (a-c).

De hecho, cuando se comparan las propiedades Opticas de 4 y 5 en disolucion con
respecto a las medidas sobre superficie, se observa claramente que el tipo de deposicion
realizada influye sobre ellas. Asi, es conocido que los espectros de emision de 4 y 5 en
disolucion acuosa a pH=9 presentan sus maximos a 514 nm y 519 nm, respectivamente,
mientras que tienen parecidas anchuras. En cambio, el espectro del compuesto 4
fisisorbido en vidrio resultd ser 8 nm mas amplio y estar desplazado 7 nm hacia el rojo en
comparacion con el espectro del compuesto 5 unido covalentemente a ese sustrato, tal y
como se muestra en la figura 4.19a. Esto demuestra claramente que al depositar una
molécula en superficie sus propiedades Opticas pueden variar sensiblemente como
consecuencia de las nuevas interacciones intermoleculares o molécula-sustrato que se va

a encontrar en el nuevo medio. De hecho, la figura 4.19b demuestra que las propiedades
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opticas de 5 en disolucion y quimisorbido sobre vidrio al mismo pH son claramente

diferentes.
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Figura 4.19: (a) Espectros de emision de fluorescencia del compuesto 4 fisisorbido sobre una superficie de
vidrio y del compuesto 5 anclado covalentemente a un sustrato de vidrio funcionalizado con aminosilanos.
(b) Espectros de emision de fluorescencia del compuesto 5 en disolucion acuosa y anclado covalentemente

a un sustrato de vidrio. En todos los caso se excitaron las muestras a A= 405 nm.

Por ultimo, se evaluo la robustez y la reproducibilidad de las estructuras del compuesto 5
unidas por enlaces covalentes a sustratos de vidrio frente a las variaciones de pH. Para
ello, se realizaron cinco exposiciones consecutivas de esas estructuras a disoluciones
acuosas de pH acido (pH=2) y basico (pH=12) y se midi6é simultaneamente su sefial de
fluorescencia. En la figura 4.20 se muestran las intensidades de emision promedio
obtenidas para los motivos del compuesto 5 en esas medidas a pH = 2 y pH = 12, las
cuales se corresponden con valores de 115 y 295 kcuentas s, respectivamente. Los
valores repetitivos de intensidad de fluorescencia determinados indican la ausencia de
degradacion de la superficie analizada y confirman su aplicacién potencial para llevar a

cabo medidas de pH reproducibles y sensibles.
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Figura 4.20:

400 -

Fluorescencia (u. arb.)

300 -

200 4

100 4

®rH2 @ pH12

VA

n® de ciclos

Intensidades de fluorescencia promedio medidas para motivos de compuesto 5

quimiadsorbidos sobre vidrio al ser sometidos a ciclos consecutivos de exposicion a disoluciones de pH=2 y

pH=12.
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4.4 Conclusiones

En este capitulo se ha descrito la fabricacion de estructuras de compuestos fluorescentes
sensibles al pH en superficie por medio de dos técnicas litograficas blandas: LCW y puCP.
Dichos compuestos han sido depositados tanto de forma directa por fisisorcion, como
mediante anclaje quimico a la superficie. A continuacion, las propiedades Opticas y
actividad acido — base de las estructuras resultantes ha sido investigada a nivel micro- y
nanométrico. Las principales conclusiones obtenidas en estos estudios se presentan a

continuacion.

¢ Se ha demostrado la viabilidad de las técnicas de LCW y uCP para estructurar los
compuestos 1 y 4 en superficie mediante deposicion directa (fisisorcion). La
técnica de LCW ha dado buenos resultados tanto para sustratos hidréfilos (vidrio)
como hidréfobos (HOPG). Sin embargo, la técnica de uCP so6lo ha funcionado de
forma satisfactoria sobre vidrio, hecho que es atribuido al caracter polar de los

compuestos 1y 4.

% Las estructuras de los compuestos 1 y 4 fisisorbidas sobre vidrio mantienen la
dependencia de sus propiedades fluorescentes con variaciones de la acidez del
medio. Ademas, la estructuracion de las moléculas asegura respuestas rapidas y
sobre todo un mayor contraste en los cambios de fluorescencia observados con la

acidez del medio, y por lo tanto una mayor sensibilidad.

% Las estructuras fisisorbidas de 1 y 4 sobre superficie muestran estabilidad limitada

tras hacer circular diversos flujos de gas de diferente acidez.

X/

+ La union covalente del fluordforo 5 derivado de fluoresceina a sustratos de vidrio
no solo ha conducido a un aumento considerable de su estabilidad sino que

también ha permitido medidas de pH de muestras liquidas.
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++ Las variaciones de las propiedades moleculares de absorcion y emision asociadas
a variaciones o interacciones intermoleculares al ser depositadas en superficie

varian segun los compuestos estén fisisorbidos o quimisorbidos sobre el sustrato.

++ Se han establecido las bases para el desarrollo de futuros sensores de acidez de

amplio rango basados en sistemas moleculares nanoestructurados.
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CAPITULO 5

Nanoestructuracion por

Nanolitografia de “Dip Pen”

En el capitulo 4 se ha mostrado como las técnicas de litografia blanda LCW y uCP
permiten la micro- y nanoestructuraciéon de compuestos fluorescentes sensibles al pH de
una manera sencilla, econémica y masiva. Sin embargo, la disminucidon aun mayor de
los motivos creados, asi como la fabricacion de superficies nanoestructuradas con mas
de una sustancia diferente, dificilmente pueden ser alcanzadas mediante estas
metodologias. Una técnica que se ha propuesto para superar estas limitaciones es la
nanolitografia de “dip pen” (DPN), a la cual se dedican los capitulos 5 y 6 de esta
memoria de Tesis Doctoral. En concreto, en el capitulo 5 se describen los resultados
obtenidos al aplicar esta metodologia a la nanoestructuracion de la fluoresceina
(compuesto 4) sobre superficies de forma directa, sin una funcionalizacidon previa ni de
las moléculas ni del sustrato.

Los objetivos de esta parte del trabajo han sido explorar: (1) en qué condiciones debe
llevarse ese proceso y cudl es su efecto sobre la morfologia de las estructuras creadas,
(2) si dichas condiciones pueden ser generalizadas para la deposicion de otros
compuestos fluorescentes, (3) la posibilidad de paralelizar la fabricacion de
nanoestructuras por DPN para alcanzar mayores velocidades de deposicion, y (4) cuales
son las propiedades Opticas y su comportamiento frente a variaciones de pH de las

nanoestructuras de fluoresceina generadas por DPN.
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5.1 Nanoestructuracion por nanolitografia de “dip pen” en paralelo

Como ya se comentd, la nanolitografia de “dip pen” es una metodologia de
nanoestructuracion basada en sondas de barrido y en la cual una punta de AFM
impregnada con una disolucion del compuesto de interés se usa para crear estructuras
sobre la superficie de un sustrato. En esta técnica, la materia que recubre la punta de
AFM se deposita a través del menisco de agua que se forma cuando ésta toca la
superficie.

La nanolitografia de “dip pen” es una técnica muy prometedora para la estructuracion
de una amplia gama de materiales en superficies a escala nanométrica, debido a sus

capacidades de escritura directa y a su alta resolucion. Es por este motivo que se ha
e . . . . (. L 1
utilizado para depositar sustancias tan diversas como moléculas organicas pequeiias,

polimeros,2 biomoléculas,3 0 nanoparticulas.4 En particular, esta metodologia también
se ha empleado para llevar a cabo la nanoestructuracion de compuestos fluorescentes,
como la rodamina 6G, el rojo acido 8 o la lisamina.” Sin embargo, la técnica de DPN
todavia no ha sido explotada para la fabricacion de sensores quimicos. Es por ello que
en esta Tesis Doctoral se ha investigado su aplicacion en la deposicion de
quimiosensores Opticos de acidez, como por ejemplo, algunos de los compuestos
fluorescentes sensibles al pH tratados en capitulos anteriores.

Con respecto a las técnicas litograficas basadas en el uso de sellos, la nanolitografia de
“dip pen” presenta dos grandes ventajas. Por un lado, como la materia se deposita
mediante una punta de AFM de dimensiones nanométricas, se pueden crear con mayor
facilidad estructuras de menor tamano por DPN. Asi, se ha conseguido depositar
motivos de tioles sobre superficies de oro con didmetros minimos de 15 nm.° Por otro
lado, dado que la deposicion se realiza de forma local mediante dicha punta, se pueden
realizar deposiciones secuenciales con puntas impregnadas con sustancias diferentes
que permiten la fabricacion de matrices combinadas de diversos compuestos a escala
nanométrica.’

Como contrapartida, y al estar basada en el uso de sondas locales de barrido, la técnica
de DPN presenta intrinsecamente una velocidad de deposicion mucho menor que las

alcanzadas con litografias blandas como LCW o uCP. Para mejorar esta situacion, asi
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como para facilitar la deposicion de multiples sustancias de forma simultdnea, se ha
desarrollado la técnica de nanolitografia de “dip pen” en paralelo (pDPN).

El primer ejemplo de nanoestructuracion por pDPN fue descrito por el grupo del Prof.
C. Mirkin de la Universidad de Northwestern (Chicago, EEUU), quienes demostraron la

posibilidad de depositar compuestos desde un conjunto de ocho puntas de AFM en lugar

de solo una.® Para ello, en vez de utilizar un “chip” con una punta de AFM construyeron
un “chip” con ocho puntas de AFM idénticas y situadas equidistantes unas de otras.
Inspirados por ese trabajo, hoy en dia se comercializan “chips” multipunta uni- y
bidimensionales de DPN. Los “chips” unidimensionales incluyen desde 2 hasta 52
puntas, mientras que el “chip” bidimensional comercial posee 55000 puntas de AFM.
En la figura 5.1a se muestra una imagen de microscopia optica de uno de estos “chips”.

Por otro lado, se han creado dispositivos de microfluidica para poder recubrir, de
manera sencilla y en un solo paso, todas las puntas de esos “chips” con la misma
disolucion o cada punta con una disolucion diferente. Estos dispositivos estan
compuestos por un cierto numero de reservorios de 2 mm de diametro donde se deposita
una pequefia cantidad de la disolucion del compuesto de interés. A su vez, estos
reservorios estdn comunicados a través de microcanales con otros mucho mas pequefios
(20 pm de diametro) y que estan dispuestos estratégicamente para que se puedan
sumergir en ellos las puntas de los “chips” unidimensionales, que asi quedaran
impregnadas de las sustancias que contienen. En la figura 5.1b se muestra la imagen de

microscopia optica de uno de estos dispositivos de microfluidica.

VYNV YY Ll

Figura 5.1: (a) Imagenes de microscopia optica de un “chip” unidimensional que contiene doce puntas de

AFM para realizar nanolitografia de “dip pen” en paralelo. (b) Imagenes de microscopia Optica de un
dispositivo de microfluidica usado para impregnar esas puntas, donde se muestran seis reservorios de 2

mm de diametro y, en la ampliacion, los seis reservorios de 20 um donde se cargan las puntas.
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Dada la potencialidad de la técnica de pDPN para llevar a cabo la nanoestructuracion de
una o mas sustancias de forma controlada, en esta Tesis Doctoral se ha investigado su
aplicacion a la deposicion sobre superficie de moléculas sensibles al pH. En concreto,
en este capitulo se describe el uso de pDPN para la fabricacion de nanoestructuras de
fluoresceina, un compuesto fluorescente cuyas propiedades opticas se hallan descritas

en el capitulo 3.
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5.2 Nanoestructuracion del compuesto 4 por pDPN

5.2.1 Optimizacion de las condiciones de deposicion

Antes de proceder a la fabricacién de nanoestructuras por pDPN, es necesario establecer
y optimizar las condiciones a las que este proceso debe llevarse a cabo. Dichas
condiciones dependen de un gran numero de factores: material de las puntas, naturaleza
del sustrato, disolvente y compuesto a depositar utilizados, concentracion de la solucion
con la que se impregnan las puntas, fuerza aplicada a las puntas y tiempo de contacto
sobre la superficie, etc. Estos factores gobiernan la morfologia final de las
nanoestructuras creadas. A continuacion, se describen cuales han sido las condiciones
empleadas para la nanoestructuracion del compuesto 4 en este capitulo.

Por un lado, las puntas seleccionadas para llevar a cabo la deposicion de fluoresceina
por pDPN fueron las presentadas en la imagen 5.la, los “chips” comerciales que
presentan doce puntas (Type-M DPN Probes, Nanolnk, Inc., EEUU). Dichas puntas son
de nitruro de silicio y se utilizaron segln se recibieron de fabrica.

Para llevar a cabo la funcionalizacion de las puntas de AFM utilizadas, se ha seguido la
metodologia descrita en la bibliografia para la deposicion por DPN de proteinas, que

consiste en el uso de mezclas de glicerol y tampoén fosfato salino (PBS) para disolver el

compuesto a nanoestructurar.” El papel que juega el glicerol en esta mezcla es tanto el
de aumentar la viscosidad de la disolucion, asi como evitar la evaporacion de la gota de
disolucion usada en el dispositivo de microfluidica utilizado para impregnar las puntas
de AFM. Asi pues, en este trabajo se disolvio la sal sddica comercial del compuesto 4
en una disolucién formada por un 90% de PBS (50 mM tampon fosfato, pH 7.3, 150
mM NaCl) y por un 10% de glicerol.

A continuacidn, se adicionaron unas cuantas gotas de disolucion a los reservorios de un
sistema microfluidico comercial (Inkwell, Nanolnk, Inc., EEUU, ver imagen 5.1b) y las
doce puntas del “chip” unidimensional utilizado se sumergieron en los reservorios de
menor tamafio de dicho sistema. Esto dio lugar a un recubrimiento homogéneo de cada
una de las doce puntas con la disolucion del compuesto 4, que finalmente fueron puestas

en contacto con el sustrato de interés para crear motivos de fluoresceina sobre su
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superficie en forma del patron deseado mediante un equipo de pDPN comercial
(NSCRIPTOR, Nanolnk, Inc., EEUU).

En primer término, y debido al interés posterior de analizar las propiedades Opticas de
las nanoestructuras del compuesto 4 creadas, la deposicion por pDPN se intento
directamente sobre superficies de vidrio. Desafortunadamente, no se obtuvieron
resultados satisfactorios debido a que el sustrato, altamente hidrofilico, mostraba una
gran afinidad por la disolucion acuosa de fluoresceina de las puntas, por lo cual no se
pudieron preparar motivos de tamafos suficientemente pequefios (diametros superiores
a 1 um en todas las condiciones ensayadas). Para evitar este problema, y teniendo en
cuenta los precedentes de la bibliograﬂa,9 se realizo la deposicion del compuesto 4 por
pDPN sobre sustratos de vidrio recubiertos por una fina capa de oro. En concreto,
dichos sustratos se prepararon mediante la evaporacion consecutiva de 2 nm de titanio
y, seguidamente, 7 nm de oro sobre una superficie de vidrio. De esta manera se
obtuvieron sustratos semi-transparentes, lo cual era necesario para los estudios de
microscopia Optica que se habian de realizar posteriormente, y con mucho menos
caracter hidrofilico, lo que ayudaria a la formacion de motivos de fluoresceina mas
pequenos. Sobre esos sustratos, los experimentos de pDPN se realizaron a temperatura
ambiente y manteniendo una humedad constante del 35%.

Una vez establecidas estas condiciones de deposicion, se investigo el efecto del tiempo
de contacto entre la punta y el sustrato, y de la concentracion de partida del compuesto
en la mezcla glicerol/PBS sobre el tamafio final de las nanoestructuras creadas.

En la figura 5.2 se muestran los resultados obtenidos al analizar el efecto del tiempo de
contacto punta-superficie sobre la deposicion del compuesto 4. Para ello se cred una
matriz de 3x3 puntos separados entre si por 4 pum, donde al ir aumentando
sistematicamente el tiempo de contacto punta-sustrato se obtuvieron nanoestructuras
con tamafios mas grandes (desde 0.05 segundos hasta 8 segundos, ver imagen 5.2a).
Claramente, se prepararon puntos con diametros de 700 nm, 580 nm y 470 nm y alturas
de 52 nm, 43 nm y 29 nm para los tiempos de contacto de 4 s, 0.8 s y 0.1 s,

respectivamente, tal y como se muestra en la figura 5.2b.
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Figura 5.2: (a) Imagen de AFM de topografia de una matriz del compuesto 4 (3x3 puntos) fabricada por
pDPN, en el que cada punto se ha creado con tiempos de contacto diferentes, tal y como se indica en la
figura. La barra corresponde a 2 um. En la figura (b) se muestra la imagen topografica en 3D de (a). Los

perfiles de altura correspondientes a cada una de las tres filas de puntos se muestran en la figura (c).

Por otro lado, en la figura 5.3 se muestran los resultados obtenidos al analizar el efecto
de la concentracion del compuesto 4 en la disolucion utilizada para impregnar las puntas
sobre el tamafio de las nanoestructuras creadas. Con este objetivo se prepard una matriz
combinada partiendo de dos soluciones del compuesto 4 con diferentes concentraciones
(0.1 My 0.01 M en glicerol/PBS), tal y como se muestra en la imagen 5.3a. Para
efectuar dicha matriz se utilizaron dos puntas consecutivas que se sumergieron cada una
de ellas en una de las dos disoluciones del compuesto 4. Posteriormente, se litografio
una matriz de 4x4 puntos separados entre si por 8 um con la primera de las puntas (¢ =
0.1 M). Finalmente, se litografié una matriz, intercalada con la primera, de 3x3 puntos
separados entre si por 8 um con la segunda punta (¢ = 0.01 M). El tiempo de contacto
punta-sustrato se mantuvo constante a 2 s. Los perfiles topograficos de la imagen 5.3b
muestran que los motivos obtenidos con la disolucion 0.1 M presentan 18.5 nm en
altura y 470 nm de anchura, mientras que son de 16.5 nm en altura y 260 nm en

diametro para la disolucién 0.01 M. De estos datos se puede concluir que al disminuir
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un orden de magnitud la concentracion del compuesto de interés en la disolucion con la
que se impregnan las puntas, la anchura de los motivos se reduce en un 45%, mientras

que la altura de los motivos disminuye solo en un 11%.
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Figura 5.3: (a) Imagen de AFM de topografia de una matriz combinatoria del compuesto 4 en la que los
puntos de la 17, 3%, 5% y 7* filas han sido creados partiendo de una disolucion 0.1 M de este compuesto en
una mezcla glicerol/PBS, mientras que los puntos de la 2%, 4* y 6* filas se han depositado utilizando una
disolucion 0.01 M. En ambos casos, el tiempo de contacto punta-superficie fue de 2 s. La barra de la
imagen se corresponde a 4 um. En la figura (b) se muestra la imagen topografica en 3D de (a).Los
perfiles de altura correspondientes a las lineas de puntos creados a partir de ambas disoluciones se

muestran en (c).

En cualquier caso, variando ese parametro y el tiempo de contacto punta-superficie, se
pueden preparar nanoestructuras del compuesto 4 fisiadsorbidas sobre superficies de oro
con diametros desde 950 nm hasta 96 nm y alturas desde 60 nm a 6 nm. En la figura 5.4
se muestran imagenes de AFM de una matriz donde se consiguieron didmetros en torno

a los 100 nm medidos a altura media (FWHM).
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Figura 5.4: (a) Imagen de AFM 3D de topografia (1.6x0.5 um?®) de tres puntos del compuesto 4
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pertenecientes a una matriz creada por pDPN. El perfil de altura correspondiente a dichos puntos se
muestra en (b). En la figura (c) se muestra la imagen AFM 3D de topografia de una zona mas amplia de

dicha matriz (6.2x5.2 pm?).

5.2.2 Nanoestructuracién del compuesto 4

Una vez establecidas las condiciones Optimas para la deposicion del compuesto 4 por
pDPN, se procedi6 a llevar a cabo la nanoestructuracion de este compuesto sobre areas
relativamente extensas de sustratos de vidrio recubiertos con una fina capa de oro, asi
como a caracterizar sus propiedades opticas. En la figura 5.5 se muestran los resultados
obtenidos al preparar una matriz de 20x20 puntos del compuesto 4 sobre oro a partir de
una disolucion 0.01 M de fluoresceina en glicerol/PBS y 0.1 s de tiempo de contacto
punta-superficie. Esta matriz fue obtenida mediante litografia con una sola punta de
AFM, proceso que tom6 menos de 3 minutos para ser realizado.

Las imagenes de topografia de AFM vy los perfiles de altura mostrados para dicha matriz
en las imdgenes de la figura 5.5 demuestran que los motivos del compuesto 4 creados
estan separados entre si por 1 pm y presentan un diametro promedio de 435 nm y una
altura promedio de 10 nm. Por otro lado, en la figura 5.5¢ se muestra la imagen de
fluorescencia correspondiente a esa misma matriz y medida en un microscopio 6ptico
invertido (Zeiss Axio Observer Z-1m). Es importante destacar que todos los motivos de
la matriz son fluorescentes, lo que indica claramente el éxito de la deposicion de la
fluoresceina. Ademas esto demuestra que no se produce una desactivacion total de la
emision del fluoroforo depositado por efecto del caracter metalico del sustrato.
Probablemente, ello es debido a la elevada altura de los motivos del compuesto 4

creados (entre 7 y 15 nm) ya que los efectos de desactivacion de la emision de
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fluoroforos por proximidad a superficies metalicas disminuyen a medida que crece la
distancia entre ambas. De hecho, se ha descrito la deteccidon de moléculas individuales

de derivados de fluoresceina depositados sobre nanoparticulas de oro y separados de su

.. 10
superficie unicamente por 1 nm.
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Figura 5.5: (a) Imagen de AFM 3D de topografia de una matriz de 20x20 puntos de 4 separados entre si
por 1 um y con un diametro de unos 400 nm por punto. La estructuracion fue preparada por escritura
directa con DPN a partir de una disolucion 0.01 M de este compuesto y un tiempo de contacto punta-
superficie de 0.1 s. (b) Imagen de AFM de topografia de una region ampliada (4x4 puntos) de esa matriz.
En la figura (c) se muestra la imagen de fluorescencia correspondiente a la matriz de (a). La barra de la
imagen se corresponde a 5 um y las condiciones experimentales fueron Ae, =450 nm y Agee > 515 nm. En
(d) se muestra el perfil de altura de una linea de 20 puntos correspondiente a la matriz mostrada en (a) y

en (¢) se muestra el perfil de altura de una linea de 4 puntos correspondiente a (b).

Para confirmar si este comportamiento, asi como las condiciones de litografia utilizadas,
eran validos para otros fluordéforos organicos diferentes de la fluoresceina, se
depositaron mediante pDPN otros dos compuestos fluorescentes sobre sustratos de
vidrio recubiertos con una fina capa de oro: 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) y el
cloruro de [9-(2-carboxifenil)-6-dietilamino-3-xantenilideno]-dietilamonio (rodamina

B), cuyas estructuras y propiedades Opticas se muestran en la figura 5.6. En esta figura
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también se pueden observar imagenes de fluorescencia de las matrices de

nanoestructuras de esos dos compuestos creadas.
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Figura 5.6: (a) Imagen de fluorescencia de una matriz de 15x15 puntos de DAPI separados entre si por 2
pum, preparada por escritura directa con DPN a partir de una disolucion 0.01 M de este compuesto y con
un tiempo de contacto punta-sustrato de 0.1 s. A su lado se muestra la estructura de este fluordforo y las
longitudes de onda de sus espectros de absorcion y emision. (b) Imagen de fluorescencia de una matriz de
25x25 puntos de rodamina B separados entre si por 2 um, preparada por escritura directa con DPN a
partir de una disolucion 0.01 M de este compuesto y con un tiempo de contacto punta-sustrato de 0.1 s. A
su lado se muestra la estructura de este fluordforo y las longitudes de onda de sus espectros de absorcion
y emision. Las barras de las imagenes se corresponden a 6 pm en (a) y 10 um en (b) y las condiciones

experimentales fueron Ae, =365 nm y Agee > 397 nm en (a) Yy Aexe = 540 nm y Ager > 590 nm en (b).

Las matrices de nanoestructuras de fluoresceina, DAPI y rodamina B mostradas en las
figuras 5.5 y 5.6 fueron preparadas utilizando una unica punta de AFM y en similares
condiciones, siendo el tiempo requerido para fabricar cada una de ellas de menos de 3
minutos. Para aumentar la velocidad de deposicion y cubrir una mayor area del sustrato
es necesario recurrir al uso de “chips” multipunta de pDPN. En este trabajo, el uso en

paralelo de la técnica de DPN con el “chip” de doce puntas permitio la fabricacion
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simultinea de hasta doce matrices de un mismo compuesto. Las imégenes de
fluorescencia de regiones de conjuntos de doce matrices de fluoresceina preparadas por
pDPN se muestran en la figura 5.7.

En esta figura se pueden observar varias matrices de 50x50 y 30x30 um® constituidas
por 25x25 y 15x15 puntos respectivamente, separados entre si por 2 um y con un
diametro de 400 nm por punto. Las matrices se encuentran separadas unas de otras por
16 y 36 um respectivamente, debido a que la distancia existente entre puntas contiguas
en el “chip” multipunta es de 66 um. Es muy importante remarcar que la creacion de las
doce matrices de 25x25 puntos (esto es, 7500 puntos) del compuesto 4 se realizd en
menos de 3 minutos mediante el uso de este tipo de litografia directa y en paralelo, lo
cual demuestra de la potencialidad de la técnica de pDPN para llevar a cabo la

nanoestructuracién masiva de sustancias sobre superficie.

Figura 5.7: Iméagenes de fluorescencia de una region representativa del sustrato sobre el que se han
generado por pDPN doce réplicas de: (a) una matriz de 15x15 puntos del compuesto 4, y (b) una matriz
de 25x25 puntos del compuesto 4. La barra en ambas imagenes se corresponde a 30 um y las condiciones

experimentales fueron Aee =450 nm y Age > 515 nm.
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5.3 Actividad acido — base de las nanoestructuras del compuesto 4

creadas por pDPN

Una vez demostrada la capacidad de nanoestructurar el compuesto 4 en superficie por
pDPN, asi como la conservacion de sus propiedades Opticas de fluorescencia, la tltima
etapa de esta parte del trabajo consistio en el estudio de la actividad 4cido — base de las
nanoestructuras creadas y de su capacidad para actuar como quimiosensores de pH a
escala micro- y nanométrica.

Para investigar la respuesta a las variaciones de pH de los motivos nanométricos del
compuesto 4 generados por pDPN, se crearon matrices de fluoresceina utilizando las
condiciones expuestas con anterioridad. Tal y como se muestra en la figura 5.8 dichas
matrices constan de 15x15 puntos, separados entre si por 2 pm y con un diametro de
500 nm por punto. A continuacion, dichas matrices fueron expuestas a flujos alternos de
gas de diferente acidez y se estudio la correspondiente variacion de sus propiedades de
fluorescencia. Tal y como se presentd en el capitulo anterior, se utilizd un microscopio
confocal de fluorescencia acoplado a una camara de gas que permite controlar el medio
al cual esta expuesta la muestra para poder estudiar in situ las propiedades fluorescentes
de las nanoestructuras del compuesto 4 frente a atmodsferas de distinto pH. Dichas
atmosferas se consiguieron burbujeando nitrogeno a través de disoluciones de
trietilamina (ambiente basico, pH ~ 12) y 4cido acético (ambiente acido, pH ~ 4), o bien
exponiendo la muestra al aire (ambiente neutro, pH ~ 6). En la figura 5.8 se muestran
las imagenes de fluorescencia correspondientes a uno de los ciclos 4acido — base a los
que se sometid la matriz de nanoestructuras del compuesto 4.

Para la imagen de fluorescencia registrada para la matriz de nanoestructuras generada en

equilibrio con aire (pH ~ 6, figura 5.8b) se determin6 una intensidad de fluorescencia

promedio de alrededor de 110 kcuentas s™' por punto. Conforme a estudios anteriores,11
esta emision debe provenir principalmente del estado monoanidnico del fluordéforo de

fluoresceina (¢ = 0.37), que es la especie predominante en el rango de pH =4.3 — 6.4.1
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Figura 5.8: Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia de una matriz de 15x15 puntos del
compuesto 4 (500 nm de diametro por punto), donde se muestran las variaciones de la emision
proveniente de las nanoestructuras de fluoresceina después de su exposicion a atmosferas de (a) pH ~ 4,
() pH ~ 6 y (¢) pH ~ 12. La barra de las imagenes se corresponde a 5 pm y las condiciones

experimentales fueron Ae, = 532 nm y A4 > 550 nm.

En la figura 5.8c se puede observar que tras exponer la matriz de nanoestructuras del
compuesto 4 a una atmoésfera bdsica (NEt;/N,, pH~12) ésta mostrdé un aumento
significativo de la intensidad de fluorescencia. Este efecto es facilmente explicable por
el hecho de que a pH > 6 el estado de protonacidén predominante del compuesto 4 es su
forma dianiénica, que presenta el mayor valor de rendimiento cuantico de fluorescencia
(@¢ = 0.93). En concreto el valor promedio de intensidad de fluorescencia medido a
estas condiciones fue de 600 kcuentas s, lo que representa un crecimiento de seis veces
con respecto a la situacion para pH ~ 6. Posteriormente, la matriz de nanoestructuras del
compuesto 4 fue expuesta a un ambiente dcido (HAc/N,, pH ~ 4, ver figura 5.8a). En
estas condiciones, la sefial de fluorescencia disminuyd abruptamente, mostrando un
valor de intensidad de fluorescencia promedio de 45 kcuentas s™'. Esta disminucion es
debida a la protonacién del compuesto 4 para dar mayoritariamente su forma neutra no
fluorescente (@~ 0), que es predominante en el rango de pH = 2.0 — 431

La reproducibilidad y la reversibilidad de los cambios inducidos al variar el pH, asi
como la estabilidad de las matrices de nanoestructuras del compuesto 4 depositadas por
DPN ante dichos cambios, se estudiaron mediante la exposicion de una nueva matriz de
motivos de fluoresceina a varios ciclos de exposicion a los valores de pH extremos ~ 4 y

~12.
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Figura 5.9: Secuencia de imagenes consecutivas de fluorescencia tomadas para una zona de 4x4 puntos

de una matriz de nanoestructuras del compuesto 4 sometida a cuatro ciclos de atmdsferas basicas y acidas.

Para ello se prepar6 una matriz de 10x10 puntos del compuesto 4, separados entre si por
4 um y con un diametro de 650 nm por punto, que a continuacidén fue expuesta a
atmosferas de caracter acido y bésico y cuya respuesta Optica fue seguida in situ
mediante microscopia confocal de fluorescencia. En la figura 5.9 se muestran las
imagenes de fluorescencia obtenidas de esa forma para una zona de 4x4 puntos de la
matriz tras ser expuesta al aire y consecutivamente a cuatro ciclos acido — base.
Claramente, y tal como se ha mostrado con anterioridad, los valores mayores de
intensidad de fluorescencia se obtienen a pH ~ 12 (~ 60 kcuentas s™'), mientras que estos
decrecen considerablemente al disminuir el pH del medio (para pH ~ 6 se obtienen ~ 10

kcuentas s™'y para pH ~ 4 se obtienen ~ 3 kcuentas s™).
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Figura 5.10: (a) Perfiles de intensidad media de fluorescencia correspondiente a las imagenes de los
cuatro ciclos acido — base mostrados en la figura 5.9. (b) Variacion del area promedio de esos perfiles

(obtenido al integrar sobre todos ellos) para los cuatro ciclos acido — base llevados a cabo.

En la figura 5.10a se representan los perfiles de la intensidad de fluorescencia media
que se obtuvieron promediando la sefial dentro de la region de 4x4 puntos de cada una
de las imagenes mostradas en la figura 5.9. Como se puede observar mas claramente en
la figura 5.10b, la respuesta Optica de la matriz de nanoestructuras del compuesto 4 no
muestra variaciones significativas durante los ciclos acido — base ensayados. Esto
confirma la reversibilidad, reproducibilidad y robustez de este sistema para actuar como
quimiosensor de pH a nivel micro- y nanométrico. Ademas, a ello cabe afiadir que, tal y

como también se observd para las nanoestructuras de fluoresceina preparadas mediante
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litografias blandas, las matrices de motivos del compuesto 4 generadas por pDPN
muestran tiempos de respuesta muy rapidos a los cambios de acidez del medio.

A pesar de todas esas virtudes, las matrices de nanoestructuras de fluoresceina
preparadas por pDPN presentan un inconveniente a la hora de ser utilizadas como
quimiosensores. Dichas nanoestructuras se encuentran fisisorbidas sobre la superficie
del sustrato, lo que implica que al ponerlas en contacto con un liquido, desaparecen.
Esto queda demostrado por la figura 5.11, que muestra dos imagenes de fluorescencia
de una matriz de 10x10 puntos del compuesto 4 escrita directamente sobre oro y
tomadas antes y después de hacer pasar un pequefio flujo de agua. Claramente, los
motivos fluorescentes del compuesto 4 que se observan en la primera imagen

desaparecen tras un lavado con agua en la segunda imagen.

Figura 5.11: Imagenes de fluorescencia de una matriz de 10x10 puntos del compuesto 4 escrita
directamente por DPN sobre una superficie de vidrio cubierta con una fina capa de oro (a) antes y (b)

después de ser sometida a un lavado con agua.

Para evitar este proceso y dotar de mayor potencialidad y robustez a las superficies
nanoestructuradas desarrolladas se necesita unir covalentemente las moléculas de
fluoresceina al sustrato. Estos trabajos se describen en el capitulo 6 de esta Tesis

Doctoral.
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5.4 Conclusiones

En este capitulo se ha descrito la deposicion de compuestos fluorescentes sobre

sustratos de vidrio recubiertos con una fina capa de oro por medio de la nanolitografia

de “dip pen” en paralelo. Asi mismo se ha investigado su capacidad para actuar como

quimiosensores de pH a escala micro- y nanométrica. Las conclusiones extraidas de

estos estudios han sido las siguientes:
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Se han optimizado las condiciones de deposicion sobre sustratos de vidrio
recubiertos por una fina capa de oro por DPN de nanoestructuras del compuesto
4. Se consiguieron motivos con tamafios entre 950 nm y 96 nm de didmetro y
entre 60 nm y 6 nm de altura, en funcion de los pardmetros experimentales

utilizados.

Se han obtenido matrices nanoestructuradas del compuesto 4 sobre esos

sustratos que conservan su comportamiento fluorescente.

Se han aplicado satisfactoriamente las mismas condiciones de deposicion a la
fabricaciéon de matrices de nanoestructuras de otros fluordforos orgédnicos

(DAPI, rodamina B)

Se ha demostrado la aplicabilidad de la nanoestructuracion por DPN en paralelo
con “chips” que contienen hasta doce puntas de AFM para preparar un gran
nimero de nanoestructuras de fluoresceina (hasta 7500 puntos) sobre un area
significativamente extensa de un sustrato (790x16 pum’) y en un tiempo

relativamente corto (menos de 3 minutos).

Se ha demostrado la capacidad de las nanoestructuras de fluoresceina preparadas
para responder a cambios de pH en fase gas de manera sensible, reproducible,

robusta y rapida.
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CAPITULO 6

Nanoestructuracion por

Nanolitografia de “Dip Pen”” Combinatorial

En el capitulo anterior se ha demostrado que la técnica de nanolitografia por “dip pen”
permite la creacion de nanoestructuras de fluordforos sensibles al pH sobre superficie,
las cuales pueden ser utilizadas como sensores de acidez. Sin embargo, tal y como se
comento en la introduccion de esta memoria, la mayoria de moléculas sensibles al pH
solo responden a variaciones dentro de un pequefio rango que suele comprender dos
unidades de pH.! Por ello, y a pesar de que se ha mostrado que el uso de especies con
multiples estados de protonacién como los compuestos 1 y 4 permite el ensanchamiento
de dicho rango, la mejor manera de alcanzar ese objetivo consiste en combinar el uso de
varias moléculas con rangos dinamicos complementarios.’

Logicamente, si dicha aproximacion quiere ser aplicada al desarrollo de sensores de
tamafio micro- y nanométrico en superficie, ello requiere la fabricacion de matrices
combinadas compuestas de diversas especies activas en diferentes rangos de pH. Sin
lugar a dudas, esto constituye hoy en dia un reto tecnologico formidable.

De hecho, la fabricacion de matrices nanométricas compuestas por varios componentes
es un objetivo cientifico altamente deseado para aplicaciones tanto en analisis quimico?
como en diagnosis médica.® Hasta el momento, se han descrito diversas metodologias
que permiten la nanoestructuracion de multiples especies para generar matrices
combinadas de diferentes sustancias, como la estructuracion de dos o tres proteinas
diferentes sobre un mismo sustrato mediante técnicas como pCP,* “nanografting”,” o
nanolitografia de proteinas nativas.® Sin embargo, la mayoria de esas técnicas alcanzan
ese objetivo mediante ciclos repetitivos de deposicion de un solo compuesto, lo que
supone entre otros inconvenientes, el empleo de tiempos de fabricacion muy largos. La

técnica de nanolitografia por “dip pen” en paralelo’ puede ayudar a resolver este
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problema. Esto es debido a la reciente creacion de dispositivos multipunta de pDPN, asi
como de dispositivos de microfluidica que permiten impregnar cada una de esas puntas
con una sustancia distinta, lo que abre la puerta a la deposicion simultinea de matrices
nanométricas de diversas especies.

Hasta la fecha, los escasos intentos de nanolitografia combinatorial por medio de la
técnica de DPN se han centrado en biomoléculas.® Sin embargo, no se ha descrito su
aplicacion a la deposicion de multiples especies que puedan actuar como
quimiosensores. En este capitulo se va a demostrar que la técnica de pDPN se presenta
como una de las mejores metodologias para llevar a cabo ese tipo de deposicion. Para
ello se ha realizado la nanoestructuracion combinada de tres fluor6foros sensibles al pH
sobre un sustrato mediante esta técnica, cuya respuesta a cambios de acidez en un

amplio rango ha sido medida posteriormente.
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6.1 Creacion de nanoestructuras para la medida del pH

Tal y como se comentd en el apartado 5.3 de esta memoria, la creacion de
nanoestructuras robustas que hagan posible la medida del pH en ambientes tanto
liquidos como gaseosos, requiere la inmovilizacion mediante unidon covalente de las
moléculas quimiosensoras a sustratos adecuados. Por ello, este tipo de inmovilizacion
ha sido llevado a cabo durante la fabricacion de matrices combinadas de fluoréforos
sensibles al pH.

Para conseguir este objetivo se siguieron los siguientes pasos: (1) funcionalizacion de
un sustrato transparente (vidrio) con una monocapa de moléculas con grupos terminales
amino que puedan reaccionar selectivamente con los fluoréforos depositados; (2)
creacion de las matrices combinadas de los tres fluoroforos; y (3) pasivacion de los
grupos amino libres que no han reaccionado tras el paso 2, para evitar asi su efecto
sobre las medidas posteriores de pH. A continuacion se describen los puntos (1) y (3) de
ese proceso, concernientes a la funcionalizacion y pasivacion de la superficie. Debido a
la novedad y relevancia del punto (2), se dedicara por entero el apartado 6.2 de este
capitulo a la explicacion detallada de como se realizdo la creacion de matrices

combinadas por pDPN.

6.1.1 Funcionalizacion previa de la superficie

Como ya se ha comentado con anterioridad, los sustratos de vidrio son muy adecuados
para la deposicién de especies fluorescentes por ser Opticamente transparentes y no
desactivar la emision de dichas especies. Ademas, son sustratos relativamente planos
que pueden ser funcionalizados mediante capas autoensambladas (SAMs) de silanos
mediante metodologias bien establecidas.’ Estas ventajas hacen de este material el
sustrato idoneo para llevar a cabo la fabricacion de matrices combinadas de fluor6foros
descrita en este capitulo.

El primer paso de dicha fabricacion consistié en la silanizacion de la superficie de los
sustratos de vidrio, tal y como se muestra en la figura 6.1. Para ello se limpiaron en

primer término las superficies a funcionalizar mediante su sonicacién en diversos
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disolventes y, finalmente, su inmersion en “solucion pirafia” (3:1, &cido sulftrico
concentrado : perdxido de hidrogeno). Ello permiti6 ademas activar los grupos —OH de
la superficie del vidrio que, a continuacidn, se hicieron reaccionar con moléculas de
trimetoxisilanos en disolucién de tolueno anhidro y en atmoésfera controlada de argén
dentro de una caja seca. De esta manera, se evitaron las reacciones de polimerizacion de
las moléculas de silano por accion de la humedad. Una vez obtenidas de esta forma las
monocapas autoensambladas de silano sobre vidrio, los sustratos fueron sometidos a

lavados por ultrasonidos para eliminar los restos de material fisisorbido sobre su

superficie.
1)limpiea Y on Yo 3)silanizacién
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Figura 6.1: Esquema del proceso de funcionalizacion de un sustrato de vidrio mediante SAM de silanos.
En un primer paso, se limpia por ultrasonidos en diferentes disolventes y a continuacién se activa
mediante tratamiento con “solucion pirafia”. Una vez limpio y seco, el sustrato se sumerge en una
solucion del silano correspondiente que reacciona con sus grupos —OH superficiales para formar una

monocapa autoensamblada.

Los estudios de silanizacion de sustratos de vidrio se llevaron a cabo para tres silanos
diferentes, todos ellos terminados en grupos amino para facilitar su unidon posterior
mediante enlace covalente a los fluordéforos a depositar. Dichos compuestos, cuyas
estructuras se muestran en el esquema 6.1, fueron el N-(3-trimetoxisililpropil)-
dietilentriamina (TPDA), el trimetoxisilano de N-(2-aminoetil)-11-aminoundecil
(AEAUY) y el trimetoxisilano de N-(6-aminohexil)aminopropil (AHAPS). La diferencia
entre estos compuestos radica en la longitud de la cadena aminoalquilica asi como en la
incorporacion de grupos —NH a lo largo de ella. Estos grupos han de conferir, a priori,
una mayor estabilidad a la monocapa preparada por la formacion de puentes de

hidrégeno intermoleculares.
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Esquema 6.1: Estructuras de los silanos con grupos terminales amino que fueron empleados para

funcionalizar sustratos de vidrio: (a) TPDA, (b) AEAUS y (c) AHAPS.

Para evaluar la calidad de las monocapas autoensambladas de silanos creadas con estos
tres compuestos se realizaron estudios de microscopia de fuerza atomica. Dichos
estudios se llevaron a cabo sobre sustratos recién preparados de cada silano, todos ellos
obtenidos usando las mismas condiciones experimentales. Como se puede apreciar en
los perfiles de altura de AFM mostrados en la figura 6.2, las monocapas de silanos que
demostraron ser menos homogéneas y de mayor rugosidad fueron las obtenidas con
TPDA (rugosidad media de 1.1 nm). En cambio, las rugosidades determinadas para las
monocapas de AEAUS (rugosidad media de 0.13 nm) y AHAPS (rugosidad media de
0.11 nm) fueron mucho menores y mas indicadas para la posterior deposicion por
pDPN. Para las monocapas de esos dos tipos de silanos se realizaron pruebas
preliminares de deposicion de isotiocianato de fluoresceina (compuesto 5) por pCP y
DPN. Tras analizar las estructuras resultantes mediante AFM y microscopia de
fluorescencia, los resultados mds satisfactorios se obtuvieron para las monocapas de
AHAPS, por lo que éstas fueron las utilizadas en el resto de experimentos descritos en

este capitulo.
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Figura 6.2: Perfiles de altura medidos por AFM de las monocapas autoensambladas de aminosilano que

se crearon sobre sustratos de vidrio: (a) TPDA, (b) AEAUS y (c) AHAPS.

6.1.2 Compuestos a depositar por pDPN

En el esquema 6.2 se muestran las estructuras de los fluoréforos seleccionados para ser
depositados por pDPN en este capitulo: isotiocianato de fluoresceina (compuesto 5, ya
utilizado en el capitulo 4), y los succimidil ésteres de “Oregon Green 514”* (compuesto
6) y de la mezcla de isémeros 5- y 6-carboxinaftofluoresceina (compuesto 7). Como se
puede observar, todos ellos presentan grupos funcionales que son reactivos frente a
grupos amino (isotiocianato, succimidil éster), lo que permite que se unan
covalentemente a la SAM de AHAPS que cubre los sustratos de vidrio donde seran

depositados.

Esquema 6.2: Estructuras de los compuestos fluorescentes depositados de forma combinatoria por medio
de la técnica de pDPN en este capitulo: (a) isotiocianato de fluoresceina (compuesto 5); y los succimidil
ésteres de (b) “Oregon Green 514”" (compuesto 6) y (c) de la mezcla de isomeros 5- y 6-

carboxinaftofluoresceina (compuesto 7).
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Los motivos por los que los compuestos 5, 6 y 7 fueron seleccionados son los
siguientes: (1) presentan diferentes estados de protonacion con distintas propiedades de
fluorescencia; y (2) presentan valores complementarios de su constante de disociacion

10,11,12
1.77°>7° Por ello, el uso de estos tres

(pKa), tal y como se muestra en la tabla 6.
compuestos comerciales debe permitir monitorizar mediante medidas de fluorescencia

variaciones de acidez en un amplio rango que se extiende desde pH=3 a pH=9.

Tabla 6.1: Propiedades opticas de los compuestos 5, 6 y 7 en disolucion acuosa.

Compuesto Aabs [NmM] Aem [NM] [OX pK,

5Ll pH=9.0 494 522 0.93 6.4,4.3
pH=5.5 478, 460 519 0.37
pH=3.0 440 519("] 0

6l pH=9.0 508 528 0.65 4.7
pH=3.0 492, 463 524 0.22

74 pH=10.0 598 670 - 7.6
pH=5.5 512 572 -

[a] Rendimientos cuanticos de fluorescencia para los estados predominantes a valores de pH 9
(dianidnico), 5.5 (anidnico) y 3 (neutro). Valores de @; y pK, obtenidos de la ref. 6. [b] Se observa
fluorescencia debido a la desprotonacion del estado neutro excitado.'” [c] Rendimientos cuanticos de

fluorescencia y pK, obtenidos de la ref. 7. [d] Datos para el compuesto 7 obtenidos de la ref. 8.

6.1.3 Pasivacion final de la superficie nanoestructurada

Una vez depositados los compuestos 5, 6 y 7 por pDPN, tal y como se describira en el
siguiente apartado, se realizd la pasivacion del sustrato estructurado mediante su
inmersion en una disolucion de butil isotiocianato (bITC) en acetonitrilo. De esta forma
se promovid la reaccion entre bITC y los grupos amino libres de la SAM de AHAPS
que no se habian unido a los fluoréforos depositados. El resultado de esa reaccion es la

funcionalizaciéon de los grupo amino terminales de la SAM con cadenas butilicas
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mediante enlaces tioéster, lo que evita que dichos grupos puedan interferir en
posteriores medidas de pH sobre los sustratos nanoestructurados.

Para demostrar la conveniente modificacion de la SAM de AHAPS, se realizaron
diversos estudios de angulo de contacto de los sustratos antes y después de su
tratamiento con bITC. Tal y como se muestra en la figura 6.3, el valor medio obtenido
para un sustrato funcionalizado con AHAPS fue de 60.4°, en consonancia con el valor
descrito previamente para ese sistema."® En cambio, para un sustrato funcionalizado con
AHAPS y pasivado posteriormente con bITC se midi6 un valor de angulo de contacto
de 98°. Este valor se halla en concordancia con los valores obtenidos en estudios previos
para monocapas de alcanosilanos™ y demuestra la disminucién del caracter hidrofilico
de la SAM de AHAPS debido a la unién de cadenas butilicas a sus grupo amino

terminales.

<>

Figura 6.3: Imagenes de la interaccion de una gota de 3 pL de agua con los siguientes sustratos: (a)

vidrio recubierto por una SAM de AHAPS, y (b) vidrio funcionalizado con AHAPS y pasivado

posteriormente con butil isotiocianato.

Un experimento adicional realizado para demostrar la pasivacion de la capa de AHAPS
tras su tratamiento con bITC consisti6 en llevar a cabo la estructuracion del compuesto
5 por uCP sobre un sustrato pasivado. Las medidas de microscopia de fluorescencia
demostraron que el compuesto 5 podia estructurarse sobre el sustrato pasivado. Sin
embargo, tras lavar ese sustrato con etanol se observd la desaparicion del motivo
depositado, demostrando que no se habia producido unidén covalente del material

impreso sobre la SAM de AHAPS, sino simplemente su fisisorcion.
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6.2 Preparacion de matrices combinadas por pDPN

6.2.1 Estructuracion de los compuestos 5, 6 y 7 por DPN

Una vez preparada la monocapa autoensamblada de AHAPS sobre vidrio, se procedio a
investigar la deposicion de los compuestos 5, 6 y 7 mediante unién covalente y por
DPN sobre ella. En primer término, y para establecer las mejores condiciones para
proceder con esa deposicion, se nanoestructurd6 cada uno de esos compuestos por
separado sobre diferentes sustratos, tal y como se describe en este apartado.

Tras diversas pruebas se observo que los mejores resultados de deposicion por DPN de
los compuestos 5, 6 y 7 se obtenian utilizando una mezcla de dimetilformamida (DMF)
y glicerol (95:5 en porcentaje) como disolvente para impregnar las puntas de AFM con
esos compuestos. Tal y como se coment6 en el capitulo anterior, el uso de glicerol no
solo hace aumentar la viscosidad de la mezcla, sino que ademds también retrasa la
evaporacion del disolvente dentro del dispositivo de microfluidica que se utiliza para
impregnar las puntas. Este es un proceso que se produce con mayor rapidez a esta escala
que para volimenes macroscopicos.

Una vez impregnadas con los compuestos 5, 6 y 7, las puntas de AFM de un “chip” de
DPN se utilizaron para depositar cada uno de esos compuestos sobre superficies de
vidrio recubiertas con una SAM de AHAPS. Tipicamente, la deposicion se realizo a
temperatura ambiente y humedad de ~35%, con tiempos de contacto de 0.1 s y
partiendo de disoluciones 0.1 M de los fluor6foros con las que se impregnan las puntas.
Las nanoestructuras asi generadas se dejaron al aire durante 4 horas para favorecer la
unién covalente entre los grupos reactivos de los fluordéforos y los grupos amino
terminales de la superficie de vidrio silanizada. Una vez transcurrido ese tiempo, los
sustratos fueron lavados por sonicacion consecutivamente, en DMF, etanol y agua
durante 15 minutos. De esta forma se pretendia eliminar el material sobrante depositado
y no quimisorbido sobre la superficie de vidrio, de forma que, eventualmente, solo una
capa del compuesto 5, 6 o 7 quedara localmente depositada sobre el sustrato. Tras esos
lavados, las muestras fueron finalmente pasivadas mediante el tratamiento con bITC

descrito en el apartado anterior. Debido a las dificultades para localizar las
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nanoestructuras creadas por DPN en el equipo de microscopia de fuerza atdmica, no se
han podido obtener imagenes de calidad en las que se aprecien las monocapas de los
compuestos fluorescentes unidos covalentemente a las monocapas de aminosilano.

Las nanoestructuras de los compuestos 5, 6 y 7 asi fabricadas por separado en diferentes
sustratos fueron investigadas por microscopia de fluorescencia. En la figura 6.4 se
muestran imagenes de fluorescencia obtenidas mediante un microscopio Optico
invertido de matrices de puntos de los compuestos 5 (a), 6 (b) y 7 (c) depositados sobre
vidrio silanizado. Claramente, y a pesar de los lavados a que fueron sometidos esos
sustratos, se observa la presencia de dichas matrices de nanoestructuras de fluoroforos
impresos, lo que indica que deben estar quimisorbidos sobre la monocapa de AHAPS
que cubre la superficie del vidrio. La diferencia de color observada en las imagenes de
fluorescencia de los compuestos 5 y 6 con respecto al compuesto 7 es real y debida a las
diferentes propiedades opticas de esos fluoroforos (ver tabla 6.1), ya que el espectro de
emision del compuesto 7 estd desplazado mas de 100 nm hacia el rojo que los espectros

de emision de los compuestos 5y 6.

Figura 6.4: Imagenes de microscopia de fluorescencia de matrices de nanoestructuras creadas por DPN
sobre diferentes sustratos de los compuestos (a) 5, (b) 6 y (c) 7. (d) Matrices de nanoestructuras del
compuesto 6 creadas por DPN con un “chip” de 12 puntas. La barra corresponde a 10 um en (a) y (b), 15
pmen (¢) y 22 pm en (d), y las condiciones experimentales fueron Ae = 450 nm y A4 > 515 nm para (a),

(0) ¥ (d), ¥ hexe = 540 nm y Agee > 590 nm para (c).
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Ademas, la imagen de fluorescencia de las nanoestructuras del compuesto 6 mostrada
en la figura 6.4d demuestra que la deposicion de los compuestos 5, 6 y 7 por DPN
puede paralelizarse mediante el uso de dispositivos multipunta, de manera que multiples
matrices de esos compuestos pueden ser depositadas simultaneamente sobre superficie.
Ello abre la puerta, como se vera en el apartado siguiente, a la fabricacion de matrices
combinadas de esos compuestos.

Por otro lado, sobre las matrices estructuradas de los compuestos 5, 6 y 7 en diferentes
sustratos, se realizaron pruebas para comprobar la estabilidad con el tiempo de estas
estructuras en medio acuoso. Para ello, se estructuraron sobre un vidrio funcionalizado
con AHAPS varias matrices de 10x10 puntos del compuesto 5. Tras eliminar el material
fisisorbido y pasivar con bITC, dichas matrices se sumergieron en una disolucion
acuosa y se fue comprobando su fluorescencia a lo largo de un periodo de 24 horas. En
las figuras 6.5a y b se muestran imagenes de fluorescencia de esas matrices a t=0 y t=24
horas donde se puede observar que las estructuras y su intensidad de fluorescencia
permanecen inalteradas después de varias horas sumergidas en soluciones acuosas.
Pasadas 24 horas todavia se conservaban las estructuras, aunque se apreciaba una
disminucioén en la intensidad de fluorescencia de éstas. Dicha disminucion se atribuye a
la hidrolisis de los enlaces entre la capa de silano y el sustrato de vidrio o entre el

aminosilano y el fluoréforo en cuestion.

Figura 6.5: Iméagenes de fluorescencia de dos matrices de 10x10 puntos del compuesto 5 creadas por
DPN sobre un sustrato funcionalizado con AHAPS y pasivado posteriormente con bITC. Las matrices se
pusieron en contacto con una disolucion acuosa durante 24 horas. Las imagenes mostradas fueron
tomadas a: (a) t=0 y (b) t=24 horas. La barra corresponde a 40 pm y las condiciones experimentales

fueron Ag. =450 nm y Agee > 515 nm.
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6.2.2 Estructuracién combinada de los compuestos 5, 6 y 7 por pDPN

En el apartado anterior se demostrd la posibilidad de estructurar cada uno de los
compuestos 5, 6 y 7 por separado mediante DPN usando las mismas condiciones de
deposicion. Por ello, en el siguiente paso se procedié a depositar estos tres compuestos
simultaneamente y de forma combinada. Para ello, y por medio de un dispositivo de
microfluidica adecuado, se recubrieron tres puntas consecutivas de un “chip” multipunta
de DPN con disoluciones de los compuestos 5, 6 y 7. Utilizando las condiciones
establecidas en los experimentos previos descritos en el apartado anterior, todos los
compuestos fueron disueltos en mezclas 95:5 de DMF y glicerol y con una
concentracion de 0.1 M.

El proceso de recubrimiento de las puntas es uno de los pasos mas delicados en la
fabricacion de matrices combinadas por pDPN, ya que se debe evitar a toda costa
cualquier tipo de contaminacioén cruzada, es decir, que las puntas se impregnen con la
disolucion de mas de un compuesto. Por ello el proceso de inmersidon de las puntas en
los reservorios que contenian las disoluciones de los compuestos 5, 6 y 7 debid
realizarse de manera muy controlada.

Otros problemas adicionales que surgieron a la hora de llevar a cabo la
nanoestructuraciéon combinada de los compuestos 5, 6 y 7 estuvieron relacionados con
las limitaciones intrinsecas del equipo de DPN y de los dispositivos multipunta
utilizados. Por un lado, utilizando dichos dispositivos no es posible accionar
independientemente cada una de las puntas de AFM, lo que implica que todas ellas
entran en contacto con la superficie simultaneamente. Por lo tanto, y dado que en los
dispositivos utilizados las puntas consecutivas se encuentran separadas por 66 um, esa
es la distancia minima que se puede obtener entre motivos creados por diferentes puntas
en una unica secuencia de deposicion. Dado que en este trabajo se pretendia crear
matrices con dimensiones por debajo de las 100x100 pm® y en las que las
nanoestructuras de los diferentes fluoroforos estuvieran separadas por distancias mucho
mas pequenas de 60 um, fue necesario que su fabricacion fuera llevada a cabo a través

de diversas etapas de deposicion, tal y como se describe en la figura 6.6.
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Figura 6.6: Esquema representativo del procedimiento de fabricacion de matrices combinadas de los
compuestos 5, 6 y 7 por pDPN. (a) Creacion de una matriz simple; (b) movimiento de traslacion de las
puntas; (c) creacion de otra matriz simple; (d) nuevo movimiento de traslacion de las puntas; y (e)
creacion de la ultima matriz simple. En (f) se muestra de manera esquematica cual debe ser la

composicion y morfologia de los conjuntos de motivos depositados mediante este proceso.

Asi pues, las matrices combinadas de los compuestos 5, 6 y 7 se crearon siguiendo los
siguientes pasos: (1) creacion de una matriz simple con los motivos de los diferentes
fluordéforos separados por 66 pum; (2) traslacion de las puntas, de forma que la punta
numero 2 quede a una distancia pequefia y controlada de donde se encontraba la punta
numero 1 en el primer paso; (3) creacion de otra matriz simple en la nueva posicion de
las puntas; (4) traslacion de las puntas, de forma que la punta nimero 3 quede a una
distancia pequena y controlada de donde se encontraba la punta nimero 1 en el primer

paso; y (5) creacion de la ultima matriz simple en la nueva posicion de las puntas. De
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esta forma, en la zona central del area estructurada por DPN se habra formado una
matriz combinada de motivos de los tres fluor6foros separados por cortas distancias, tal
y como se muestra esquematicamente en la figura 6.6f.

Como se ha comentado, la fabricacion de dicha matriz requiere de tres etapas de
deposicion diferentes y de dos movimientos de traslacion de las puntas. Cabe destacar
que esos diversos pasos se llevaron a cabo sin necesidad de mover el sustrato de su
posicion inicial en el equipo, lo que evitd tener que realizar laboriosos trabajos de
localizaciéon y reposicionado de las puntas sobre la zona de interés de la muestra, a
diferencia de lo que sucede con otros métodos de fabricacion de matrices combinadas
de tamafio nanométrico.>® De hecho, en el caso de la metodologia empleada en esta
Tesis Doctoral, la precision con la que se depositan los motivos adyacentes de diversos
compuestos depende tinicamente de la resolucion con la que el equipo de DPN controla
el movimiento de traslacion de las puntas de AFM, que para el equipo del que se
dispone es de ~ 1 um.

Dado que ya se habia observado la dificultad de caracterizar por AFM las
nanoestructuras de los compuestos 5, 6 y 7 quimisorbidas sobre monocapas de AHAPS
en vidrio (ver apartado 6.2.1), el estudio de las matrices combinadas de estos
compuestos preparados por pDPN fue llevado a cabo inicamente mediante microscopia
confocal de fluorescencia. Para ello, y con el objetivo de confirmar la formaciéon de
dichas matrices, se tuvieron en cuenta los siguientes aspectos: (1) las medidas se
llevaron a cabo en una camara de liquidos que contenia una disolucion tampon de valor
de pH 9.5, lo que deberia garantizar que los tres fluoroforos depositados se encontraran
en sus estados de protonacion mds fluorescentes (ver tabla 6.1); (2) se resolvio
espectralmente la emision proveniente de las nanoestructuras creadas utilizando dos
canales de deteccion diferentes (Aey < 600 nm en el canal verde y Aey > 600 nm en el
canal rojo). Este segundo aspecto deberia permitir discriminar entre los motivos
formados por los compuestos 5 y 6 (cuya emision en disolucion a pH 9.5 es méaxima
alrededor de A = 525 nm) y los motivos formados por el compuesto 7 (cuya emision en
disolucion a pH 9.5 es maxima alrededor de A= 670 nm).

En la figura 6.7a se muestra la imagen de fluorescencia de una zona ampliada de una
matriz combinada de motivos de los compuestos 5, 6 y 7 tomadas a esas condiciones.

Para mayor claridad, las nanoestructuras de cada uno de esos compuestos fueron
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creadas con formas diferentes: cuadrados para el compuesto 6, tridngulos para el
compuesto 5 y cruces para el compuesto 7. Claramente se puede observar que los
motivos depositados por pDPN son fluorescentes. Ademas, la emision procedente de las
nanoestructuras de los compuestos 5 y 6 es detectada en uno de los canales del
microscopio (Aem < 600nm), mientras que en el otro (Aem > 600 nm) es recogida la
fluorescencia de los motivos del compuesto 7. Por lo tanto, se puede concluir que esos
fluoréforos parecen conservar sus propiedades Opticas una vez quimisorbidos sobre
vidrio silanizado. Los tamafios de los motivos de los compuestos 5, 6 y 7 determinados
a partir de esa imagen son 810, 920 y 800 nm, respectivamente. Estos valores deben ser
tomados como un limite superior de su tamafio real debido al efecto de la ley limite de
difraccion.

En la figura 6.7b se muestra la imagen de fluorescencia de una matriz combinada
compuesta por 6x6 puntos con didmetros entre 1-2 um y separados por 10 pum, los
cuales estan formados por moléculas del compuesto 6 (columnas primera y cuarta de la
matriz), del compuesto 5 (columnas segunda y quinta de la matriz) y del compuesto 7
(columnas tercera y sexta de la matriz). En este caso, no se resolvid espectralmente la
emision procedente de esas estructuras en dos canales de deteccion diferentes. Tal y
como se puede observar en dicha imagen, los tamanos e intensidades de fluorescencia
determinadas para cada uno de los puntos de la matriz correspondientes a diferentes
tipos de fluoréforos varian ostensiblemente. Ello puede ser debido a multiples factores.
Por un lado, a las limitaciones intrinsecas de la técnica de pDPN, como por ejemplo,
diferentes recubrimientos de las puntas de AFM con las disoluciones de los compuestos
a depositar o pequefias desviaciones de la planaridad entre el sustrato y el dispositivo
multipunta, lo que puede provocar que cada una de sus puntas ejerza una fuerza distinta
sobre la superficie. Ademas, otro factor caracteristico de la técnica de DPN es que la
cantidad de compuesto depositado va disminuyendo a medida que se consume el
material cargado en las puntas. Este factor, que provoca que motivos consecutivos de
una misma sustancia depositados con una Unica punta contengan cada vez menos
material a medida que ésta se descarga, puede ser especialmente critico en la
preparacion de las matrices combinadas desarrolladas en este trabajo. Tal y como se ha
representado esquematicamente en la figura 6.6, los puntos adyacentes de fluoréforos

distintos de esas matrices corresponden a diferentes ciclos de deposicion. Por lo tanto, la
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cantidad de material descargado previamente por cada una de las puntas de AFM
debiera ser también diferente.

Por otro lado, las diferencias observadas entre las estructuras de los distintos fluor6foros
también pueden ser debidas a su diferente naturaleza quimica, lo que puede comportar
distintas eficiencias de la reaccion de acoplamiento con los grupos terminales de la
SAM de AHAPS y una diferente capacidad de difusion sobre la superficie del sustrato
antes de que tenga lugar esa reaccion. Ademas, no se debe olvidar que las propiedades
opticas de esos fluoréforos son diferentes, por lo que a las condiciones experimentales a
las que se ha registrado dicha imagen (Aexe = 532 nm y Ager > 550 nm) cabe esperar

diferentes eficiencias de excitacion y deteccion para cada uno de ellos.

Figura 6.7: (a) Imagen de microscopia confocal de fluorescencia de una imagen ampliada de una matriz
combinada de motivos diferentes: cuadrados (compuesto 6), tridngulos (compuesto 5) y cruces
(compuesto 7) obtenida tras recoger la emisién en dos canales diferentes de deteccion. La barra
corresponde a 5 pm y las condiciones experimentales fueron Ae = 550 nm y A4 < 600 nm para el canal
verde y Age > 600 nm para el canal rojo. (b) Imagen de microscopia confocal de fluorescencia de una
matriz combinada de 6x6 puntos del compuesto 6 (columnas 1* y 4*), compuesto 5 (columnas 2% y 5%) y
compuesto 7 (columnas 3% y 6%) creada por la técnica de pDPN. La barra corresponde a 10 um, y las
condiciones experimentales fueron A = 532 nm y Ae, > 550 nm. Ambas medidas fueron realizadas a
pH=9.5 para garantizar que todos los fluor6foros se encontraran en su estado de protonacion de mayor

fluorescencia.

En cualquier caso, los resultados mostrados en la figura 6.7 demuestran la capacidad de
la técnica de pDPN para llevar a cabo la estructuracion combinatorial de multiples

especies con resolucion submicrométrica.
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6.3 Actividad acido — base de las nanoestructuras combinadas creadas
por pDPN

Una vez demostrada la capacidad de la técnica de pDPN para crear matrices
combinadas de nanoestructuras de los compuestos 5, 6 y 7, se llevd a cabo el estudio de
su respuesta frente a cambios de pH del medio. Para ello se fabricaron matrices de
motivos de dichos compuestos similares a la mostrada en la figura 6.7b y se investigé su
capacidad de respuesta a cambios de pH. La matriz combinada de los compuestos 5, 6 y
7 estudiada fue cubierta con disoluciones tampon con valores de pH desde 3 hasta 9.5
(en rangos de 0.5 unidades de pH). La intensidad de fluorescencia procedente de los
motivos de los compuestos 5, 6 y 7 fue medida in situ. En la figura 6.8a se muestran las
imagenes de fluorescencia de un area de 3x3 puntos de la matriz estudiada (donde cada
columna se corresponde a un compuesto diferente) sometida a cuatro valores de pH
diferentes: 3.5, 5.5, 7.5 y 9.5. Los perfiles de intensidad de fluorescencia promediados
para los motivos de cada tipo de fluor6foro se muestran en la figura 6.8b.

Tal y como se ha comentado, la méxima intensidad de fluorescencia de los motivos de
la matriz combinada de los compuestos 5, 6 y 7 se observé a pH=9.5 y por lo tanto, para
los estados completamente desprotonados de esos fluordforos, los cuales presentan
maximo rendimiento cuantico de fluorescencia (ver tabla 6.1). Cuando la muestra se
puso en contacto con una disolucion tampon de pH=7.5, se aprecidé un brusco
decaimiento de la intensidad de emision de las estructuras del compuesto 7
(practicamente del 66%), mientras que para los otros dos compuestos apenas se
registraron variaciones en su comportamiento. Esta es una clara indicaciéon de que, a
estas condiciones de pH, solamente se produce significativamente la protonacion de las
moléculas de carboxinaftofluoresceina, como cabria esperar debido al valor de su
constante de acidez (pK, = 7.6). Tras someter a la muestra a un medio mas acido
(pH=5.5), se observo como el equilibrio acido — base del compuesto 7 era desplazado
completamente hacia su estado monoanionico no fluorescente a las condiciones
experimentales de las medidas. Ademads, y a pesar de que no se apreciaron cambios de
intensidad de fluorescencia para las estructuras del compuesto 6, para los motivos del
compuesto 5 se observo una disminucion de su intensidad de emision. Esto se debe a la

formacion de un estado menos fluorescente de este compuesto de acuerdo con el valor
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de su constante de acidez (pK, = 6.4). Finalmente, se registrd un claro descenso de la
intensidad de fluorescencia de los motivos del compuesto 6 al poner la muestra en
contacto con la disoluciéon tampén de pH=3.5. De acuerdo con su constante de
disociacion en agua (pK, = 4.7), las moléculas de este fluor6foro deberian encontrarse
en un estado protonado de menor rendimiento cudntico de fluorescencia. Ademas, a ese
pH las estructuras del compuesto 5 experimentaron un descenso aun mas acusado de la

intensidad de fluorescencia con respecto al observado a pH=5.5.
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Figura 6.8: (a) Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia de una sub-matriz combinada de 3x3
puntos de los compuestos 6 (primera columna), 5 (segunda columna) y 7 (tercera columna) a valores de
pH =3.5,55,75y 9.5 (hexe = 532 nm y Ay, > 550 nm). (b) Perfiles de intensidad de fluorescencia

promediada para los motivos de los compuestos 6 (en verde), 5 (en azul) y 7 (en rojo) a valores de pH =

3.5,5.5,7.5y9.5.

De estos resultados se puede concluir cualitativamente que las estructuras de los

compuestos estudiados mantienen sus propiedades Opticas dependientes del pH, aun
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cuando se encuentren unidos covalentemente a un sustrato. Sin embargo, tanto para el
compuesto 5 como para el compuesto 6 estructurados por la técnica de pDPN, el
cambio total en intensidad de fluorescencia al variar el pH desde 9.5 a 3.5 es
significativamente mas bajo que el observado para estos mismos fluoréforos en
disolucion acuosa bajo las mismas condiciones de excitacion y deteccion, tal y como se
muestra en la tabla 6.2. Este comportamiento puede ser causado por la inmovilizacion
covalente de dichos compuestos en el sustrato funcionalizado de vidrio," lo cual podria
producir modificaciones en las propiedades Opticas de los compuestos debido a
interacciones con moléculas vecinas o debido a procesos de confinamiento de parte de
esas moléculas dentro de las cadenas hidrofobicas de la monocapa de silano (y que por
lo tanto, no serian sensibles a la acidez del medio). Como consecuencia, se aprecia una
sensibilidad a cambios de pH entre 4 y 10 veces menor para estos compuestos
estructurados frente a los mismos compuestos en disolucion. A pesar de ello la matriz
demostrd tener una marcada actividad como quimiosensor de pH, tal y como se

demuestra a continuacion.

Tabla 6.2: Variacion de la intensidad de fluorescencia entre pH=9.5 y
pH=3.5 para los compuestos 5 y 6 estructurados por medio de la

técnica de DPN y en disolucion.”

Lo 0.5/IpH 3.5

Compuesto
estructurado  en disolucidon
5 5.9 50.0
6 2.0 7.1

[a] Todas las medidas fueron realizadas a las mismas condiciones de
excitacion (Aexe = 532 nm) y deteccion (e > 550 nm).

En la figura 6.9 se muestra la variacion de la intensidad de fluorescencia promedio

determinada para estructuras de los compuestos 5, 6 y 7 de una matriz combinada
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creada por pDPN y expuesta a medios acuosos de valores de pH entre 3 y 9.5 mediante
el uso de las correspondientes disoluciones tampon. Para facilitar la comparacion del
comportamiento observado para cada fluoroforo, los valores de intensidad de
fluorescencia se normalizaron con respecto al cambio global observado entre pH 9.5 y
3. En todos los casos, se observa claramente la disminucién secuencial de la
fluorescencia emitida por los motivos de esos fluoréforos al disminuir el pH, tal y como

se aprecia cualitativamente en las imagenes de la figura 6.8.
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Figura 6.9: Dependencia de la intensidad de fluorescencia con el pH para las estructuras de los
compuestos 5, 6 y 7 de matrices combinadas creadas por pDPN. Los puntos corresponden a los valores
promedio de las medidas experimentales realizadas, mientras que las lineas corresponden a los ajustes de
esos datos a modelos que consideran la existencia de uno (compuestos 6 y 7) o dos (compuesto 5)

equilibrios acido — base.

Seglin se puede observar en la figura 6.9, en el caso de las estructuras de los compuestos
6y 7, la dependencia de su emision de fluorescencia detectada con el pH se pudo ajustar
satisfactoriamente a un modelo de dos estados consecuente con la existencia de un
unico equilibrio acido — base de sus especies en el rango de pH investigado. Las
constantes de disociacion obtenidas de esos ajustes (pK, = 4.4 para el compuesto 6 y
pK, = 8.0 para el compuesto 7) reproducen los valores descritos en disolucion (ver tabla
6.1). Las pequefias diferencias encontradas para estas constantes pueden ser atribuidas
a: (1) efectos provocados por la inmovilizacion en superficie y por la interaccion con las

moléculas vecinas y/o la monocapa de silanos, como ya se describi6 en otros trabajos;*
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y (2) reacciones de los estados excitados de las distintas especies i0nicas, que pueden
producir que los valores de pK, obtenidos de las medidas de fluorescencia se desvien de
su valor real.’®!* A diferencia de estos dos compuestos, la dependencia de la emision de
fluorescencia con el pH de las estructuras del compuesto 5 tuvo que ser ajustada con un
modelo de tres estados, lo cual estd en consonancia con la existencia de dos equilibrios
acido — base diferentes dentro del rango de pH estudiado. De nuevo, las constantes de
disociacion obtenidas de ese ajuste (pK, = 6.8 y pK, = 4.6) se hallan en muy buen
acuerdo con los valores medidos en disolucion (ver tabla 6.1). Y aun mas importante,
los datos mostrados en la figura 6.9 ratifican que la respuesta fluorescente de las
estructuras de la matriz combinada a variaciones de pH tiene lugar a intervalos de pH
complementarios: rango de 3.5 a 5.5 unidades de pH para el compuesto 6, rango de 4 a
8 unidades de pH para el compuesto 5 y rango de 7 a 9 unidades de pH para el
compuesto 7. Por lo tanto, esto demuestra la capacidad de la técnica de pDPN para
fabricar sensores de pH de amplio rango soportados sobre superficie.

Finalmente, la reproducibilidad y la reversibilidad de los cambios producidos por el pH,
asi como la estabilidad de las matrices combinadas de los compuesto 5, 6 y 7 creadas
por pDPN se estudiaron mediante su exposicion repetitiva a disoluciones tampon acidas
(pH = 3.5) y basicas (pH = 9.5). En particular, una matriz de 6x6 puntos, formada por
columnas intercaladas de los tres fluoroforos separados entre si por 10 um, fue sometida
a un total de nueve ciclos de exposicion a pH acido y basico. En la figura 6.10 se
representan las intensidades de fluorescencia que se obtuvieron promediando la
respuesta de los motivos de cada compuesto en cada ciclo de exposicion. Como se
puede observar, apenas se registraron variaciones significativas en la intensidad de
fluorescencia durante la repeticion de esos ciclos, lo que confirma la reversibilidad y
robustez del sistema y su aplicabilidad como sensor de pH de amplio rango de tamafio

micromeétrico.

139



Capitulo 6

1500

- e H ® 5 e 7

s

m

2 1000-

=

(=]

:

g >

E

& & o & ]
oL NININANNL SN N

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
n® de ciclos

Figura 6.10: Intensidad de fluorescencia promediada para las estructuras de los compuestos 5, 6 y 7 de
una matriz combinada creada por pDPN y sometida a ciclos consecutivos de exposicion a disoluciones de

pH 3.5 (circulos vacios) y 9.5 (circulos rellenos).
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6.4 Conclusiones

En este capitulo se han descrito los trabajos realizados para demostrar la capacidad de la

técnica de pDPN para fabricar matrices combinadas de quimiosensores fluorescentes de

pH. Las conclusiones obtenidas de dichos trabajos han sido las siguientes:

*
°

Se han conseguido depositar de forma combinada, en un solo proceso y por
medio de la técnica de pDPN, nanoestructuras adyacentes de tres compuestos
fluorescentes diferentes. Dichos compuestos se unieron covalentemente a la
superficie de sustratos de vidrio previamente funcionalizados con monocapas
autoensambladas de silanos, lo que proporciond una gran estabilidad a las

estructuras depositadas en medios liquidos.

Los tres compuestos fluorescentes anclados en superficie han mantenido las
propiedades Opticas que presentan en disolucion, asi como su dependencia con

el pH del medio.

La nanoestructuracion combinada de estos tres compuestos con diferentes
valores de pK, permite fabricar un sensor de pH de amplio rango en superficie
de escala micrométrica. Ademas el sistema no mostrd degradacion ni variacion
de respuesta tras varios ciclos de uso, demostrando asi la reproducibilidad y

reversibilidad del dispositivo desarrollado.
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CAPITULO 7

Conclusiones Generales

Una vez presentados los resultados obtenidos a lo largo de esta Tesis Doctoral, a

continuacion se van a describir las conclusiones finales mas relevantes que se derivan de

este trabajo:

K/
£ %4

Se han depositado y estudiado en superficie los indicadores de pH fluorescentes
de amplio rango 1 y 4, los cuales presentan diversos estados acido — base con
diferentes propiedades dpticas. Aungue se ha comprobado que la fisisorcion de
estas especies sobre superficie modifica ligeramente dichas propiedades, los
compuestos 1 y 4 mantienen el caracter fluorescente y la actividad &cido — base
observados en solucion. De esta manera se establecen como buenos candidatos
para el desarrollo de quimiosensores a partir de su nanoestructuracion directa, sin

funcionalizacion previa.

Los compuestos 1 y 4 se han estructurado en superficie mediante dos técnicas de
litografia blanda: "lithographycally controlled wetting™ y "microcontact printing".
Las estructuras resultantes muestran cambios rapidos y muy sensibles de su
comportamiento fluorescente frente a variaciones de pH, lo que constituye el
primer ejemplo de quimiosensor de pH en superficie basado en la estructuracion
de sistemas fluorescentes multiestado. Ademé&s, se ha comprobado que la
estructuracion de la especie quimiosensora hace aumentar drasticamente la

sensibilidad del dispositivo con respecto a capas continuas de ese mismo material.
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*

La nanolitografia de "dip pen" se ha utilizado de manera alternativa para la
nanoestructuracion de 4 en forma de motivos de tamafios mas pequefios y
morfologias controladas. Las nanoestructuras resultantes también mantienen una

gran sensibilidad y rapidez de respuesta a los cambios de pH.

Mientras que la deposicion directa por fisisorcion es mas sencilla y no requiere de
funcionalizaciones previas, las estructuras resultantes acaban degradandose a lo
largo de diversos ciclos de actividad acido — base y, sobre todo, no pueden ser
utilizadas para medidas en liquido. De manera alternativa, se ha llevado a cabo la
fabricacion de micro- y nanoestructuras de los compuestos fluorescentes sensibles
al pH 5, 6 y 7 quimisorbidas sobre superficie. Las estructuras resultantes no sélo
soportan mas ciclos de actividad &cido — base sino que ademas se han utilizado de

forma satisfactoria para detectar cambios de acidez en liquidos.

La nanolitografia de "dip pen" ha permitido fabricar matrices combinadas de los
compuestos 5, 6 y 7, tres indicadores fluorescentes que responden a rangos
complementarios de pH. Ello permite que las estructuras resultantes presenten
respuestas a los cambios de acidez en un amplio rango de pH. Aunque con
anterioridad ya se habia descrito algin ejemplo de matrices combinadas de micro-
y nanoestructuras mediante esta técnica, ésta es la primera vez que se demuestra

su aplicacidn al desarrollo de librerias de quimiosensores.

Los resultados obtenidos en este trabajo abren la puerta al desarrollo de toda una
nueva estrategia para la fabricacion de sensores miniaturizados que puede ser
aplicada no Unicamente a quimiosensores de pH, sino a cualquier otro tipo de

material sensor (quimisosensores de iones metalicos, biosensores, etc.).



CAPITULO 8

Experimental

8.1 Disolventes y productos

Los compuestos 2-[(3-bromo-4,5-dihidroxifenil)-1-etenil] piridina (compuesto 1) y el 3-
bromo-5-(2-fenil-1-etenil) 1,2-bencenodiol (compuesto 2) fueron sintetizados por el Dr.
Félix Busqué del Departamento de Quimica de la Universidad Auténoma de Barcelona,
tal y como se halla descrito en la referencia.! El di tert butil catecol (compuesto 3), el
cloruro de [9-(2-carboxifenil)-6-dietilamino-3-xantenilideno]-dietilamonio (rodamina B),
la N-(3-trimetoxisililpropil)dietilentriamina (TPDA), el butil isotiocianato (bITC), el
acido clorhidrico, la sosa cdustica, el acido acético, el tampdn acetato (3M, pH 5.2), el
tampon fosfato (PBS, 1M, pH 7.4) y el glicerol, asi como los disolventes tolueno anhidro,
acetonitrilo, dimetilformamida (DMF) y etanol fueron adquiridos de la casa comercial
Sigma-Aldrich. El acido acético y la trietilamina fueron adquiridos de la casa comercial
Panreac. La fluoresceina (compuesto 4), el 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI), el
amoniaco y el tampon borax (13 mM, pH 9.0) fueron adquiridos de la casa comercial
Fluka. El isotiocianato de fluoresceina (FITC, compuesto 5), el succimidil éster de
Oregon Green 514, (compuesto 6) y el succimidil éster de carboxinaftofluoresceina,
(compuesto 7) fueron adquiridos de la casa comercial Invitrogen. ElI N-(6-
aminohexil)aminopropil  trimetoxisilano (AHAPS) y el N-(2-aminoetil)-11-
aminoundeciltrimetoxisilano (AEAUS) fueron adquiridos de la casa comercial Gelest. El
diclorometano fue adquirido de la casa comercial Teknokroma. EI -elastomero
polidimetilsiloxano (PDMS) Sylgard R 184 fue adquirido de la casa comercial Dow
Corning Corporation. Los hilos de Ti (99.7%) y Au (99.99%), usados en la evaporacion
sobre sustratos de vidrio, fueron adquiridos de la casa comercial Alfa Aesar. Todos estos

compuestos fueron usados sin purificaciones adicionales.
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8.2 Sustratos

A lo largo de este trabajo de Tesis Doctoral se han utilizado dos tipos de sustratos, vidrio
y HOPG. El primero de ellos es el que ha sido mas ampliamente utilizado, tanto
directamente como tras su funcionalizacion previa. Dicho tipo de sustrato cumple varios
requisitos basicos. El primero es que es transparente, lo que permite su uso en medidas de
microscopia Optica y confocal de fluorescencia en modo de transmision. Ademas,
presenta una baja rugosidad y puede ser activado y/o funcionalizado de manera
relativamente sencilla. El segundo sustrato, el HOPG, se utilizé fundamentalmente en los
estudios de autoensamblaje en superficie. Ademas de ser atdbmicamente plano, su caracter
hidrofobo aporta informaciéon complementaria por comparacion con el mayor caracter
hidroéfilo del vidrio. A continuacion se explican con mayor detalle los diversos sustratos

utilizados y los tratamientos a los que fueron sometidos.

8.2.1 Sustratos sin funcionalizar

0 HOPG (Highly Oriented Pyrolitic Graphite):

Este sustrato consiste de grafito pirolitico que esta formado por capas atdmicas de
carbono altamente orientadas unas con respecto a otras. E1l HOPG presenta propiedades
muy relevantes como ser facilmente exfoliable, hidrofobico, atdémicamente plano y
conductor. El grafito utilizado en el presente trabajo tiene el grado ZYB y fue comprado a
GE Advanced Ceramics. Por lo que a su preparacion se refiere, los sustratos de HOPG
empleados fueron limpiados antes de cada uso mediante una exfoliaciéon con cinta

adhesiva.

o Vidrio:

En este trabajo se usaron sustratos de vidrio redondos, de 25 mm de didmetro y 120 pm

de espesor, que fueron adquiridos a la casa Electron Microscopy Science. Dichos
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sustratos fueron sometidos a procesos de limpieza antes de cada uso para eliminar las
impurezas presentes en su superficie. Este tratamiento consistié en sonicar los sustratos
durante quince minutos en acetona, etanol y agua miliQ de forma consecutiva y en este
orden, para después secarlos con un flujo de nitrogeno seco. Antes de este proceso de
limpieza, los sustratos de vidrio usados presentan impurezas en su superficie que pueden
superar los 20 nm de altura. Sin embargo, la rugosidad de la superficie del vidrio después
de la limpieza por ultrasonidos es menos a 1 nm. En ocasiones, y para disminuir al
maximo el nimero de impurezas orgéanicas fluorescentes sobre la superficie de los
sustratos de vidrio, éstos fueron sometidos a un tratamiento oxidativo con ozono (“ozone

cleaning”) durante 20 minutos en el PSD-UV de Novascan.

8.2.2 Sustratos funcionalizados

o Evaporacion de oro sobre sustratos de vidrio:

Para los estudios de estructuracion del compuesto 4 por deposicion directa mediante
fisisorcion con la técnica de DPN se utilizaron superficies de vidrio recubiertas con una
capa de oro. Dicho recubrimiento se prepard de la siguiente forma: Primero se depositd
por evaporacion térmica una capa de 2 nm de titanio; en segundo lugar se depositd por
evaporacion térmica una capa de 7 nm de oro. Estas etapas se realizaron a velocidades de
1 A sy presiones de aproximadamente 10 torr. Los sustratos resultantes de este proceso
son semitransparentes y permitieron llevar a cabo el estudio de las propiedades

fluorescentes del compuesto 4 depositado por medio de microscopia de fluorescencia.

o Funcionalizacion de sustratos de vidrio con aminosilanos:
Para posibilitar la union covalente de algunos fluoréforos a la superficie de los sustratos
de vidrio, éstos fueron funcionalizados con alcoxisilanos que presentaban grupos amino

en uno de sus extremos capaces de reaccionar con determinados grupos reactivos de los

fluoroforos. Los alcoxisilanos reaccionan con relativa facilidad con sustratos de vidrio
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que han sido previamente tratados para activar la presencia de grupos —OH en su
superficie. Dicha activacion se realiz6 mediante un tratamiento de quince minutos con
“solucion pirana” (esta disolucion esta constituida por acido sulfurico concentrado y
peroxido de hidrogeno al 33%, en proporcion 3:1. Advertencia: la solucidn pirafia es
altamente oxidante y debe ser manejada con mucha precaucion). Posteriormente, los
sustratos se limpiaron con agua miliQ y se secaron con un flujo de nitrogeno seco
inmediatamente antes de llevar a cabo la formacion de la monocapa de aminosilano. Ese
proceso se realizd en una caja de guantes en atmosfera seca de argon. Los sustratos de
vidrio recién activados se sumergieron en una disolucion al 2% del alcoxisilano de interés
(AEAUS, AHAPS o TDPA) en tolueno anhidro durante 4 horas. Una vez transcurrido ese
tiempo, los sustratos se lavaron con tolueno anhidro (en atmosfera de argon) y por
sonicacion con etanol y diclorometano para eliminar los restos de material fisisorbido.

Finalmente los sustratos se secaron con un flujo de nitrogeno seco.

o Pasivacion de sustratos funcionalizados:

Sobre los sustratos de vidrio funcionalizados con aminosilanos se prepararon micro- y
nanoestructuraciones de fluoréforos mediante pCP y DPN. No obstante, antes de
proceder al estudio de la actividad acido — base de esos fluoréforos en superficie se
pasivaron los grupos amino terminales de la monocapa que no habian reaccionado para
evitar asi que pudieran interferir en las medidas posteriores de pH. Dicha pasivacion se
llevo a cabo mediante la inmersion de los sustratos (previamente sonicados) en
disoluciones al 5% de butil isotiocianato en acetonitrilo durante 4 horas. A continuacion,
se sometieron a lavados por ultrasonidos con acetonitrilo, etanol y agua para eliminar los
restos de material fisisorbido. Finalmente, los sustratos se secaron con un flujo de

nitroégeno seco.
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8.3 Metodologias experimentales para la formacion de capas y motivos

estructurados sobre las superficies

o “Drop Casting™:

Este proceso consiste en depositar una pequeia cantidad de la disolucidon que contiene el
compuesto de interés directamente sobre el sustrato y dejar que el disolvente se evapore.
El punto de ebullicion del disolvente junto con las condiciones ambientales (temperatura,
humedad,...) determinan el tiempo de evaporacién, y por lo tanto, el tiempo del que
disponen las moléculas para autoorganizarse en superficie. En todos los casos se observo
una mayor acumulacion de material en los frentes de recesion de la capa del disolvente.
Independientemente del sustrato o disolvente usado, se procedié siempre de la misma
forma: se depositaron un par de gotas de la disolucion de interés sobre el sustrato, recién
exfoliado (grafito) o limpio (vidrio), y se dejaron evaporar al aire. Cuando el disolvente
utilizado fue octanol, la evaporacion solid durar varias horas dependiendo de las
condiciones ambientales. En cambio, en el caso de diclorometano, este proceso dura unos
pocos segundos. En ocasiones, para prolongar el tiempo de evaporacion, el proceso de

“drop casting” se llevo a cabo en atmosfera saturada del disolvente.

o *“Spin Coating™:

Esta es una técnica usada para la deposicion de capas finas en superficie. El proceso
consiste en depositar una pequena cantidad de la disolucion de interés en el centro de un
sustrato que se hace girar a alta velocidad. La fuerza centripeta provoca la formacion de
una capa delgada del material contenido en la disolucion sobre la superficie del sustrato.
El espesor de la capa depende, entre otras propiedades, de la naturaleza de la disolucién
(viscosidad, tension superficial, etc.) y de los parametros escogidos para el proceso
(aceleracion, velocidad de rotacion, tiempo, etc.). La influencia de este elevado ntimero
de factores compromete la repetibilidad del proceso. En este trabajo, el “spin-coater”

usado (Chemat Technology KW-4A, SPI SUPPLIES) fue operado en todos los casos a
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3000 r.p.m. durante 60 segundos después de dejar una gota de disolucion sobre el centro

del sustrato recién exfoliado (grafito) o limpio (vidrio).

o LCW:

Los sellos de policarbonato usados para realizar las estructuraciones por LCW se
obtuvieron de la capa superior de un disco compacto virgen. Mediante el uso de un bisturi
se recortaron trozos de aproximadamente 1x1 cm” de dicha superficie, que seguidamente
se despegaron de la base transparente del disco compacto por medio de unas pinzas.
Debido a la simplicidad y bajo coste de obtencién de este tipo de sellos, no se
reutilizaron. El procedimiento seguido para realizar las estructuraciones en los distintos
sustratos se describe a continuacion. En primer término, se deposita una gota de la
disolucion sobre el sustrato, e inmediatamente después, se coloca sobre ésta el sello de
policarbonato. Sin necesidad de aplicar presion, los fenomenos de capilaridad hacen que
el sello se adhiera completamente a la superficie de la gota. El sello no se retira hasta que
se produzca la evaporacion de la disolucion depositada, lo que puede producirse en

escasos segundos o varias horas dependiendo de la naturaleza del disolvente.

o0 MHCP:

Las réplicas de sellos de PDMS se prepararon afiadiendo la mezcla de precursor (Sylgard
184, Dow Corning) sobre un molde de silicio del que se dispone en nuestro grupo de
investigacion, y que fue fabricado gracias a un proyecto GICSERYV de la sala blanca del
Centro Nacional de Microelectronica (CNM) de Barcelona. Dicha mezcla fue
previamente agitada y sometida a vacio durante 30 minutos para eliminar las burbujas de
aire en su interior. El curado del polimero se realiz6 a atmosfera ambiente y 80° C durante
24 horas. Los sellos de PDMS asi preparados presentan espesores de 2-3 mm.

Para la deposicion de compuestos por uCP, los sellos se impregnaron con la disolucion
del compuesto de interés. Posteriormente, fueron secados con un flujo de nitrogeno seco,
se aplicaron sobre el sustrato elegido sin ejercer presion, y se dejaron reposar unos 30

segundos bajo condiciones ambiente. Transcurrido ese tiempo, los sellos fueron retirados.
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En general, los sellos de PDMS se utilizaron una media de 10 veces cada uno y siempre

para depositar el mismo compuesto por uCP.

o DPN:

Los experimentos de nanoestructuracion por nanolitografia de “dip pen” en paralelo se
llevaron a cabo utilizando el equipo NSCRIPTOR™ DPM® System (Nanolnk, Inc.). Se
utilizaron “chips” unidimensionales de 12 puntas con palancas tipo A de nitruro de silicio
(Type M, Nanolnk, Inc.). Todos los experimentos se realizaron en condiciones
ambientales (~ 35% de humedad relativa y ~ 22° C). Para recubrir las puntas con la
disolucion del compuesto de interés se utilizan dispositivos microfluidicos comerciales
(“Inkwell”, Nanolnk, Inc.). Los reservorios de estos dispositivos se rellenaron con
aproximadamente 0.3 pL de disolucion, los cuales estdn conectados por medio de
microcanales con unos reservorios mas pequefios donde, por inmersion, se recubrieron las
12 puntas de los “chips” unidimensionales. Los parametros de funcionamiento del equipo

se controlaron usando el programa Inkcad proporcionado por la compafiia Nanoink, Inc.

o DPN combinatorial:

La nanoestructuracion por medio de DPN combinatorial se llevo a cabo usando el mismo
equipo descrito anteriormente y bajo las mismas condiciones ambientales. También se
emplearon el mismo tipo de “chip” unidimensionales de 12 puntas (Type M, Nanolnk,
Inc.) asi como de dispositivos de microfluidica para recubrirlas con los compuestos de
interés (Inkwell, Nanolnk, Inc.). No obstante, a diferencia de lo explicado anteriormente,
para este tipo de experimentos se rellenaron tres reservorios consecutivos con
aproximadamente 0.3 pL de cada una de las tres disoluciones de los compuestos 5, 6 y 7.
Las disoluciones de estos compuestos (0.1 M) se prepararon en mezclas de 95%
dimetilformamida y 5% glicerol. Por inmersion de las puntas en los reservorios se
consiguieron recubrir tres puntas consecutivas con esos tres compuestos. La separacion
entre los reservorios, idéntica a la separacion entre puntas (66 um), hace posible que se
evite la contaminacién cruzada. A continuacion, las matrices combinadas se crearon

siguiendo los siguientes pasos: primero, se cre6 una matriz simple con las tres puntas,
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obteniéndose estructuras para cada compuesto que se hallan separadas entre si por 66 um;
a continuacion, se movieron las puntas por traslacion, de forma que la punta nimero 2
quedara a la altura de donde se encontraba la punta nimero 1 inicialmente; tras ello, se
cred una nueva matriz, igual a la anterior; repitiendo estos dos tltimos pasos una vez mas

se consiguid la creacion de una matriz combinada de tres compuestos.
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8.4 Caracterizacion de las muestras

8.4.1 Microscopia de Fuerzas Atémicas

Todas las imagenes de AFM mostradas en este trabajo de Tesis Doctoral fueron tomadas
bajo condiciones ambientales con un microscopio AFM/SPM Agilent 5500. El equipo se
encuentra sobre una base de granito suspendida por cuerdas elasticas dentro de una caja
de aislamiento acustico. En las medidas, se han utilizado escaneres de baja coherencia
con rangos de medida que van hasta 10 um (escaner de resolucidon atémica) hasta las 90
um, asi como puntas de nitruro de silicio PointProbe Plus de la marca Nanosensors, tanto
de tipo NCH (constante de fuerza ~ 42 N/m, frecuencia de resonancia ~ 330 KHz) como
de tipo FM (constante de fuerza ~ 2.8 N/m, frecuencia de resonancia ~ 75 KHz). Cuando
el equipo se oper6 en modo “semi-contacto” (conocido normalmente como “tapping”) la
velocidad de barrido se mantuvo en el rango de 0.5 — 1.2 Hz. La resolucion de las
imagenes mostradas es de 512 pixeles por linea. El tratamiento de las imdgenes se ha
realizado mediante el uso de los programas gratuitos WSxM (version 2.2, Nanotec
electronica) y Gwyddion (version 2.18, http://gwyddion.net/).

En ocasiones, el equipo de AFM se oper6 en modo de contacto tanto para realizar la
caracterizacion de alguna muestra como su modificacion mediante raspado con la técnica
de “scratching”. La unica diferencia entre esos dos tipos de experimentos reside en la
fuerza de carga aplicada a la punta. Por ejemplo, las fuerzas de carga empleadas en los
experimentos de “scratching” oscilaron entre 2 y 10 V. Las puntas utilizadas en estos
experimentos se utilizaron posteriormente para realizar la caracterizacion de la zona
raspada, bien en modo de contacto o semi-contacto. En ocasiones, junto con las imagenes
de topografia también se muestran imagenes de fase. En estas imdgenes se pueden
observar diferencias de composicion en la muestra debido a las diferencias de adhesion de

la punta en los distintos materiales que se hallan sobre la superficie del sustrato.
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8.4.2 Microscopia Optica

A lo largo de la realizacién de esta Tesis Doctoral se emplearon diversos equipos de
microscopia oOptica para llevar a cabo estudios tanto de caracterizacion de las diferentes
micro- y nanoestructuras de fluoroforos creadas como para analizar su respuesta
fluorescente a cambios de pH. En concreto, estos equipos fueron un microscopio optico
invertido, un microscopio confocal de fluorescencia comercial y un microscopio confocal

no comercial equipado con una camara de gases/liquidos.

0 Microscopio Optico invertido:

Algunas de las imagenes de fluorescencia que se muestran en este trabajo de Tesis
Doctoral fueron obtenidas usando un microscopio Optico invertido de la casa Zeiss,
modelo Axio Observer Z-1m, con portamuestras motorizado XY, y del que se dispone en
nuestro centro de investigacion. La fuente de excitacion de la que consta este equipo es
una lampara de vapor de Hg de alta presion de arco corto (HBO 103/2 de 100W). Ademas
el microscopio dispone de diversos objetivos al aire de distintas magnificaciones (5x, 10x,
20x, 50x y 100x). Los filtros usados en las medidas de fluorescencia realizadas con este
equipo fueron: (1) DAPI => excitacion: BP 365/12, emision: LP 397; (2) fluoresceina,
FITC, Oregon Green y compuesto 1 => excitacion: BP 450, emision: LP 515; y (3)
carboxinaftofluoresceina y rodamina B => excitacion: BP 540/12, emision: LP 590. La
deteccion de fluorescencia se realiza con una cdmara AxioCam HRc con sensor CCD

(resolucion de 1388x1040, 1.4 Mpxl) de la marca Sony.

0 Microscopio confocal de fluorescencia comercial:

Para la determinacion de los espectros de emision de los compuestos 1 y 4 en superficie,
se utilizd el microscopio confocal de fluorescencia Leica TCS SP2 AOBS de los
Servicios de Microscopia de la Universidad Autonoma de Barcelona. Este equipo dispone
tanto de objetivos al aire (5x, 10x, 20x, 40x) como de inmersion en aceite (63x), asi como
de fuentes de excitacion laser: diodo azul (405 nm), un laser de argdn (458, 476, 488, 514

nm) y un laser de He:Ne (561, 633 nm). En este microscopio, se utiliza un divisor de haz
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optoacustico que permite seleccionar espectralmente la radiacion detectada. Barriendo los
valores de trabajo de ese elemento Optico, se puede reconstruir el espectro de emision de

la zona de la muestra investigada.

0 Microscopio confocal de fluorescencia no comercial:

En nuestro grupo de investigacion se ha desarrollado un microscopio confocal de
fluorescencia con sensibilidad para detectar la emision de moléculas individuales.

Este equipo, cuyo esquema se muestra en la figura 8.1, estd compuesto por un objetivo
Olympus de inmersion en aceite de alta apertura numérica (60x, NA = 1.42) montado
sobre una unidad focal invertida (BXFM, Olympus) y con el cual se focaliza sobre la
muestra la radiacion proveniente de un laser de diodo verde (532 nm, potencia = 50 —
500 W-cm?) de la casa Z-laser (modelo Z20RG). La fluorescencia emitida por la muestra
es recogida por el mismo objetivo y separada espectralmente de la radiacion de excitacion
por medio de un espejo dicroico (Omega, SSODRLP) y un filtro “long pass” (Omega,
550ALP). El equipo esta equipado con un fotodiodo de avalancha (Perkin-Elmer, SPCM-
AQR-14) como detector. Para obtener imagenes de fluorescencia de areas de hasta 80x80
um® de las muestras de interés, éstas se barren por medio de un piezo-escéner con
retroalimentacion (Physik Instrumente, P-710) a velocidades de 1 KHz. El equipo esta
controlado por medio de un programa desarrollado en el entorno LabVIEW (National
Instruments).

Para realizar las medidas de la actividad acido — base de las muestras preparadas se
acoplaron indistintamente una cdmara de gases o de liquidos al microscopio. Con ellas se
pudieron realizar medidas de fluorescencia in situ a distintas atmosferas y medios liquidos
de pH controlado. Por un lado, las atmosferas de diferente pH dentro de la camara de
gases se obtuvieron haciendo circular por su interior el flujo de gas resultante de
burbujear una corriente de nitrégeno a través de la disolucion acuosa de un 4cido o base
volatil (HCI, HAc, NEt;, NH3).

En cuanto a las medidas en disolucion, se realizaron afladiendo 2 mL de diferentes
disoluciones tampdn en el interior de la camara de liquidos utilizada. En particular, se

emplearon disoluciones tampén de concentraciéon 0.1 M y pH 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5,
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6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 y 9.5, que se prepararon a partir de disoluciones

comerciales de tampon acetato, fosfato y borax.

Camara de gases
T B

4_"'\ ;| —

)

Objetivo
Espejo
dicroico
LASER
Filtro
| = Pinhole
Fotodetector

Figura 8.1: Esquema del microscopio confocal de fluorescencia no comercial con el detalle de la camara de

gases

8.4.3 Angulo de Contacto

Todas las medidas del 4ngulo de contacto se llevaron a cabo con agua miliQ, por medio
de la técnica de “sessile drop” bajo condiciones ambientales. Las medidas se realizaron en
un analizador Easy Drop FM40 (Kruss, Alemania) y mediante el programa Drop Shape
Analysis DSA 100 provisto por la misma compania. El volumen de la gota de agua
utilizada en las medidas fue de 3 pL. El dngulo de contacto se midid en cinco regiones
diferentes de la muestra y el resultado obtenido se extrajo del promedio de todas las

medidas.
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8.4.4 Medidas de pH

Las medidas de pH en los estudios 4cido — base en disolucion se llevaron a cabo
utilizando un electrodo de pH Crison 5028 conectado a un potenciometro Crison BASIC
20+. Las medidas se realizaron en continuo sumergiendo el electrodo en el medio liquido
de interés. El electrodo Crison 5028 posee un didmetro pequefio (3 mm) lo cual facilitd su
uso en las medidas de pH in situ en el interior de la camara de liquidos utilizada en las
medidas de microscopia de fluorescencia.

Las medidas de pH en los estudios acido — base en fase gas se llevaron a cabo utilizando
un papel indicador de pH humedecido. Dicho papel indicador se introdujo dentro de la

camara de gases empleada en las medidas de fluorescencia.

8.4.5 Difraccion de Rayos X

Se realizaron diversos estudios de difraccion de rayos X para comprobar la cristalinidad
de los compuestos depositados en superficie. Para ello, se utilizaron las técnicas
conocidas como “SAXS” (difraccion de rayos X a dngulo rasante) y “WAXS” (difraccion
de rayos X a angulo grande).

Las muestras, bien en capilares o sustratos de vidrio, se analizaron en un difractometro S3
MICRO (Hecus X-ray Systems, Austria) equipado con una fuente de rayos X GENIX
(Xenocs, Grenoble). Las medidas se llevaron a cabo a 50KV y ImA. La longitud de onda
utilizada fue de 0.1542 nm. El ancho del canal para SAXS fue de 56.2 um y para WAXS
de 54 um. El detector se encuentra a un angulo de 22.65° en las medidas WAXS. De cada
muestra se realizaron tres medidas de 1 hora cada una. Los resultados obtenidos son
analizados con el software 3D View V4.1. El modulo del vector de dispersion (q) se
calcul6 seglin la féormula: q = (4n/A)sin(6/2), donde 0 es el angulo de dispersion. El efecto
de “smearing” se compensé por medio del método numérico descrito previamente.?

Estas medidas fueron realizadas en el Departamento de Quimica Coloidal e Interfacial del
Instituto de Investigaciones Quimicas y Ambientales de Barcelona (IIQAB-CSIC) bajo la

direccion del Dr. Jordi Esquena y la Prof. Conxita Solans.
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8.4.6 Espectroscopia Raman en superficie

Las medidas de espectroscopia Raman sobre superficie se llevaron a cabo a temperatura
ambiente usando un espectrofotometro Jobin-Yvon T64000 en retrodispersion con un
detector de carga acoplada. Como fuente de excitacion se usé una de las lineas de un laser
de Ar" (514.5 nm) con una potencia constante de 180 pW, cuya radiacion fue focalizada
con un objetivo 100x en una zona menor de 1 um de diametro de la superficie de la
muestra. Estas medidas fueron realizadas en el Departamento de Fisica de la Universidad

Auténoma de Barcelona (UAB) bajo la direccion del Dr. Francesc Alsina.

8.4.7 Medidas de absorbancia y fluorescencia en disolucion

Los espectros de absorcion electronica de UV-visible de los compuestos 1 y 2 se
obtuvieron a temperatura ambiente usando un espectrofotometro Varian Cary0O5e,
mientras que sus espectros de fluorescencia de emision se midieron en un
espectrofotometro de fluorescencia Perkin-Elmer LS45. Estas medidas fueron realizadas
en el Instituto de Ciencia de Materiales de Barcelona (ICMAB). Los rendimientos
cuanticos de fluorescencia de estos compuestos en acetonitrilo fueron determinados
utilizando N,N’-bis(1-hexilheptil)perileno-3,4,9,10 en acetonitrilo (®; = 1) como
referencia.?

Los espectros de absorcion electronica de UV-visible de los compuestos 5, 6 y 7 en
disolucion fueron medidos en un espectrofotometro HP 8452 A equipado con el programa
ChemStation, que se encuentra en el Servicio de Andlisis Quimicos de la Universidad
Auténoma de Barcelona (UAB). Los correspondientes espectros de emision de
fluorescencia se obtuvieron mediante un espectrofluorimetro desarrollado en nuestro
grupo que utiliza un laser pulsado Brilliant (Quantel, A=355 a 532 nm o 415 a 625 nm)
como fuente de excitacion y una cdmara Andor ICCD acoplada a un espectrografo como

detector. En todos los casos, los diferentes estados de protonacion de esos compuestos se

investigaron utilizando disoluciones tampon del pH apropiado.
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