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Naci un jueves 13 de julio del 1978 a las 20:30 horas,
mi llegada fue un gran acontecimiento, ya que seria el
1 sobrino y nieto de una gran familia. Mi madre era la
mas contenta, ya que la jodi durante los 9 meses de
gestacion. Mis genes provienen de dos grandes
personas Adolfo Orlando Osorio Lepe y Maria Elena
Roman Diaz. Ademds tengo una hermana a la cual
carifiosamente cuando nifio, le apodé la conconina...
este apodo permanecera como marca registrada familiar.

Mis primeros afios de escolaridad los realicé en el Colegio La Florida, donde me
destaque entre mis compafieros por hacer valer los derechos del nifio, ya que no
acepté que una profesora lavara mi boca con jabon, por decir una groseria, que era
justa y necesaria en ese momento.

Después entre alegria, curiosidad y novedad parti con mi familia a Puebla, México,
en busca de nuevas oportunidades de trabajo para mis papas. Entre tortillas, tacos,
mayas y aztecas conoci a Montezuma, Pancho Villa, Benito Juarez y Frida Calo,
personajes que marcaron mi incipiente adolescencia. Ademas en este hermoso pais,
cultivé grandes amigos, que felizmente todavia conservo.

De vuelta en Chile en el afio 1993 ingresé al Liceo de Aplicacion para cursar mi
ensefianza media y fué en este periodo donde comencé a practicar mi deporte
favorito, en la Rama de Natacion de la Universidad de Chile, donde las medallas no
me faltaron. Al finalizar mi 4" afio medio se me otorgd un premio por ser uno de los
10 alumnos mas destacados de mi promocién.

Al afio siguiente ingresé a la Universidad de Chile a la Carrera de Quimica
Ambiental, alli pasaré 5 afios de mi vida. Mis amigos crecieron en este espacio
infinito de conocimiento... entre libros y formulas, entre el portero de la universidad,
carreras a las competencias de natacion universitaria, pruebas, etc. Ademas en esta
casa de estudios conoci a un profesor que el azar puso en mi camino y que me
permitié ingresar al mundo de la ciencia, su nombre Victor Vargas.

Al finalizar mi carrera, cambié bruscamente de enfoque profesional, ya que ingresé
al programa de doctorado en quimica de la facultad de ciencias y después de un
extenuante afio académico, comencé mi busqueda por la verdad. En esta pesquisa
tengo la oportunidad de viajar a Canadd, a la Universidad de Windsor para
desarrollar parte de mi proyecto de investigacion. Alli conoci a grandes cientificos
como el profesor Ricardo Aroca, de quien no solo aprendi el rigor de la ciencia de
primer mundo, sino que ademas la vision de un hombre que vivié y fue parte del
proceso politico mas relevante en la historia de Chile. También este viaje me permite
conocer a una persona muy especial, Kelsey Dewar.

Actualmente defiendo mi tesis doctoral y creo que mi vida académica no termina
aqui, al contrario es el inicio de mas historias por contar...
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RESUMEN

La presente tesis se centrd en la obtencién de superficies metalicas, cuya
principal caracteristica es el recubrimiento inerte que permite separar al sistema
molecular fluorescente de la superficie metalica.

La sintesis de lIa superficie metalica implica un proceso redox entre nitrato de
plata y glucosa en medio basico, para generar una solucion coloidal de plata. Las
particulas metélicas estabilizadas en solucién son depositadas sobre vidrio.

La caracterizacién de estas superficies se lleva a cabo mediante
espectroscopfa UV-Visible, Microscopia Electrénica de alta Resolucion (SEM),
Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) y espectroscopia Raman. Los resultados de
microscopia electrénica determinaron que las nanoparticulas sintetizadas en solucién
estan en un amplio rango de tamafio, 30 a 200 nm, mientras que el tamafio de las
nanoparticulas depositadas sobre vidrio est entre 60 y 500 nm. La caracterizacién
Raman de esta superficie confirma que las nanoparticulas de plata quedan recubiertas
con una capa protectora de 4cido glucdnico, residuo pr;%,veniente de la reaccion redox
de nitrato de plata y glucosa. Ademads, este resultado fue ratificado a través de
cdleulos moleculares a nivel de funcionales de la densidad (DFT), para un sistema
constituido por una molécula de 4cido glucdnico enlazado a un atomo de plata. De la
interacci6n entre estos dos sistemas fue posible estimar el espesor de la capa
protectora en aproximadamente 10 A.

La nueva supetficie metalica es caracterizada y posteriormente empleada en
estudios de amplificacion de la sefial fluorescente de Rodamina-B. Los resultados de

este estudio determiné que Rodamina-B depositada sobre nuestra superficie metalica
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presenta una intensidad de fluorescencia 15 veces mayor que la sefial de
fluorescencia medida para este sistema molecular depositado sobre vidrio. Este
resultado nos permitié inferir que el espesor de 10 A, permite tanto minimizar el
proceso de transferencia de energia no radiativa desde la molécula al metal y
amplificar la emision.

Una vez probada la efectividad de nuestra superficie metalica con
Rodamina-B, se llevaron a cabo estudios de fluorescencia de estado estacionario y
fluorescencia dindmica. Las medidas se realizaron a 93K y a temperatura ambiente
(298K) con los siguientes sistemas moleculares, difenilhexatrieno (DPH), 1-[4-
(dimetilamino)fenil]-6-fenilhexatrieno (DM-DPH) y 1-[4-(dimetilamino)fenil}-6-
hexatrienona (DM-PTC), denominados como fenil-trienos. Algunos de los resultados
més relevantes encontrados para estos sistemas fueron: a mayor depdsito de
nanoparticulas de plata sobre vidrio mayor es la amplificacion de la sefial
fluorescente; moléculas con un rendimiento cuantico cercano a la unidad tienen una
amplificacién entre 4 a 5 veces menor, que las moléculas con rendimiento cudntico
entornoa (.1,

Ademas al emplear superficies metalicas recubiertas con 25 nm de polivinil
formal (Formvar) a temperatura ambiente, donde se encontré que los decaimientos
radiativos de la intensidad de fluorescencia para los fenil-trienos, se ajustan a
decaimientos biexponenciales y en todos los casos la presencia de la superficie
metalica genera la disminucion del tiempo de vida del primer estado electrénico

excitado.
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SUMMARY

There is a rapid development of new synthetic methods to produce
nanostructures of different sizes, shape and composition including layer-protected
nanoparticles. Layer-protected nanoparticles are most useful when study
fluorescence enhancement from metallic surfaces (SEF or MEF). According to the
electromagnetic model of SEF, in order to observe the maximum enhancement, the
fluorophores must be placed at an optimum distance from the metallic nanostructure.
In the present work, layer-protected silver nanoparticles are fabricated using sugar
molecules linked through the carboxylic acid head. The synthesis of these layer-
protected nanoparticles is performed by a redox reaction in solution using excess
sugar, aqueous Ag" and a stoichiometric amount of hydroxide.

The synthesized nanoparticles in solution and thin solid films formed on glass
substrates was characterized by UV-visible spectroscopy, transmission electron
microscopy, atomic force microscopy and Raman scattering. The results show that
synthesized nanoparticles in solution are within a wide range of sizes, ranging from
30-200 nm as confirmed by transmission electron microscopy. The Raman
characterization of this surface confirms that nanoparticle’s is covered with coating
protective of the gluconic acid, remainder of the reaction of nitrate of silver. In
addition this result was ratified through molecular calculations at level of density
functional theory (DFT), for a system constituted by a connected gluconic acid to a
silver atom, with it was considered so much the interaction of the molecule absorbed
in the atom of silver like the thickness that generates this protective coating that is of

approximately 10 A.
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The surface-enhanced fluorescence with the protected nanoparticles is
illustrated with Rhodamine-B as a target molecule. The amplification of the
fluorescence signal was found to be 15 fold. A thirty fold enhancement is a notable
result for SEF when compared with other findings in the field.

Proven the effectiveness of the metallic surface with Rhodamine-B, were
made studies of fluorescence and fluorescence lifetime. The conditions of
measurement were 93K and room temperature (298K) with following molecular
systems 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH), 1-(4-trimethylammoniumphenyl)-6-
phenyl-1,3,5-hexatriene  (DM-DPH) and 1-(4-trimethylammonivmphenyl)-6-
hexatrienona (DM-PTC) denominated like phenyltrienes. The resulis that exists an
important dependency between the amounts of silver deposited on the glass and the
enhanced of the fluorescent signal: to greater deposit of silver greater is it enhanced
of the fluorescent signal. Other results suggest an important dependency between the
enhanced factor of the fluorescent signal and the photophysics properties of the
fluorophore used. In effect, the molecules with a quantum yield near 1.0 have an
enhanced of the fluorescence 4 to 5 less, than molecules with quantum yield around
0.1.

In addition when using covered metallic surfaces with 25 nm of polivinil
formal (Formvar) to room temperature, one was that the radiativos decays of the
intensity of fluorescence for the phenylirienes, adjust to an biexponential decay and
in all the cases the presence of metallic surfaces generates the diminution of the

lifetime of the excited state.
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CAPITULO1
INTRODUCCION

Con mi pura habilidad
me las di de carpintero
de estucador y albaiiil
de gasfiter y tornero,
pucha que seria giiefio
haber tenfo instruccion
porque de todo elemento
el hombre es un creador.

Victor Jara (1932-1973). Miisico, cantautor y director de teatro chileno.




En el 4mbito de la especiroscopfa molecular, la utilizacién de superficies
metalicas constituidas por particulas de dimension nanométrica ha generado un
aumento sostenido de investigaciones enfocadas a la compresion de los fendmenos
de amplificacién de sefiales dpticas lineales y no lineales, provenientes de sistemas
moleculares ubicados en la cercania de nanoestructuras metdlicas ',

Una de las primeras experiencias en esta area fue la realizada por
Fleischmann y col?, quienes en 1974 observaron un aumento considerable en la
intensidad Raman de piridina depositada en un electrodo rugoso de plata,
atribuyendo el aumento de la sefial a una mayor concentracion efectiva producto del
aumento en la rugosidad del electrodo.

En investigaciones simultineas, Duyne y col®> y Creighton y col?
demostraron en 1977 que la amplificacién de la intensidad Raman ocurria por efecto
de la superficie metalica, descartando el efecto de rugosidad. Esto resultados abrieron
el camino a una nueva drea de investigacion denominada Espectroscopia Raman

Aumentada por Superficie (Surface Enhanced Rama Spectroscopy, SERS).




Afios después y asociado al desarrollo de la espectroscopia SERS, surgen
varios investigadores que corroboran el efecto de amplificacién de la sefial y la hacen
extensiva a otras espectroscopias. Un pionero de esta idea fue Moskovits, quien en
1985 publicé un trabajo titulado Espectroscopia Aumentada por Superficie (Surface
Enhanced Spectroscopy, SES), alli desarrolta un modelo tedrico en el que formula
los fundamentos de los mecanismos que intervienen en el proceso de amplificacién
de sefiales espectroscopicas producidas por la presencia de nanoparticulas
metélicas >,

En los Giltimos 25 afios, una linea de investigacién se ha dedicado a dilucidar
el efecto de las superficies metalicas rugosas en la espectroscopia de fluorescencia,
Histéricamente, el desarrollo de la Fluorescencia Amplificada por Superficie
(Surface Enhanced Fluorescence, SEF) comienza en 1981 con los trabajos
desarrollados por Glass ¥ col.b, Ritchie y col.” y Nitzan y col.?. Estos autores
observan que moléculas depositadas sobre superficies de plata tienen un importante
aumento de su sefial fluorescente. La magnitud del aumento en la sefial de emision ha
sido comprobada, encontrandose que los factores de aumento para SEF son del orden
de 100 veces, siendo inferior a los enconirados para SERS (del orden de 10° veces o
mas) 11,

En este sentido y a pesar que los factores de amplificacién para la
espectroscopfa SEF, SERS y SERRS (Surface Enhanced Resonante Raman
Spectroscopy) son distintos, es posible explicar el origen de la amplificacion en
términos del aumento del campo electromagnético que percibe la molécula cuando es
irradiada en presencia de una superficie metalica rugosa %12 Una explicacién

cualitativa de este fen6meno pueda ser expresada en los siguientes términos: la




radiacién electromagnética (EM) de excitacion incide sobre una superficie metalica
generando la polarizacién de la nube electronica de las nanoparticulas presentes en
esta superficie; esto da origen a un dipolo oscilante que irradia un nuevo campo EM
de igual frecuencia a la radiacién electromagnética de excitacion y en todas las
direcciones del espacio cercano a la superficie. A esta oscilacién de electrones se le
denomina resonancia de plasma o plasmén de superficie. Por lo tanto si una molécula
en presencia de una superficie metalica es irradiada, el nuevo campo
electromagnético (E;) generado por la superficie se suma al campo EM de excitacion
(E;) dando origen a un aumento del campo electromagnético local (E= E; + Ep), lo
cual genera la amplificacién de la sefial espectral, tanto de las moléculas que estén en
contacto directo con la superficie (SERS y SERRS), como de aquellas que se
encuentran separadas en un amplio rango de distancia (SEF, entre 5-100 A). Esta
descripcion cualitativa es conocida como moedelo electromagnético 51317,

De acuerdo con lo anterior, la distancia metal-molécula seria entonces el
parametro que determina la amplificacién, ya sea en la dispersion Raman o en Ia
emisidn fluorescente, dado que la sefial SERRS y SERS alcanzaria su méxima
intensidad cuando la molécula se sitiia directamente sobre la nanoestructura metélica;
en esta condicién la fluorescencia es apagada por un eficiente proceso de
transferencia de energia. Por ofra parte, al separar la molécula de la superficie se
disminuirfa el efecto del campo electromagnético sobre la dispersion Raman,
bloqueando en forma total & parcialmente el proceso de transferencia de energia,
haciendo posible observar el efecto sobre la fluorescencia 59.10. 1821 phr esta razén
ha sido ampliamente estudiada la dependencia de la amplificacién de la sefial

fluorescente con respecto a la distancia metal-molécula, existiendo hasta hoy




discrepancia respecto de cudl seria la distancia metal-molécula 6ptima para generar
la méxima amplificacién. En efecto algunos autores reportan amplificaciones de la
sefia] fluorescente en un amplio rango de distancias, con valores que van desde 5 a
100 A '® 8 2225 gin embargo investigaciones recientemente desarrolladas por
Kawasaki y col.'” demuestran que la amplificacion de la sefial fluorescente se da
entre 5y 14 A del metal, rango mucho més acotado y mas cerca de la superficie
metalica que los hasta ahora reportados, abriendo nuevamente el debate respecto de
la funcién que cumple la distancia molécula-metal en la intensidad amplificada de la
sefial fluorescente.

La presencia de la superficic metilica no solo se manifiesta a través de la
amplificacién de la sefial de fluorescencia, si no que ademds se encuentran cambios
en la cinética de desactivacion del primer estado electronico excitado, hecho que se
verifica con la disminucién del tiempo de vida del estado excitado. Este es a nuestro
juicio un tema interesante, pues nos conduciria a un cambio en la forma de percibir la
cinética de desactivacion radiativa de una molécula en presencia de una superficie
metalica. Usualmente la disminucién en el tiempo de vida del estado excitado trae
como consecuencia el apagamiento de la fluorescencia, En el caso de la
amplificacién de la fluorescencia el tiempo de vida disminuye y la emision es

aumenta 10, 18, 19, 23, 26, 27.

Hoy en dia uno de los desafios que se plantean en el 4rea de la fluorescencia
amplificada por superficies es la fabricacién de nuevas superficies metalicas que
cuenten con espaciadores adecuados que permitan resolver el problema de la
distancia metal-molécula y con ello encontrar nuevas condiciones en las cuales sea

posible observar la fluorescencia amplificada por superficie. Por esta razén, el




objetivo central de este trabajo seré la elaboracién de una nueva superficie metalica
que tenga como caracteristica fundamental un recubrimiento, que sirva como
espaciador entre las fluordforos y la superficie metalica, ya que esto podria dar
origen a un nuevo enfoque al problema de la distancia molécula-metal. Con esta idea
se trabajard en la sintesis de nanoparticulas de plata y la fabricacién de nuevas
superficies metdlicas, las cuales serdn usadas en estudios de fluorescencia
amplificada por superficie para sistemas moleculares como Rodamina-B y derivados

de la estrucutra trans, trans, trans-1,6-Difenil-1,3,5-hexatrieno.




CAPITULO 2 ’
FUNDAMENTOS TEORICOS E
HIPOTESIS

Yo no $é si Dios existe, pero si existe, sé que no le va a molestar mi duda.

Mario Benedetti (1920- ) Escritor y poeta uruguayo.




2.1 Antecedentes Generales

En la Figura 2.1, se observa un arreglo experimental tipico que permite el
estudio de amplificacién de sefiales espectrales %1% Sobre un sustrato (vidrio, cuarzo
o mica) se deposita una pelicula delgada compuesta por particulas metilicas de
tamafio nanoméirico (nanoestructura metdlica) y sobre ésta una pelicula de
moléculas. Cuando este arreglo experimental se expone a la radiacion
electromagnética (EM) de intensidad Iy, genera un nuevo campo eléctrico (Ey) en el
entorno de las particulas metalicas. El nuevo campo electromagnético es percibido
por la molécula y sumado al contenido en Iy, esto permite tener una mayor sefial,

tanto en fluorescencia como en dispersion Raman.

SENAL DE RESPUESTA RADIACION INCIDENTE

MOLECULAS

NANOESTRUCTURA—
METALICA

Figura2.l  Arreglo experimental tipico para estudios de espectroscopia
anmentada por superficies




De acuerdo a lo anterior, la amplificacién de la sefial dependeria entonces de
la magnitud de campo adicional generado por el tipo de ensamble de nanoparticulas
(tipo de metal, forma y tamafio de la nanoestructura) en interaccién con la radiacion
EM incidente. Para el caso de la fluorescencia, para poder observar una mayor
intensidad en la sefial, ademis del mayor campo electromagnético, se requiere que
las moléculas se encuentren separadas de la superficie metélica.

Finalmente en este capitulo se describe las propiedades opticas de las
nanoparticulas metalicas, cuando éstas interactian con la radiacion electromagnética
(EM); luego se relacionan estas propiedades con un modelo que permita entender el

efecto sobre las propiedades de la emision fluorescente,




2.2 Interaccion de la Radiacion
Electromagnética con Nanoparticulas Metalicas

Una de las propiedades Opticas mas relevantes de las nanoparticulas es
presentar niveles de energia discretos, lo que da origen a manifestacion de efectos
cuanticos, hecho que se aleja del comportamiento conductor de un metal y cuyos
niveles de energia estarian definidos por el nivel de Fermi (E) 530

Entre estas manifestaciones de efectos cudnticos esta el plasmén u oscilacion
de plasma, nombre que recibe la oscilacion colectiva de los electrones de conduccidn
del metal frente a un campo electromagnético (EM). La oscilacién de la nube
electronica en resonancia con la frecuencia de la radiacion incidente genera un nuevo
campo electromagnético (E;), que sumado a la excitacion (E¢) da origen a la

amplificacién de sefiales espectrales. En la figura 2.2 se muestra un esquema para la

excitacion de una nanoparticula metalica.

Figura 2.2  Esquema de excitacién de una nanoparticula metilica y
generacion de la oscilacion colectiva de los electrones
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La descripcion anterior de la interaccién entre el campo EM y una
nanoparticula, desde el punto de vista de la energia, no menciona el hecho que la
nanoparticula experimenta una transicién de sus electrones. Por ello algunos autores
indican que la absorcion de (Eq) por parte de nanoparticulas genera un conjunto de
mecanismos por los cuales esta encrgia es disipada por la nanoparticula. Los distintos
mecanismos de desactivacion frente a un campo electromagnético pueden generar
procesos radiativos y no radiativos para las nanoparticulas metalicas, los cuales son
denominados mecanismos de disipacién > %.

Por ofra parte la caracterizacion de nanoparticulas metdlicas, tanto en
solucién coloidal como de nanoparticulas depositadas sobre vidrio, es realizada a
través de su espectro de extincidn (absorcion + dispersién), cuyas propiedades

8 3% 3% alli el autor

bpticas de absorcién y dispersi6n fueron descritas por Mie en 190
propone un modelo fisico que describe la probabilidad de absorcion y dispersion
(scattering) de la luz para nanoparticulas metlicas a través de la denominada seccién

eficaz geométrica de extincion 15,32
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2.2.1 Modelo electromagnético para esfera

En la literatura es posible encontrar modelos que permiten calcular de forma
aproximada la magnitud del nuevo campo electromagnético generado por la
interaccién de la luz con las nanoparticulas metalicas de diferentes formas
geométricas y tamafios 9151633 donde se considera que las dimensiones (dm) de las
nanoparticulas son mucho menor que I2 longitud de onda de la radiacion incidente
(dm << Aey). Bajo estas circunstancias, €l campo electromagnético incidente puede
ser considerado comstante en el espacio en que se encuentra la manoparticula
metalica, accién que permite describir el fendmeno en términos de la electrosttica
en vez de la electrodinimica. A esta Gltimo se le denomina aproximacion
cuasiestatica ' 'S,

El modelo para esferas metdlicas, utilizando las aproximaciones anteriores,

3433 v considera una particula

es el mas simple hasta ahora reportado en la literatura
esférica de radio (a) mucho menor a la longitud de onda de excitacién (@ << Aexc).

Si denotamos como Fp, al madulo del vector campo eléctrico de la radiacion
incidente, el nuevo campo eléctrico E que rodea a la particula esférica, se obtendra
resolviendo 1a ecuacion de Laplace V@ =0, donde o es el potencial eléctrico, y el

valor de Ej se obtiene a través del gradiente del potencial, es decir £=-Vg. Con

esto se determina el campo eléctrico de una esfera metélica de radio a, ecuacidn que

se describe como:

L(_w,)j_a_ E,(0)+ Ey(@)

E @)= g, (w)+2¢ r @.1)
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donde £.(@ y &, corresponden a la funcién dieléctrica del metal y la constante
dieléctrica del medio respectivamente. El primer término del campo eléctrico local es

g, (w)—¢&,

-dE (@),
g, (@) +2¢, o(®)

similar al campo eléctrico generado por un dipolo p, p(w) =

finalmente el campo eléctrico local que percibe una molécula ubicada en el vacio
(& = 1) a una distancia d de la particula metdlica de radio a queda determinada por la

ecuacion 2.2

3
E (0)=g —5—)3—E0(w)+E0(w) @2

0(a+d

en la cual se ha introducido el factor g, =[#, (@) —1)/(c, (@)+2)]. Estas ecuaciones

nos permiten extraer las siguientes conclusiones:

a) Se obtendra un mayor campo ¢léctrico cuando la funcién dieléctrica del metal sea
igual a &, (@)= -2, cumpliendo asf la condicién de resonancia.

) El campo electromagnético tendrd su maximo valor cuando la parte imaginaria de
£(w) es pequefia I,

Asi este nuevo campo EM es el que dara origen al aumento en sefial espectral,
no sélo de moléculas que se encuentran sobre la superficie metélica, sino que
también dentro de un amplio rango de distancia entre el metal y la molécula 16,

Por otra parte, para ofras formas geométricas, distinta de la esférica, los
trabajos publicados hasta ahora se han hecho en funcion de las necesidades de los
autores, quienes han descrito algunos modelos para geometrias elipsoides, tridngulos

y semiesferas '%3%%,
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Pero el término descrito en la ecuacién anterior (E,(e)), no se relaciona
directamente con la intensidad de campo EM producida en la superficie de la esfera
metalica frente a un campo EM extemo de frecuencia (@, ), ya que normalmente

las fuentes de radiacién como un lampara se miden en W/m® (Intensidad ([/)); por
esta razén es necesario encontrar una refacién entre el campo EM y la intensidad.
La relacion entre el campo EM y la intensidad es descrita a través del vector

de Poynting () que define, para cualquier onda electromagnética, la energia de

radiacién partido per unidad de 4rea o densidad de energia (x).

14




2.2.1.1 Vector de Poynting

Si suponemos que el campo eléctrico en si mismo puede almacenar energia
de alguna forma, que este campo elécirico es continuo y por tanto su energia es

continua, permitiendo calcular la densidad de energia () del campo eléctrico F.

como si este fuera el campo eléctrico entre las placas de un condensador.

U, = %o E?
r =
2 (2.3)

De manera anéloga, la densidad de energia para la componente magnética

( 1 ) se define como:

1

uB = 2——‘B2
Ho (2.4)

La relacion E = cB, donde c es la velocidad de la luz, se deriva

especificamente para ondas planas; sin embargo, su aplicabilidad es general.

Utilizando ¢ =./g, 1, se deduce que

15




De lo anterior se concluye que la energfa que fluye en el espacio en forma de
onda electromagnética es compartida, por igual, por los campos constifuyentes,

eléctricos y magnéticos. Puesto que

U=uy +ug
(2.6)
u=¢g,E’
2.7
o de manera equivalente,
1
u=—>=~n’
Ho 2.8)

Para determinar el flujo de energia electromagnética asociada a una onda que
viaja por un espacio y medio determinado, suponemos que S representa el transporte
de energia per unidad de tiempo (potencia) en un drea dada. En el sistema SI, § tiene
unidades de W/m?, En la figura 2.3 se ilusira una onda electromagnética que viaja

con velocidad ¢ a través de un drea A.
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Figura 2.3 Flujo de energia electromagnética

Durante un infervalo At muy pequeifio, tan solo la energia contenida en el

volumen cilindrico, u(cAtd), cruzara A. Por lo tanto

ucAt4
S = A = Uc
At 2.9
o utilizando la ecuacién 2.7
. 1
s = —EB
y7; , (2.10)

'y
Donde  es el llamado vector de pointing.

Si la energia fluye en la direccién de propagacion de la onda, entonces el

-y

vector 3 correspondiente es,
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‘Llo (2.11)

S=c'e EXB
(2.12)

La magnitud de S es la potencia partido por unidad de area que cruza una

superficie cuya normal es paralela a .

Aplicamos entonces estas consideraciones a un onda plana arménica,
linealmente polarizada (las direcciones de los campos E y B son fijas), que viaja a

través del espacio libre en direccién k.

E = E, cos(kr — wt)
(2.13)

B = B, cos(kr — o)
(2.14)

utilizando Ia ecuacién 2.12 encontramos gue

S =c%g,E,x B, cos *(kr — ot)
(2.15)

Este es el flujo de energfa partido por unidad de &rea y unidad de tiempo.

18




Finalmente la intensidad de Iuz y su relacién con el campo EM se obtiene del

término irradiancia que se define como el valor medio en un intervalo de tiempo
(T>>1) de 1a magnitud asociada al vector de Poynting {S), .
E, X B,

(S) =cs, cos’ (kr — wt)

(2.16)

para T=>>1

b |

suponiendo que (n::os2 (fr - a:t) =

E, x B,

c'e
S) =—=*
(5), =%

@2.17)

y dejando todo en fimcién de E,, con la relacién E, = cB, definimos finalmente a

(S ) cOommo

2
S =ceg, By
(2.18)

donde ¢ es la velocidad de la luz, € la permitividad del medio y E; es la magnitud

de campo electromagnético de frecuencia (@ ). Si a la ecuacién (2.3) Ia dividimos
por una unidad de 4rea, es posible establecer que la intensidad media (1) de la

radiacién sobre un 4rea es proporcional a Ej .
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2
S=C%OCI

(2.19)

donde C es una constante (C=ce¢/2), EZ es la magnitud de campo clectromagnético

de frecuencia (@ ), A® é4rea de paso de los fotones ¢ I es la intensidad de

radiacién.
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2.2.2 Propiedades opticas para nanoparticulas

La propiedad éptica de absorcion y dispersién para nanoparticulas metalicas
fue descrita por Mie en 1908 30. 31 Desde el punto de vista fisico, este modelo
describe la probabilidad de las nanoparticulas de absorber y dispersar la luz
(scattering). Esta relacién entre absorcién y dispersién se introduce definiendo el
indice de refraccién de un material como un ntimero complejo (z - ik). Ambosny k
son caracteristicas del material y dependen de la longitud de onda; k aumenta con la
longitud de onda cuando se aproxima a un pico de absorcién. Para materiales no
absorbentes, k=0.

Si suponemos que un haz de luz atraviesa una capa en el plano yz de un
material cualquiera de grosor Ax, y situada en el vacio (n=1), entonces el campo

eléctrico transmitido a través de la capa estard dado por la ecuacion:

E,-1=Eg cosl:27r(vt -%)
(2.20)

Ademés si suponemos que la capa de grosor Ax esta compuesta por un
material con un indice de refraccion n, la luz tomar4 mdés tiempo At, en pasar a traves
de la capa debido al efecto de retraso del medio. En este caso el campo emergente

deberia estar dado por

E, =Ey cos|:27z'(v(t +Af)— %)
(2.21)
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¢l retardo puede ser asociado con el grosor de la capa (Ax) y el indice de refraccion

(n) de la siguiente forma:

(2.22)

donde ¢ es la velocidad de la luz en el vacio. Esto quiere decir que podemos

reescribir la ecuacion 2.21 a:

E,=Eg cos|:2n'(vt +(n— 1)% — %}
(2.23)

la ecuacién 2.23 evidencia el cambio de fase del campo EM cuando atraviesa un

medio.

A partir de la relacién descrita en la ecuacion (2.24) la funcidn trigonométrica

coseno esta dada por la parte real de la funcion ¢, donde 6 =2nv

ez@ =cosf +isind

(2.24)

Esto significa que las ecuaciones 2.21 y 2.23 pueden relacionarse entre si y

ser escritas como:

E,_1=Ey exp|:27a’ (vt— %)}
(2.25)
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, Ax  x
E, =E exp[?.m(vt + (n—-l)T-——le

(2.26)

Si se considera sélo la parte real del ntimero complejo de la ecuacion, 2.26

queda como:

E, =Ey exp|i2m'(vt - %J] epr:Zm'(n -1 %}
227

E,=E,_q exp[zm'(n ~1) %"—]
(2.28)

Por otra parte, la intensidad de la luz es proporcional al cuadrado de la

amplitud de campo electromagnético 37, por lo tanto

In__ exp[4m'(n - I)%

n=1

(2.29)

Consideremos ¢l caso en que el indice de refraccion es un niimero complejo;

1a ecuacion 2.29 se reescribe como:

b exp[4m(n + ik ~1) %} =exp4mi(n—1) -i—x exp(— 47 %

n=l

J (2.30)
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El primer término de la ecuacioén 2.30 ¢s exactamente la razén I, /1, para

un material no absorbente, mieniras que el segundo término que se describe como

exp(—4n& %) , contiene la parte imaginaria del indice de refraccion.
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2.2.2.1 El formalismo de Beer-Lambert

En la ecuacién de Beer-Lambert, l1a intensidad de la luz transmitida J; con

respecto a la intensidad de la luz incidente I estd dada por

i = exp(—& ,,Ax)
Iy (2.31)

donde £, es la absorbancia del material. La comparacién de la ecuacion 2.30 y 2.31
muesira que ambas describen la atenuacién de la luz debido a la absorcién en
términos de una exponencial negativa que es proporcional a la longitud de paso
optico a través del material absorbente. Puesto que las dos expresiones describen ¢l
fenémeno en la misma forma funcional, los factores de proporcionalidad también
deberian ser iguales. Por lo tanto, la parte imaginaria del indice de refraccion
complejo v la absorbancia del material deberfan estar relacionadas de la siguiente

manecra.

(2.32)

Para sistemas absorbentes la turbidez es un concepto analogo a la absorcion,

por ello se puede escribir;

(I—’J = exp(—1Ax)
IO sca

(2.33)

25




donde el subindice (sca) significa scattering. Las ecuaciones 2.32 y 2.33 son
complementarias, ya que la primera describe la absorcion sin scattering y la segunda
describe el scattering sin absorcién. Para un sistema que presenta ambos efectos
6pticos, que es el caso de las nanoparticulas metalicas, la relacién estd compuesta

por;

(I—‘J = eXp(—(£gps + T)AX)
Iy

(2.34)

Por Io tanto el espectro de extincién experimental de una solucién coloidal o

una superficie metalica se presenta como la suma de dos componentes la absorcion

(Eabs) ¥ la dispersion de la uz (1).
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2.2.2.2 Seccidn geométrica de absorcién y dispersion

La literatura que considera la relacién entre absorcion y dispersién describe
los factores de absorcién y turbidez como un producto de numerosos términos. La
30, 38,

L

nomenclatura y notacién usadas en esta area varia de autor en autor sin

embargo en términos generales €. y T puede ser descritos como:

gabs = C«N ER.E Zabs
(2.35)

gsca = CN ER.S Z sca
(2.36)

Cy es la concentracion de la particula (en términos de nimero de particulas dispersas
en un volumen), R; es el radio de la particula y 7 es conocido como factor de
eficiencia para scattering vy absorcién. La cantidad n R’ en estas ecuaciones entrega
la seccidn geométrica de las esferas. Esta drea y el factor de eficiencia definen una

cantidad conocida como seccién geométrica Cups y Cacn para absorcion y scattering,

respectivamente:

2
Cabs = ERS Z abs
2.37)
C. =R’
sca S Zsca
(2.38)
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w
W

Los valores de ga v T describen la atenuacién de la luz por unidad de paso

Sptico y tienen unidades de longitud de onda. Las magnitudes C,, y C,, estan

asociadas a diferentes formas y tamafios de nanoparticulas.
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2.2.3 Mecanismos de disipacion de energia para
nanoparticulas metilicas

Un vez que la nanoparticula ha interactuado con un campo electromagnético
&sta tiene distintos mecanismo que permiten disipar la energia adquirida; a esto se le
denomina en literatura como mecanismo de damping o mecanismo de disipasion.

3%, 40 en los inicios de los afios 70 y la teoria

Trabajos desarrollado por Drexhage
semiclasica desarrollada por Gersten y Nitzan 8 permiten describir una relacion entre

los mecanismos de desactivacién radiativos y mo radiativos para manoparticulas

metalicas, de acuerdo a la siguiente relacitn,

v 1
3 Im(f;—l)_1

I, < | .

(2.39)

donde I, y T corresponden a las constantes de velocidad de decaimiento radiativo y
no radiativo respectivamente, ¥ volumen de la nanoparticula, A longitud de onda de
excitacién e Im parte imaginaria de la constante dieléctrica del metal €.

Para el caso de nanoparticulas de plata la ecuacion 2.39 anterior puede ser

simplificada:

2
4V 1 V
1",. < T I 5600?1_‘”].

323 mmle—1)1 "
m(e 1) (2.40)
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Con esta funcién es posible establecer una relacién intrinseca entre los
canales de desactivacién radiativos y no radiativos para diferentes formas
geométricas de nanoparticulas a través del volumen ().

De acuerdo a lo anterior y haciendo un paralelo con la teoria de Mie (Seccion
2.2.2), tenemos que la luz de excitacion al interactuar con una nanoparticula metalica
genera la dispersién o absorcion de esa luz. Esto provoca distintos procesos en la
nanoparticulas que pueden ser interpretados como procesos radiativos producto de la
dispersién ocurrida en la zona de incidencia de la luz de excitacion, asi como
procesos no radiativos causados por la absorcion de la luz. En base a los antecedentes
antes mencionados, algunos autores han explicado las propiedades dpticas de las
nanoparticulas relacionando tanto la teoria de Mie como la de disipacién de energfa
por parte de las nanoparticulas (damping), donde la seccién geométrica de absorcion
y dispersién, se relacionan con los procesos de desactivacion no raditivos y

radiativos para las nanoparticulas metélicas 28,4142

1_‘tota.f <« Cext Fr < Csca Fnr <« Cabs (241)
donde C_, C,, vy C,, corresponden a las secciones eficaces de extincion,

dispersién y absorcidn respectivamente, ademés T, I, T,  corresponden a las

constantes de desactivacion total, radiativa y no radiativa.
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2.2.4 Fabricacion de sustratos metalicos

Dado que la intensidad del campo EM generado por una superficie metalica
depende fuertemente de la forma y el tamafio de las nanoparticulas, un drea que
suscita interés en la actualidad, es la obtencién de nuevas superficies que puedan ser
utilizadas en estudios de amplificacion de sefiales espectrales %,

Los sustratos cominmente utilizados para estudios de fluorescencia
amplificada por superficie son las peliculas delgadas de plata evaporadas al vacio 2
4346, o obstante la reciente utilizacién de vidrios funcionalizados para fijar

»

particulas de coloides metalicos 47 permite ampliar el espectro de posibilidades.
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2.3 Interaccion entre el Campo
Electromagnético, Superficie Metalica y
Moléculas

Para entender el fenémeno de amplificacién de la sefial espectral no basta
solo con explicar lo que ocurre con la nanoestructura metalica a través del modelo
electromagnético, sino que es necesario ademds describir el efecto que percibe Ia
molécula cuando esta se encuentra cercana a una superficie metalica. En este sentido
el efecto de amplificacién de la sefial fluorescente comprende dos procesos que
dependen de la distancia metal-molécula. El primero tiene que ver con el aumento
del campo electromagnético percibido por la molécula y el segundo en cambio tiene
relacién con la transferencia de energia no radiativa desde la molécula hacia la
superficie nanoestructurada, donde ambos procesos compiten entre si o,

Ambos procesos se grafica en la figura 2.4, donde el campo electromagnético

generado por una esfera metélica desde su superficie, puede ser descrito por el

modelo por la ecuacién 2,27 que fue descrita en la seccién 2.2.1 (E, (@, ) )-

E [ @ +1
B2 \(a+df

2.27)

donde F es el campo electromagnético amplificado por la nanoparticula, 7 es ¢l
I a

campo electromagnético de la fuente de excitacién, 4 es la distancia de propagacion
de campo EM desde la superficie de la esfera y a es el radio de 1a esfera metalica,

que para este caso es de 15 nm. La intensidad de campo EM amplificado esta
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definido por ( £?/E? ) en funcién de la distancia se describe con la linea discontinua.

Por otra lado el apagamiento de la fluorescencia es proporcional 2 el inverso de la

distancia al cubo (V%) y se grafica con linea negra continua.

2
N E’ a’
\ L7 a—+
\ - 0
\
\\
ch N g Efecto Neto
—_ i
- \\\
N W,
=3 &% N
:E "\‘E‘\
T.Etipo Foster s
K =P mw&ﬁ“””*«»@-«mm
0 5 10 15 20 25
Separacion Metal-Molécula (A)

Figura2.4 Modelo que describe el efecto de la distancia metal-molécula

Si analizamos la figura 2.4 podemos inferir que moléculas cercanas a la
superficie presentan apagamiento de Ia emisién debido a la transferencia de energia,
por lo tanto en esta condicién prima el efecto de amplificacién sobre la dispersion,
dando origen a las espectroscopias Raman resonante aumentado por superficie

(SERRS) o Raman amplificado por superficie (SERS).
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Por otro lado, si Ia molécula se aleja de a superficie a una distancia superior a
3 A, la transferencia de energfa disminuye y debido a que el campo clectromagnético
disminuye mas lentamente la molécula podria percibir su efecto. En este caso si
sumamos las curvas de campo EM y apagamiento, se obtiene la linea de color verde
que indicarfa una distancia éptima donde la transferencia de energia es menor y el
campo electromagnético todavia es importante y es en esta condicién donde es
posible observar fluorescencia amplificada por superficie (SEF).

En la literatura la competencia entre la amplificacién de la sefial fluorescente
y el apagamiento de la emision, es aprovechado por algunos autores para realizar
estudios de espectroscopia Raman y Raman resonante de moléculas de alta
fluorescencia como la Rodamina-B, donde recomiendan depositar directamente la
molécula sobre una superficie metdlica para apagar la fluorescencia; esto permitiria
observar ¢l espectro Raman amplificado por la superficie (SERS) y Raman resonante
amplificado por superficie (SERRS) 50-33 Entonces los estudios SEF requieren de
superficies metalicas mas elaboradas, que cuenten con espaciadores que permitan
separar la molécula de la superficie metilica, evitando asi la inhibicion del efecto.

Ademas, si observamos la figura 2.4 es posible notar que el aumento del
campo electromagnético se da en un amplio rango de distancias; sin embargo, el
campo EM amplificado disminuye al alejarse de la superficie; por lo tento, no se
asegura que a mayor distancia de la superficie se obtenga mayor amplificacién del
campo electromagnético y por consiguiente de la fluorescencia. Basado en este
modelo algunos autores proponen que la distancia metal-molécula no debe ser

superior a 3 64 (&) %,
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2.3.1 Espaciadores para el control de la distancia

Los espaciadores son peliculas delgadas constituidas principalmente por
4cidos grasos, oxido de silicio SiO; y polimeros que cubren la superficie metalica
permitiendo la separacién enire la molécula y la nanoestructura.

La condicién que deben cumplir estos espaciadores es que sean inertes tanto
en forma quimica, como en sus propiedades Gpticas 124,58

Los primeros trabajos que reportan fluorescencia amplificada por superficie
metélica utilizando espaciadores se remontan a los afios 80. Glass y col ¢ ysaron un
polimero transparente (polipropileno) lo que permiti6 controlar la distancia y reducir
el efecto de decaimiento no radiativo por efecto del metal. El uso de peliculas
delgadas de SiO, también ha sido reportado por algunos autores como,

1%y Tarcha y col™.

Wokaun y co

Por otra parte, los resultados mis evidentes fueron obtenidos con peliculas
delgadas construidas con la técnica de Langmuir-Blodgett (LB) % con la cual es
posible generar peliculas ordenadas tanto de espaciadores (dcidos grasos) como de

moléculas. En la figura 2.5 se muestra la estructura general que tiene este tipo de

arreglo experimental.

MOLECULAS

AC. GRASOS

-

NANOESTRUCTURA &

METALICA SUSTRATO

Figura 2.5 Arreglo experimental molécula-metal con espaciador
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La técnica LB fue ampliamente utilizada en diversos estudios de SERS y
SERRS; asi lo muestran algunas publicaciones de PGJ Goulet y col®, CJ L
Constantino y col, %, entre otras. Ademias el uso de esta técnica ha permitido el
desarrollo de estudios en SEF. En trabajos realizados por R. Aroca y col® y
7. Zhang y col.%, se preparan muestras con distintas capas de acido grasos lo que
permite controlar la distancia molécula-metal y observar en la amplificacién de la
fluorescencia en funcion de Ia separacién metal-molécula.

Otra forma de construir superficies para estudios de amplificacion en
fluorescencia es el uso de nanoparticulas metalicas recubiertas con monocapa
protectora. Estos sustratos se construyen preparando coloides con sustancias
organicas que estabilizan las particulas en solucitn; luego estas nanoparticulas son
fijadas sobre un vidrio funcionalizado para ser utilizados en estudios de
amplificacién, Entre los trabajos mas destacados en esta drea estd la reciente

1-57

publicacién de Rotello y col.”’, quienes funcionalizan nanoparticulas metélicas con

macromoléculas bioldgicas para producir bio-materiales.
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2.4 Cinética de Desactivacion de un Fluoroéforo
en Presencia de Nanoestructura Metalica

Para el caso particular de SEF, el efecto de superficies metalicas
nanoestructuras se manifiesta en la amplificacién de la intensidad de emision
molecular asi como en un conjunto de cambios en la cinética de desactivacin del
primer estado electrénico excitado, siendo el més notable, la disminucién del tiempo
de vida del estado excitado. Esto seria a nuestro juicio un aspecto relevante pues nos
conduce a un cambio en la forma de percibir el problema de la cinética de
desactivacién de un fluoréforo. En efecto, usualmente la disminucion del tiempo de
vida del estado excitado trae como consecuencia el apagamiento de la fluorescencia;
sin embargo lo que ocurre entre la nanoparticulas metélicas y las moléculas es
diferente, ya que allf la disminucién en el tiempo de vida viene asociado con un
importante realce en la sefial fluorescente.

En la Figura 2.6, se sefialan los principales procesos de desactivacin del
primer estado excitado de un fluor6foro. En ausencia de superficie metalica, la
velocidad del proceso de absorcién esta representada por E. Una vez que la molécula
se encuenira en el estado excitado se producen los procesos de desactivacién
radiativos T y no radiatives kyr. El rendimiento cuéntico de emisién ({,), descrito
como el ntimero de fotones emitidos dividido por el niimero de fotones absorbidos,
se expresa en términos de las constantes de velocidad I'y kyr mediante la ecuacion y
el tiempo de vida (fluorescente) To, que corresponde al inverso de todas las

constantes de desactivacion.

37




T
I'+k oe»

Q,

r=C+k )

(2.29)

En presencia de una superficie metilica nancestructurada (me) aparecen
nuevos procesos de desactivacién, caracterizado por I'iye ¥ Kie. La constante de
desactivacion (ko) puede ser omitida si el fluordforo se sitia a una distancia
adecuada donde no experimente apagamiento por la nanoestructura. En esta
situacion la velocidad de decaimiento radiativo I', es aumentada por la adicién de un
nuevo factor I'me, (Figura 2.6). Finalmente, el rendimiento cuéntico y el tiempo de
vida del fluoréforo en presencia de la superficie metélica estin dados por las

ecuaciones 2.30 y 2.31.

r'+T,,
Qme =
r+I,, +k
o (2.30)
z,. =+T,, +k,)"
(2.31)
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SIN METAL CON METAL

Figura 2.6  Procesos cinéticos de desactivacion del estado excitado de un
fluoréforo

donde los simbolos en la figura 2.6 corresponden a: E es la probabilidad de

absorcion, Ey,e la probabilidad de absorcién aumentada por el metal, I" decaimiento

radiativo, me decaimiento radiativo por efecto, del metal, ky decaimiento no
radiativo de la molécula ¥ Kume) decaimiento no radiativo de la molécula debido al
metal.

Debemos hacer notar que en la mayorfa de las aplicaciones clésicas de la
espectroscopfa de fluorescencia, las propiedades espectrales del fluordforo son
alteradas por la modificacién de las constantes de velocidad de los procesos no
radiativos. Tanto el apagamiento colisional como la transferencia de energia
proporcionan vias de desactivacién hacia el estado fundamental, manifestadas por la
disminuci6n tanto en la emisién como en el tiempo de vida radiativo del fluoréforo.
En cambio, si la molécula se encuentra interactuando con una superficie metlica,
ocurre un proceso de transferencia de energia, lo que explicaria una disminucién del

tiempo de vida, pero no asi el aumento de la emisién de este sistema molecular 10,27
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2.5 Factor de Amplificacion (FA)

Fl aumento en la intensidad de la sefial de un fluoréforo ubicado a la distancia
d de una estructura metdlica puede ser determinado a partir del nuevo campo
eléctrico que percibe la molécula. El Factor de Amplificacién (FA) de la sefial

fluorescente en un cxperimento SEF, descrito por el término FA(w,,,0,,),

corresponde a la razén de la intensidad de fluorescencia del sistema molecular
medida en presencia de una superficie metalica, relativa a la intensidad de
fluorescencia de la misma muesira en una superficie sin metal e irradiada con igual
intensidad. El FA, también denominado por algunos autores como Rendimiento

10,23,27

cudintico aparente , se expresa a través de la ecuacion 2.32,

FA(C’Jex 2 (0., ) = IL(ng )|2 [Z(a)em]
(2.32)

donde @ex, ¥ ®em, corresponden a las frecuencias de excitacién y emision,
respectivamente. Esta ecuacién muestra que la magnitud del aumento de la seiial

depende de:
a) El término |.1_r.(cou)|2 corresponde a la intensidad del campo eléctrico amplificado

por la superficie nanoestructurada, en el sitio donde se encuentra la molécula y
representa la capacidad del metal de concentrar la energfa electromagnética cuando
la longitud de onda de excitacién coincide con la resonancia del plasmoén de

superficie del metal. Por lo tanto, este factor depende de la naturaleza de la superficie
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metalica. Lo anterior se describe en una publicacion reciente de Le Ru'y col.” asi

1-58 33‘

como en publicaciones anteriores de Kahl y col.™ y Schatz y col.

b) La magnitud del segundo término |Z (@, )| es proporcional a 1/Q, donde Qq es el

rendimiento cuantico de emision de la molécula; asi moléculas de un alto redimiendo
cuantico no produciran altos valores de amplificacién de la fluorescencia. Los
factores contenidos en este término estdn relacionados con los procesos de
desactivacion radiativos y no radiativos de la molécula, que debido a la interaccion
con la superficie metilica tienen una fuerte dependencia de la distancia metal-
molécula. Esto es comprobado experimentalmente observando el tiempo de vida del
estado excitado, ya que este pardmetro decrece rapidamente con el acercamiento del
fluoréforo a la superficie metilica, provocando su apagamiento. Esto se debe a un
eficiente proceso de transferencia de energfa tipo Férster no radiativo de la molécula
hacia la superficie metalica el cual decrece rapidamente con d (d separacién metal-
molécula) y compite con la amplificacién del campo eléctrico local. La competencia
entre la amplificacién de la sefial y el apagamiento fue descrita con detalle en la
seccién 2.3.

La modificacién del campo electromagnético amplificado por la superficie y
el efecto de ésta en la cinética de desactivacién del estado excitado son los factores
que determinan la amplificacion de la fluorescencia, teniendo claridad al respecto es
ahora necesario indagar en las interrogantes que actvalmente presenta el drea de la
Fluorescencia Amplificada por Superficie (SEF) para luego plantear las hipétesis y

objetivos correspondientes.
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2.6 Revision Bibliografica

Si realizamos un andlisis histérico desde los inicios en los afios 80 en el
campo de la espectroscopia de fluorescencia amplificada por superficie, podemos

observar un aumento sostenido en el niimero de publicaciones de esta area.
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Figura 2.7  Publicaciones en el 4rea de Ia espectroscopia amplificada por
superficies

Entre los articulos mdés destacados en los 1ltimos 25 afios podemos mencionar
el trabajo de Garoff y col. (1984) 3 donde se publicé la importante disminucién en
el tiempo de vida de sistemas moleculares depositados sobre peliculas metalicas.

En 1985, Moskovits 3 presenta su trabajo titulado “Surface Enhanced
Spectroscopy”, en el cual entrega los fundamentos y mecanismos de la adsorcién

quimica; ademas desarrollé un modelo electromagnético que explicaria

42




1. © entregan

simultineamente la espectroscopia SERS y SEF. Ademas Gersten y co
los fundamentos tedricos que describen el proceso de transferencia de energia en
presencia de superficies metalicas.

7 46! reglizaron

Por otra parte Aroca y col,, en dos articulos en 1990 y 199
estudios en espectroscopia SEF, utilizando 4cidos grasos depositados mediante
técnicas Lagmuir-Blodget para separar el fluoroforo del metal. Un afio después
Sokolov y col.?, preparan superficies metalicas depositando soluciones coloidales
para realizar un estudio de la amplificacién de la sefial fluorescente en funcion de la
distancia metal-flur6foro; emplearon separadores tipo organicos depositados a través
de técnicas de Langmuir-Blodgett.

Un afio después, los trabajos mas destacados en el 4rea de la SEF fueron los
de El-Sayed v col. y Aroca y col.?, donde se realiz6 un estudio de SEF con
moléculas depositadas sobre superficies metilicas de plata y el uso de oxido de
silicio (8i0;) como elemento separador fluoréforo-metal, llegando a obtener factores
de amplificacion del orden de 100,

.10 en un extenso

Por otra parte a comienzos del siglo XXI Lakowicz y col
articulo titulado “Review Radiative Decay Engineering: Biophysical and Biomedical
Applications”, proponen que la amplificacién de la sefial fluorescente por efecto de
superficies metélicas rugosas serfa producto de las inusuales propiedades espectrales
adquiridas al aumentar la velocidad de decaimiento radiativo como consecuencia de
la interaccién de fluor6foros con nanoparticulas metalicas. Ademas, proporciona la

literatura que resume los fundamentos tedricos y experimentales de fluoréforos en

superficies metélicas.
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Un afio después Lakowicz y col.?’ realizan estudios en solucién de fluoréforos
contenidos entre dos placas de cuarzo cubiertas con nanoparticulas de plata
depositadas a través de soluciones coloidales del metal. Con este tipo de muestra
estudian un conjunto de moléculas fluorescentes, llegando a la conclusién que las
moléculas con menor rendimiento cudntico cercanas a superficies metalicas de plata
muestran mayores factores de amplificacion. Ademds muestran que
experimentalmente el tiempo del estado excitado decrece cuando la intensidad de
fluorescencia aumenta. Adicionalmente, hacen referencia a la transferencia de
energia tipo Foster, limitindose a exponer la existencia de transferencia a través de
los espectros de emision del par dador-aceptor y a la disminucion del tiempo de vida
del dador, pudiendo concluir que la presencia de islotes de plata produce un
importante aumento en la eficiencia del proceso de transferencia de energia.

Recientemente, dos importantes articulos publicados por Lakowicz y col 7 &2
el primero de ellos, siguiendo la serie de “Radiative Decay Engineering”, muestra
una nueva forma de ver la interaccién fluoroforo-nanoestructura, proponiendo que el
efecto de amplificacién del metal es debido a la emisién del plasmén proveniente de
plasmones creados por el mismo fluoroforo en el estado excitado. En el segundo
articulo, describe métodos de preparacion de superficies metdlicas cubiertas por
nano-cilindros de plata los que se obtienen en solucidn coloidal y son depositados
gsobre un sustrato de vidrio previamente funcionalizado con APS

(3-Aminopropiltrietoxisilano).
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Por otro lado, un articulo publicado a fines del 2005 por Kawasaki y Mine 1
tuvo un gran impacto en el 4rea del SEF, demostrando que la amplificacion maxima
de la sefial fluorescente se daria a una distancia comprendida entre 5-14 A del metal,
rango mucho mas acotado y muy cerca de la superficie metélica que los hasta ahora

10.27 abriendo nuevamente la discusién respecto de la funcién que cumple

reportados
la distancia molécula-metal. Ademds Kawasaki y Mine '° proponen que no sélo la
molécula puede ser fuente de fotones en un arreglo experimental como el que se
muestra en la figura 2.1, sino que bajo ciertas condiciones de tamafio y forma las
nanoparticulas metélicas estas pueden ser parte del proceso de emisién y con ello
aumentar la amplificacion de la fluorescencia.

Finalmente y desde €l punto de vista de la aplicaciones, existe un importante
mimero de trabajos en el drea de la biologia y biomedicina, que se han venido
desarrollando entre 2003 y 2005; estos trabajos han mostrado el importante aporte
que tendrian la amplificacion de sefiales espectrales tanto en la deteccidn como
andlisis de moléculas y macromoleculas biologicas; algunos de los trabajos mas

destacados son los de Geddes y col % 6 Tin y col ®, Ekgasit y col 8,

Mandal y col. ¥ y Yao y col %,
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2.7 Hipétesis de Investigacion

La magnitud de Ia sefial de fluorescencia amplificada por superficie depende
en parte de la distancia entre el fluoréforo y la superficie metalica. Por lo tanto el
espaciador deberia tener una naturaleza tal que permita cumplir con la funcion de
minimizar la transferencia de energia entre el analito y la superficie. Sobre esa base
se podria establecer una relacién entre el aumento de la fluorescencia por efecto de Ia

superficie y el rendimiento cuantico de emisién molecular.
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2.7.1 Objetivos generales

Preparacién de un nuevo sustrato metalico que cuente con los espaciadores
adecuados, para ser usado en estudios de fluorescencia amplificada por superficie
(SEF).

Detectar la presencia de capas protectoras sobre las nanoparticulas metalicas
a través de la espectroscopia vibracional (Raman o IR).

Cuantificar el efecto de amplificacién sobre la fluorescencia de la nueva
superficie metalica, comparandola con oftras superficies metalicas de similares

caracteristicas.

2.7.2 Objetivos especificos

La nueva superficie sera utilizada en estudios de fluorescencia amplificada
por superficie y su efectividad serd contrastada con otras superficies metalicas,
elaboradas tanto a partir de coloides de plata empleando especies reductoras como
hidroxilamina o citrato.

En cuanto al trabajo experimental, es de nuestro interés estudiar tanto la
amplificacién de la fluorescencia y abordar los cambios en la cinética de
desactivacién de los sistemas moleculares, producto de la interaccién con la

superficie metalica.
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CAPITULO 3 ’
MATERIALES Y METODOS

Solamente aquel que construye el futuro tiene derecho a juzgar el pasado.
Friedrich Nietzsche (1844-1900) Filosofo alemén.




3.1 Reactivos, Preparacion de Superficies y
Muestras

3.1.1 Sistemas moleculares

Los sistemas moleculares utilizados en esta tesis fueron difenilhexatrieno
(DPH) y Rodamina-B adquiridos a Aldrich y 1-[4-(dimetilamino)fenil]-6-
fenithexatrieno (DM-DPH), adquirido a Fluka; todos ellos son usados sin
purificacion previa (figuras 3.1 y 3.2).

Por otro lado el sistema molecular 1-[4-(dimetilamino)fenil]-6-hexatrienona
(DM-PTC) (figura 3.1) fue sintetizado en el laboratorio realizando una reaccién de
Claisen-Schmidt, partiendo del aldehido correspondiente (trans,trans-5-[4-
(Dimetilamino)-fenil]-2,4-pentadienal) en acetona activada con NaOH 2M. La
purificacién del producto final se hace en un embudo de decantacion, exirayendo la
fase organica con éter etilico y finalmente el sélido es purificado mediante
recristalizacién y sublimacion a presion reducida a ~60°C.

Para Ia preparacién de las muestras en estado sélido se emplearan soluciones

estandar de concentraciones variables entre 102 M y 107 en acetona o etanol.
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1-[4-(dimetilamino}fenil]
-§-hexatrieno

Difenilhexatrieno

DM-PTC
1-{4-(dimetilamino)fenil]
-6-hexatrienona

{CHa)N

Figura 3.1

Figura 3.2

Estructuras de la serie Fenil-hexatrieno

Estructura molecular de Rodamina-B
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3.1.2 Preparacion de nanoparticulas metilicas

Para responder a la hipétesis propuesta en este trabajo de investigacion se
propone un método de fabricacion de nanoparticulas recubiertas con capas
protectoras, en medio acuoso.

Se parte de un volumen de 30ml de AgNO; (1.0x10° M); a esta solucién se le
agregan 3.2 ml de glucosa (R-COH) de concentracién 1.1x10"° M. Esta disolucién se
calienta hasta 85 °C, para luego agregar gotas de una solucién de NaOH (0.08M).
Esto genera un coloide de aspecto lechoso de color grisiceo, cuyo espectro de
extincién presenta un méximo a 435 nm. En términos generales la reaccion redox es

el siguiente:

2Ag" + R-COH + 20H — 2Ag” + R-COOH (4cido glucénico) + H,0

Por otra parte, como una forma de comparar las nuevas nanopatticulas
recubiertas, se preparan nanoparticulas a través de métodos conocidos y reportados.
Uno de los métodos de preparacién de nanoparticulas utilizados en esta tesis es el
método reportado por Leopold y col. en el afio 2003 5 Este método consiste en
disolver 0.021 g de clorhidrato de hidroxilamina (NH,OHxHCI) en 5 ml de agua
tridestilada; posteriormente se agrega a esta solucién 4.5 ml de NaOH (0.1M). La
mezcla resultante es adicionada a una solucion de AgNO; preparada a partir de
0.0178 g de sal en 90 ml de agua tridestilada. Con esto se obtiene una solucion de
aspecto lechoso de color amarillo-grisaceo, cuyo espectro de extincion presenta un

maximo a 420 nm. En términos generales la reaccion redox es el siguiente:

2Ag" + 2NH,0H + 20H — 2Ag" + N, + 4H,0
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3.1.3 Preparacién de peliculas metalicas

Una vez formadas las nanoparticulas en solucion es necesario fijar las
nanoparticulas a un soporte. Para lograr esto es necesario que los vidrios sean
sometidos a un proceso de silanizacién. La forma en que se preparan los vidrios para
¢l proceso de silanizacién es sumergirlos en una solucion de etanol que contiene APS
(3-Aminopropiltrietoxisilano) al 2% P/P por 2 horas; luego los vidrios son lavados
con agua tridestilada y secados posteriormente con aire tibio y seco .7 En adelante
vidrio silanizado, sera equivalente a decir vidrio fincionalizado.

Luego de obtener los vidrios funcionalizados, se sumergen en solucién
coloidal de plata-hidroxilamina y plata glucosa por 24 horas o més produciéndose la

fijacién de las particulas metélicas sobre el vidrio.
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3.1.4 Preparacion de peliculas metalicas por
evaporacion

La preparacion de nanoestructuras de oro y plata, se realiz6 en una unidad de
alto vacio. La evaporacién de los metales se realizd a temperatura ambiente @25°C)y
calentando el vidrio porta objetos 2 200°C. El depésito del metal fue hecho a una

presién de 10°° torr y a una velocidad de 0.5 A/s; el espesor del film es monitoreado

por un detector de cristal de cuarzo (XTC Inficon).
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3.2 Preparacion de Muestras para
Espectroscopia Amplificada por Superficie

La preparacién de muestras para estudios de fluorescencia amplificada por
superficie, implica que Ia superficie metilica esté recubierta con un separador que
genere una distancia metal-molécula. Por ello se desarrollé un método mecénico,

que permite recubrir con un polimero las superficies metalicas.

3.2.1 Uso del polivinil formal (Formvar) como
espaciador

La construccibn de muestra para estudios SEF siempre ha tenido el
inconveniente de separar las moléculas de la superficie metalica, Por ello en esta
tesis se trabajo con Polivinil formal (Formvar), el que puede ser depositado en forma
mecdnica sobre la superficie de metal y asi actuar como separador entre €l metal y las
moléculas.

La forma en que se deposita el polimero sobre el metal implicd la
construccién de un sistema que controle por un lado la homogeneidad de la pelicula
de polimero y por otra parte el espesor depositado. Este problema fue solucionado

1. 7 en el afio 1994, quienes trabaj\ando con superficies metalicas

por Roark y co
lograron generar peliculas homogéneas y de diferente espesor, a través de un proceso

de inmersion controlada en una solucion de formvar en cloroformo.
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El la figura 3.3 se muestra un esquema del sistema mecénico que permite

sumergir pequefias piezas de vidrio y vidrio con metal en diferentes soluciones de

diferente concentracion de formvar en cloroformo. La velocidad de inmersion fue de

2 a 3 cm/min. El espesor de la pelicula depositada sobre el metal fue controlado

variando la concentracion del polimero en la solucién de cloroformo.

La concentracién de formvar en cloroformo varié entre 0,3 % y 1.5%. Los

valores del espesor fueron medidos posteriormente con la técnica de elipsometria.

Los valores de espesor del polimero con sus respectivas concentraciones en solucion

fueron de: 0,5% (25 + 8nm), 0,8% (42 + 12 nm), 1,0% (65 = 9 nm), 1,2% (80 = 7

rm), 1,5% (100 10 nm), 1.7% (118 + 7 nm) y 1,9% (135 & 12 nm).

|
|

]

Solucidn

Cloroformo+Formvar

Sist.
canico

Vidrio

Vidrio + polimero

Figura 3.3

Esquema del sistema mecinico utilizade para la fabricacién de

peliculas delgadas de polimero
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Con los datos anteriores es posible construir una curva de calibracion que
permite saber el espesor de la capa de polimero depositado sobre vidrio y sobre las

superficies metalicas en funcién de la concentracion de formvar de la solucién,

160
—_ 140_ Y=B*X+n
o 1201 B=68.301
o 1 n=0146
£1001  R=0.997
o 801
8 ]
o 60
g J
& 401
LU 4

20
0 T T T T T T T T T T T T T T
00 03 06 09 12 15 18 2.1
Congcentracion de polimero (% p/p)

Figura3.4  Relacion entre espesor de Ia pelicula y concentracion de Formvar
en cloroformo

Con esta relacion lineal y = 68.30x +0.155 donde y corresponde al espesor

del polimero y xa la concentracién de polimero en solucion, es posible calcular el
espesor de la pelicula de polimero sobre el vidrio y sobre la superficie de plata para
cualquiera concentracion de polimero.

Una vez construidas las muestras de metal-polimero y vidrio-polimero se
procede a preparar las muestras que serdn utilizadas en estudios de fluorescencia
amplificada por superficie; para ello se depositan las especies sobre el polimero

agregando 5L de una concentracion ~10*M de moléculas en etanol.
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Por otro lado las peliculas metalicas construidas con nanoparticulas
recubiertas no necesitan un polimero que actiia como espaciador por lo tanto se
agrega directamente sobre la superficie entre 1 a SpL de (10*M a 10"M) en etanol
de los sistemas moleculares en estudio.

En la figura 3.5 se muestra un esquema general de la muestra que se obtiene
con esta superficie, donde el espaciador corresponde a la capa que recubre las

nanoparticulas.

ﬁ’ Molécula

Espaciador
2D Plata

o e

= Soporte (Vidrio} Soporte (Vidrio)
Sin Plata Con Plata

Figura 3.5 Esquema de muestras para estudios de fluorescencia amplificada
por superficie

Finalmente, para calcular la magnitud en que es amplificada la sefial
fluorescente por efecto de la superficie, se determina el Factor de Amplificacion
(FA), donde la condicién principal es que los espectros de emisién se midan en las

mismas condiciones experimentales. La ecuacion que define a FA es:

CJ1ay, da
B [1(2),da

(3.1)
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donde II (D gedd y J-I (A), dA corresponden al drea integrada de los espectros de

fluorescencia de emisién sobre la superficie de plata y vidrio, respectivamente.
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3.3 Instrumentos

El trabajo experimental necesario para desarrollar estudios de espectroscopia
amplificada por superficie implica, no solo el uso de equipos de caricter
espectroscopico, sino que ademas instrumentos que permitan la caracterizacion de
superficies metélicas. Por ello es necesario utilizar un conjunto de instrumentos, que

pasamos a detallar en las siguientes secciones.

3.3.1 Estudios de fluorescencia y fluorescencia
amplificada por superficie (SEF)

En los estudios de espectroscopia de fluorescencia amplificada por superficie
y estudios de fluorescencia normal en estado estacionario, se utilizaron dos
instrumentos: Por un lado, un espectrofluorimetro de conteo de fotones ISS PCl
equipado con l4mpara de Xe de 300 watts y 2 monocromadores (uno de excitacion y
el otro de emision). Las ranuras o pasos de luz utilizados fueron de 0,5 a 0.25 mm lo
que permite un ancho de banda de 4 nm y 2 nm, respectivamente. El detector de este
equipo es un tubo fotomultiplicador. Ademas, el equipo esti conectado a un
computador con el programa ISS que permite la adquisicién de datos y espectros. En
la figura 3.6 se muestra un esquema del equipo de fluorescencia y en la figura 3.7 se
muestra una fotograffa del compartimiento de muestra utilizado para las mediciones

con iluminacion frontal.

59




@)1Ss

Lampara

® PC1"

Filtro

—~ de excitacion

- / Monocromador
N

Filtro

Muestra

Detector de
Referencia
1

Monocromador
de Emision

P

; ; ; Detector

Figura 3.6

Esquema del equipo de fluorescencia

Figura 3.7

Compartimiento de muestra para iluminacién frontal
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Si se utiliza la iluminacién frontal, es necesario determinar el dngulo al cual
se iluminari la muestra, teniendo como condicién este angulo genere la menor
dispersion de luz al detector. Se concluyé que el mejor dngulo de iluminacion es de
30 grados respecto de la normal a la superficie de la muestra. La obtencion de este
valor se detallara en el capitulo 7.

El otro equipo utilizado para realizar estudios de fluorescencia y
fluorescencia amplificada (SEF) fue un microscopio Raman Renishaw Research
RM2000, que permite el registro no sélo de espectros de fluorescencia sino que
ademas de espectros Raman. El equipamiento de este instrumento es un microscopio
marca Leica, con un detector CCD camara electronicamente refrigerada y un
computador conectado en linea para la adquisicion de los espectros a través del
programa GRAMS 4.0. Las lineas laser de excitacién son dos; una de Argdn
ionizado con las lineas de excitacién (514nm y 488nm) y la otra de Helio/Cadmio
con las ifneas de excitacion (325 nm y 442nm). La potencia de laser aplicada se
mantuvo en un intervalo de 1.0 a 3.0 mW con una resolucién espectral de 0.05 nm.
Los espectros resultantes se obtienen utilizando objetivos de 50x y 25x. En la figura
3.8 se muestra un esquema que representa el sisterna de micro-Raman empleado y en
la figura 3.9 se muestra una fotografia del equipo Raman Renishaw Research

RM2000.
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Computador

Microscopio
Camara CCD
ST Laser
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e | At : «Helio/Cadmio 442, 325 nm

Muestra

Figura 3.8  Esquema del sistema micro-Raman empleado en las mediciones

Figura 3.9 Fotografia del equipo Raman Renishaw Research RM2000
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Este equipo puede ser conectado a un sistema externo que permite controlar
la temperatura de la muestra. Este dispositivo es controlado desde el computador
conectado al equipo y permite trabajar a temperaturas que van desde 0 C273%K)a
-180 °C (93 °K). La muestra es colocada dentro de un compartimiento sellado que se
conecta a un termo de Nitrégeno liquido. EI N; liquido cumple dos funciones, reducir
la temperatura de la muestra y recircular en el interior del compartimiento de muestra
para eliminar el vapor de agua y el oxigeno, que interficren en la medicién. En la

figura 3,10 se muestra un esquema de este dispositivo.

Entrada de N,

Muestra
Termo
¥ | con nitrégeno
|
Salidas de

N,

Compartimiento

| —
- de muestra
Compartimiento
de muestra
Circulacion de N,
para eliminar H,0 y 0,
Figura 3.10 Esquema del dispositivo para el control de la temperatura

63




3.3.2 Estudios cinéticos

Para realizar las mediciones de tiempo de vida en el dominio de la frecuencia,

la muestra es irradiada con una fuente de excitacién modulada (en intensidad) y de

forma sinusoidal. La interaccién de la excitacion modulada con la muestra genera

una onda de emision que tiene un desplazamiento en fase con respecto a la excitacién

y al mismo tiempo una diferencia en intensidad o modulacitn relativa a la excitacion,

siendo estos dos pardmetros los que se asocian al curso de decaimiento radiativo o

tiempo de vida, En la figura 3.11 se muestra un esquema de los parametros que se

asocian al curso de decaimiento radiativo, donde ¢ y m son los pardmetros

empelados en la determinacion del tiempo de vida de una muestra fluorescente.

Intensidad

Excitacion B/ A

—— Emisién m = bla
()

f_L\ Modulacion (m)

Corrimlento
de Fase (¢)

Tiempo

Figura 3.11 Diagrama de desfase (¢) y razén de modulaciéon (m) medido

entre la onda de excitacion y emision.
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Los tiempos de vida son calculados de acuerdo a las ecuaciones 3.2 y 3.3

donde P, es el corrimiento de fase y M, es relativo a la modulacion.

tan P = o7,
(3.2)

M, =(1+0%,”)
(3.3)

Los valores medidos de fase y modulacidn, son analizados a través de una

suma de exponenciales descritos en las siguientes ecuaciones:

1(t) = ifle_%

(3.4)

Ccon

(3.5)
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donde T; que es el tiempo de la componente i y fi es el aporte de cada fraccién
individual de la componente i a la intensidad de total de fluorescencia. Para analizar
los datos obtenidos se realiza un ajuste de minimos cuadrados no lineales, los datos
de fase y pérdida de la modulacién. Este ajuste puede ser mono o biexponencial
dependiendo de los valores obtenidos experimentalmente; el pardmetro que juzga la
calidad de este ajuste es el valor de Chi cuadrado reducido (%ea) definido por la

ecuacion 3.6.

o? o
(2n- f-1) 56

s (s

2 —
Zred -

Seglin esta ecuacién la suma se realiza sobre las n medidas realizadas en el
rango de frecuencia, donde fes el niimero de pardmetros libres Py M corresponden a
los valores de desfase y modulacién medidos. Los subindices ¢ y m indican los
valores calculados y medidos, respectivamente. Los valores de o p y el o
corresponden 2 las desviaciones de estindar de cada valor medido de fase y de
modulacion.

El analisis de estos parimetros se realizé por medio del programa Globals
Unlimited Software ”, donde se fija los valores de op y om en 0.2° y 0.004,
respectivamente. En la figura 3.12 sc¢ muestra un diagrama de la intensidad de
decaimiento en el dominio de la frecuencia para Rodamina-B en etanol; en el se
observa que a medida que anmenta la frecuencia, la modulacién disminuye y la fase

aumenta.
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Figura 3.12

Datos de tiempo de vida de Rodamina-B en etanol, en funcién
de Ia frecuencia, Ia fase ¢ (A) y modulacién m ()
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3.3.3 Espectroscopia de absorcion UV-VIS

Los espectros de absorcion UV-visible de los sistemas moleculares en
solucién fueron registrados con un espectrofotometro UV-visible Perkin-Elmer
Lambda-11, utilizando una celda de cuarzo de 1 cm de paso éptico. Ademas, los
espectros de extincién (absorcién + dispersion) de las soluciones coloidales y las
peliculas de plata con y sin polimero, también fueron registradas con este

instrumento,

3.3.4 Microscopia electronica

La caracterizacién del coloide de plata-glucosa y de las superficies generadas
por este coloide fieron hechas con microscopia de alta resolucién con un Electron

Microscope JEOL 6400f con una resolucion de 4 nm.

3.3.5 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La caracterizacién morfoldgica de las superficie de plata-glucosa fue
realizada con un equipo de microscopia de fuerza atémica AFM, Nanoscope Il y las

imagenes obtenidas fueron digitalizadas con el software Nanoscope 6.11r.
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CAPITULO 4 ’
SINTESIS Y CARACTERIZACION DE
NANOPARTICULAS DE PLATA.
RESULTADOS Y DISCUSION

Hay dos maneras de difundir la luz... ser la Idmpara que la emite, o el espejo que la
refleja.
Lin Yutang (1895-1976) Escritor y filélogo chine.




4.1 Caracterizacion UV-visible de los Coloides
de Plata y Microscopia Electronica de los
Coloides de Plata

La manera usual de caracterizacion de coloides y/o film de nanoparticulas
metalicas es a través de espectros de extincion UV-visible, ya que la longitud de
onda del maximo y la determinacién del ancho de banda a media altura en los
espectros de extincién permiten extraer informacién cualitativa acerca de la
distribucién de tamarios de las nanoparticulas.

En esta tesis se caracterizaron dos soluciones coloidales de plata una con
hidroxilamina y la otra con glucosa. En la figura 4.1 se muestran los espectros de
extincién para el coloide de hidroxilamina y glucosa respectivamente. El espectro de
extincién del coloide de plata-hidroxilamina se caracteriza por un méaximo centrado
en 420 nm y un ancho de banda de 135 nm, mientras que el espectro de extincién
para el coloide de plata-glucosa tienen un méximo centrado en 435 nm, un “hombro”
en 360 nm y un ancho de banda de 350 nm. Que el méximo del especiro de
extincién para el coloide de hidroxilamina sea menor que el coloide de glucosa
indica que el tamafio promedio de las nanoparticulas para el coloide de hidroxilamina
es menor que para el coloide de glucosa.

Ademds el si comparamos los anchos de banda a media altura para los
espectros anteriores se observa que, el ancho de banda del coloide de glucosa es 2
veces mayor que el ancho de banda para el coloide de hidroxilamina (300 nm y
150nm, respectivamente). Esto indica que el coloide de glucosa tiene uma

distribucién de tamafios de nanoparticulas, mas amplia que el coloide hidroxilamina.
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Figura4.1  Espectros de extincién de coloides de plata-hidroxilamina
y plata glucosa

Por lo tanto y de acuerdo con los resultados anteriores, se puede concluir que
diferentes métodos de preparacién de nanoparticulas entregarian diferentes
distribuciones de tamafios de nanoparticulas metalicas.

Para corroborar esta conclusién se llevo a cabo uma caracterizacion con
microscopia electrénica, para cada uno de los coloides.

En la figura 4.2 se muestran imdgenes del coloide de hidroxilamina con
diferente aumento, la imagen a corresponde a un aumento de 10000 veces y la
imagen b corresponde a un aumento 33000 veces de la seccidn sefialada en rojo. El
analisis de la imagen solo permite concluir que las particulas coloidales forman
agregados tipo fractales. En relacién a la literatura, trabajos publicados por Leopold

y Leyton 69, 74 describen que este coloide estd compuesto mayoritariamente por
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nanoparticulas esféricas de didmetros en torno a 60 nm, con una baja distribucion de
tamafios, ademés el coloide forman agregados fractales. Ademas el estudio de
Leopold y col.69 analiza la distribucién de tamafios de las nanoparticulas en la

soluci6n, datos que seran usados en la siguiente seccion.

Figura4.2  Microscopia Electronica de Transmision (TEM) del coloide de
plata-hidroxilamina

Por otro lado también fue caracterizado el coloide de plata-glucosa con
microscopia electrénica y el resultado de esto se muestra en Ia fotografia de la figura
4.3. El tamaiio de las nanoparticulas observados varian entre 40 nm y 200 nm de
diametro; esto indica una amplia dispersién de tamafios, hecho que coincide con el
analisis del ancho de banda a media altura (350 nm) del espectro de extincion de la
figura 4.1. Ademas, en la figura 4.3 se observa que las particulas del coloide
presentan varias formas geométricas; esferas entre 20 y 40 nm didmetro, esferoides
que van desde 40 nm a 80 nm didmetro y agregados amorfos de 200 a 300 nm de

diametro.
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Figura 4.3

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) del coloide plata-
glucosa
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4.1.1 Estudio estadistico de distribucion de tamaiios
de las nanoparticulas de plata en solucién

Este estudio se realiza con el objetivo de resumir los resultados expuestos en
la seccién 4.1, En la figura 4.4 se muestra la distribucién de tamafios encontrada para

el coloide de plata-glucosa (b) y la distribucién de tamafios reportado por Leopold y

col. el afio 2003 * para el coloide de hidroxilamina (a).
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Figura4.4  Histogramas de distribucién de tamaiios para el coloide de
plata-hidroxilamina (a) % ¢ coloide de plata-glucosa (b)
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Al observar la figura 4.4, la distribucién de tamafios encontrada para el
coloide de plata-glucosa es totalmente distinta a la distribucién de tamafios reportada
para el coloide de hidroxilamina 8 El coloide de plata-hidroxilamina genera
particulas en torno a 60 nm de didmetro, mientras que el coloide de plata-glucosa
genera una distribucién de tamafios que puede separarse en dos partes; particulas
cercanas 2 40 nm de didgmetro y otra distribucién que se centra en 150 nm de
didmetro,

Con lo anterior se puede concluir que los andlisis de los anchos de banda y de
los maximos en los espectros de extincién permiten prever la distribucién de tamafios
para soluci6én coloidal. Ademés, diferentes métodos de preparacion de soluciones

coloidales entregan distintos tamafios y formas de nanoparticulas.
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4.2 Caracterizacién UV-visible y Microscopia
Electrénica de las Superficies de Plata

Las particulas metalicas de la solucién coloidal son fijadas a vidrio
funcionalizados formando peliculas delgadas de 5 a 20 nm de espesor, las que son
caracterizadas a través de su espectro de extincién. En las figuras 4.5 y 4.6 se
muestran dichos espectros, ademas de los espectros de las soluciones coloidales, con

el objetivo de observar los cambios que presentan las nanoparticulas al ser fijadas

sobre vidrio.
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Figura4.5  Espectros de extincién para nanoparticulas en solucion coloidal y
depositada sobre vidrio de plata-hidroxilamina.
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Si analizamos €l espectro de la figura 4.5, se observa que la pelicula de plata
presenta un maximo a 385 nm. Ademis se observa un corrimiento al azul de
aproximadamente 40 nm, debido al cambio en Ia constante dieléctrica del medio al
pasar de una solucion acuosa a aire.

Por otra parte el espectro de extincién de la solucién coloidat de Ag-glucosay
el de sus particulas depositadas sobre vidrio, mostrado en la figura 4.6, se observan
importantes cambios, ya que, el espectro de la pelicula de plata presenta dos
maximos a 380 y 420 nm. Ademés de una banda ancha entre 620 y 1000 nm.
Ademés, se observa un corrimiento al azul de aproximadamente 35 nm, debido al

cambio en la constante dieléctrica del medio al pasar de una solucidn acuosa a aire.
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Figura4.6  Espectros de extincién para nanoparticulas en solucion coloidal y
depositada sobre vidrio de plata-glucosa.
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Ademés se realizé el analisis con microscopia electronica para las peliculas
de plata obtenidas a partir de los coloides. En las figuras 4.7 y 4.8 se muestran las
imégenes de las microscopfas para la superficie de Ag-hidroxilamina y la superficie

de Ag-glucosa respectivamente.

Figura4.7  Microscopia electronica de barrido (SEM) para la superficic de
plata-hidroxilamina

Si analizamos la figura 4.7 observamos agregados entre 200 y 500 nm,
ademés las pequefias particulas que se observan en forma puntos blancos
correspondientes a formas esféricas entre 50 y 110 nm de didmetro. Estos valores

coinciden en los datos reportados por Leopold 8 y Leyton ™.
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Por ofra parte la microscopia electrénica (SEM) de la superficie de plata-
glucosa se muestra en la figura 4.8. En esta se observa que la superficie metalica esta
compuesta por particulas de diversas formas y tamafios; esferoides de 75 nm de
didmetro, elipsoides de al menos 300 nm didmetro en su eje mayor y particulas sin
forma definida de dizmetros en torno a 100 nm. Con este estudio es posible inferir
que las particulas de gran tamafio y de forma elipsoidal podrian dar origen a la banda

entre 620 y 1000 nm observada en el espectro de extincién de la figura 4.6.

Figura4.8 Microscopia electrénica de barrido (SEM) del sustrato de
plata-glucosa
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4.2.1 Estudio estadistico de distribucion de tamaiios
de las nanoparticulas de plata sobre vidrio

Este estudio se realiza con el objetivo de resumir los resultados expuestos en
la seccién 4.2. En la figura 4.9 se muestran las distribuciones de tamafios encontradas
para el coloide de plata-hidroxilamina % y la pelicula de plata-hidroxilamina Leopold
% FEn la figura 4.10 se muestra la distribucién de tamafios encontrados para el

coloide de plata-glucosa y la pelicula de plata-glucosa.
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Figura4.9  Histograma de distribucién de tamafios para la solucion
coloidal de plata-hidroxilamina (a) y de la superficie de
plata-hidroxilamina (b)

Al observar el histograma de la figura 4.9 se pueden concluir que existe un
leve aumento de los tamafios de las nanoparticulas al pasar de la solucién coloidal a
las particulas depositadas sobre vidrio, ya que el tamafio promedio de las particulas
en solucién es 55 nm de didmetro con una desviacién estandar de 22 nm, mientras

que para las particulas depositadas sobre vidrio se observa un tamafio mayor de
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82 nm de didgmetro con un desviacién estdndar de 30 nm. Ademas el leve aumento en
la desviacidn estandar de 22 nm para particulas coloidales a 30 nm para las particulas
depositada sobre vidrio podria explicar el aumento del ancho de banda de 25 nm que
tiene ¢l espectro de extincién de la superficie de plata-hidroxilamina con respecto a

la solucion coloidal.
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Figura 4.10 Histograma de distribucién de tamaiios para la solucién coloidal
de plata-glucosa (a) y de la superficie de plata-glucosa (b)

Por otra parte, si analizamos la figura 4.10, podemos decir que existe un
aumento en el tamafio de las nanoparticulas al pasar de la solucién coloidal a las
particulas depositadas sobre vidrio, ya que ¢l mayor porcentaje de particulas
encontrados para la superficie esta en el segmento 60-120 nm, mientras que en la
solucién coloidal el mayor porcentaje se encuentra en el segmento 20-60 nm. Con

esto se muestra que hay aumento en el tamafio de las nanoparticulas y una mayor

distribucién de los tamafios. Este cambio en la distribucion de tamafio se deberia a

que las particulas del coloide se depositan sobre el vidrio funcionalizado formando

' 81 ‘

o



islas, las que con el tiempo van concentrando el depdsito sobre el vidrio, perdiendo
con ello los didmetros menores a 60 nm; este hecho es propuesto por algunos autores

como un método para generar crecimiento de particulas sobre vidrio funcionarizado

70,72
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4.2.2 Caracterizacion vibracional del sustrato de
plata recubierto con moléculas organicas

De acuerdo al método empleado en Ia obtencién del coloide de plata,
reducido por glucosa, se espera que las particulas de plata en solucién queden
recubiertas con residuos provenientes del elemento reductor empleado. Dado que el
coloide de plata se obtiene en un medio basico, nos conduce a pensar que la glucosa
(CeH120s), se oxida a 4cido gluconico (CeH;1207), molécula que finalmente debiera
estabilizar las nanoparticulas en solucion.

Una forma de comprobar experimentalmente que las particulas tiene un
recubrimiento orgénico es mediante la espectroscopia Raman, Si existen moléculas
interactuando con las particulas metélicas se deberfa observar el espectro Raman de
las moléculas absorbidas sobre la superficie metalica (espectro SERS).

Este estudio se realizo con las particulas de coloide fijadas sobre vidrio y ¢l
equipo utilizado fue un Raman Renishaw Research RM2000.

En la figura 4.11, se muestra el resultado de este estudio, donde el espectro
SERS de la superficie de Ag-dcido glucénico se compara con el espectro Raman de
cristales de 4cido glucénico (Aldrich 95% pureza). En ambos especiros existe
coincidencia en algunas bandas en las zonas 1200-1400 cm” y 2500-3000 cm’, las
cuales corresponden a vibraciones vC-C y vC-Il, respectivamente. La presencia de
dos bandas en el especiro (2) (240 e’ y 1575 cm’) y que no aparecen en el espectro
(b) permite establecer con certeza la interaccién del 4cido gluconico con las
particulas metalicas. En este sentido la banda a 240 cm” estd bien caracterizada y

corresponde a un complejo Ag---O (Plata-Oxigeno) que suele aparecer entre 200 y

83




250 ¢! 7 Esta banda es dependiente del dtomo de la molécula implicada en la

interaccion, asi como también de la fuerza de unién metal-molécula.
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Figura4.11 Espectro SERS de la superficie de la Plata-dcido gluconico (2) ¥
espectro Raman de cristales de dcido glucénico (b)

Por otro lado 1a banda a 1575 cm’!, podria ser la misma que con una baja

intensidad aparece en 1606 cm’, en el espectro (b) y que corresponde a una

vibracion vC=0.
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Con el objetivo de precisar la interaccién de las moléculas de acido glucénico
con la superficie de plata se realizado un célculo DFT (B3LYP/3-21G) para un
modelo simplificado de interaccién analito-superficie, acido glucénico y dos atomos
de plata. El espectro calculado resultante para un complejo monodentado en que la
unién metal ligante ocurre a través del C=O del acido y la plata reproduce muy

aproximadamente el espectro SERS experimental (ver figura 4.12)

240 Raman Superficie
Metalica

\ o
VA -O o OH "
J vC=0-Ag }1615 § o

Raman calculado

Intensidad Raman {u.a.)

Ag-Ac. glucénico
4,182 AP
300 600 900 1200 1500 1800
viem-1

Figura4.12 Espectro Raman de la superficie metilica y espectro Raman
calculado para una molécula de dcido glucdnico y dos dtomos de
plata

Como se observa en la figura 4.12 el cambio en frecuencia de la banda a
1575 cm™ es indicio de la interaccién, ya que la longitud del enlace C=0 aumenta
producto de la formacion del enlace C=0---Ag, por ello esta vibracion aparece a una

menor frecuencia que lo usual para este tipo de vibracién (~1680 em™), Ademss la
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mayor intensidad relativa de la banda a 1575 cnt! del espectro Raman en negro, para

las superficie de plata pueden ser explicados en términos de la intensidad del campo

EM polarizado paralelo (EI [) y perpendicular (E, ) a la superficie metdlica, ya que
entre ellos existe una relacién de aproximadamente 1:4 (E, = 4E,) 3, Teniendo en

cuenta esto, se establece que la componente de la polarizabilidad del estiramiento

C=0 se amplifica debido al campo EM E,,. Esto permite predecir que el acido

glucénico esti perpendicular a la superficie metlica, por ello esta banda del acido
glucénico aparece con una mayor intensidad, a pesar que la vibracion de estiramiento
C=0 es un modo vibracional Raman es de baja actividad.

Sobre la base de los resultados experimentales y teoricos es posible aseverar
que la interaccién del acido glucénico con la superficie de plata ocurre a través de un
solo enlace Ag~O; la existencia de una sola banda Ag--O sugiere la formacién de un
complejo monodentado. La coordinacion deberfa ocurrir entre el 4tomo de oxigeno
del carbonilo y un adatom, es decir un atomo de plata adherido a la nanoparticula.
Este resultado permite inferir que existe ademds de la coniribucion electromagnética
una componente quimica a la intensificacion total del espectro Raman.

Finalmente con los antecedentes antes expuestos podemos afirmar que en este
nuevo sustrato, preparado a partir de coloide de plata reducido con glucosa, las
particulas metélicas adsorbidas sobre vidrio quedan cubiertas con cido glucdnico
unido a la superficie de plata a través del grupo carbonilo. El ensamblador deberia
orientarse perpendicular a la superficie metilica, garantizando el espacio necesatio
esperado. En la figura 4.13, se muestra un modelo de la superficie que Ilamaremos
(Ag-aglu), donde el 4cido glucénico estd orientado perpendicular a Ia superficie

generando un recubrimiento aproximado de ~10 A (largo de cada acido glucénico) o
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el doble si es que el 4cido gluconico es capaz de formar un doble capa sobre la
superficie. Sin embargo, esto es poco probable, ya que las moléculas de cido
glucénico que no se encuentran interactuando con la superficie de plata son

ficilmente removidas por el lavado de la superficie.

CH,0H CH,OH H CHOH %
HO,
’ CH HO - HO, o
H H

o H H H

OH H 'OH
HO HO HO ~10A

OH oH OH

Figura 4.13 Modelo del sustrato de Plata-icido gluconico (Ag-aglu)
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4.3 Caracterizacion UV-visible y AFM de las
Superficies de Plata Preparadas a Alto Vacio

La fabricacién de superficies de plata evaporada es diferente a la anterior, ya
que implica una preparacién mecénica, donde Ia plata en forma de pelets de 99.999%
de pureza, es evaporada sobre un vidrio porta objetos al vacio. Por ello se dice que
esta superficie de plata esta compuesta exclusivamente de Ag, sin ningin
recubrimiento, excepto una pequefia capa de oxido de plata que se produce en forma
instantdnea al contacto con el aire.

En la figura 4.14 se muestra el espectro de extincion de una pelicula de 5 nm

de plata,
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Figura 4.14 Espectro de extincion de una pelicula de 5 nm de plata

f 88



En la figura anterior se muestra el espectro de extinci6n tipico para una
superficie de plata evaporada, reportado y caracterizado por Aroca y col. %, Las
principales caracteristicas son un méximo a 450 nm y un ancho de banda espectral de
200 nm. Este wltimo valor, como analizamos antes, nos da cuenta de la distribucion
de tamarios, que al parecer es alta y similar a la superficie Ag-aglu. Para corroborar
esto se realizo la caracterizacion de este tipo de superficie a través de microscopia de
fuerza atémica. En la figura 4.15 se muestra la AFM para una superficie de plata de 5

nm de espesor.

Figura 4.15 AFM de superficie de plata evaporada

En la figura 4.15 podemos observar que la superficie de plata evaporada esta
formada por particulas elipsoidales. Ademés se observa una superficie compuesta por

particulas de forma preferentemente elipsoidal y una amplia distribucién de tamafios.
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4.3.1 Estudio estadistico de distribucion de tamaiios
de las nanoparticulas de plata sobre vidrio

Al igual que los resultados anteriores el analisis estadistico de los tamafios de
las nanoparticulas resume los datos expuestos en la seccién 4.3, En la figura 4.17 se
muestra la distribucion de tamafios para la superficie de plata evaporada, a partir del

AFM de la figura 4.16.

Porcentaje (%)

20 40 60 80 100 120 140 160
Diametros de particulas (nm)

Figura 4.16 Histograma de distribucién de tamafios para la superficie
evaporada de plata

Al analizar el espectro de extincién de la superficie evaporada de plata, la
distribucién de tamafios que presenta esta superficie es importante; dimensiones que
van desde 30 nm a 140 nm en didmetro y donde los tamafios de particulas
encontrados con mayor probabilidad estdn cercanos a 80nm con una desviacién

estandar de 50 nm,
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4.4 Espectros de Extincién Teoricos

La posibilidad que entrega la teoria de Mie de simular espectros de extincién
a través de la modificacién de los pardmetros como el tamafio y la forma de
nanoparticulas, es una herramienta importante que permite explicar las propiedades
dpticas de nanoparticulas. En esta seccién mostraremos las propiedades Opticas de
las formas geométricas encontradas en las superficies metalicas que fueron
caracterizadas en las p4ginas anteriores. Con ello se puede dar cuenta de las posibles
propiedades de amplificacion de estas superficies.

Algunos autores han modificado las ecuaciones descritas por Mie para formas
esféricas penerando aproximaciones que permiten describir las propiedades de
nanoparticulas metalicas de miltiples formas geométricas; esferas, elipsoides,
triangulos, cuadrados, etc 15,36,

En esta tiltima seccion del capitulo 4 mostraremos algunos de los espectros
que es posible obtener con el programa Mie Plot 3.21 publicado en forma gratuita
por P. Plaven 76 para esferas metalicas y los espectros obtenidos con el programa
Maple 10, publicado por D. Ross 7 que permite modelar espectros producidos por
nanoparticulas metalicas de forma elipsoidal (Las ecuaciones utilizadas por el
programa Maple 10, se muestran en forma resumida en el apéndice I).

En las figuras 4.17 y 4.18 se muestran los espectros de la seccidn geométrica
calculada para particulas metélicas esféricas de didmetros 30 nm y 80 nm
respectivamente, en aire. Ademés estos espectros muestran la composicion en sus

respectivas componentes de absorcion y dispersién. Las unidades del eje y son

proporcionales al drea de una esfera de plata.
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Figura 4.17 Seccion eficaz geométrica para una nanoparticula esférica
de 30 nm en aire
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Al observar las figuras anteriores se puede concluir que el cambio de tamafio
de las nanoparticulas genera un corrimiento al rojo de 20 nm para un didmetro de 30
nm a 80 nm. Ademds si se observa en la composicién dispersién/absorcién de los
espectros, el aumento en el tamafio genera un cambio importante en esta proporcion,
ya que una esfera de 30 nm, muestra que la absorcién es mayor a la dispersion, a
diferencia de una particula de 80 nm donde la dispersion es mayor a la absorcion.

13,16, 36 quienes describen como una

Esto ya ha sido publicado por algunos autores
propiedad natural de nanoparticulas metélicas, el hecho que diametros menores 2 40
nm tengan una componente de absorcion mayor y particulas de didmetros mayores 2
60 nm tengan una componente de dispersién mayor. Esto quiere decir que particulas
grandes dispersan luz y particulas pequefias absorben tuz. Esto tendra, de acuerdo a
algunos autores .63 un efecto sobre la amplificacién de sefiales en fluorescencia.
Por otro lado en la figura 4.19 se muestra el espectro calculado para la
seccién geométrica de un elipsoide de plata, otra de las formas geométricas
encontradas en las caracterizaciones de las soluciones coloidales y superficies
metalicas. Las dimensiones de este elipsoide son a= 70 nm (gje corto) y b = 140 nm

(eje largo). Ademés al igual que los espectros anteriores las unidades del eje y son

proporcionales al 4rea de un elipsoide de plata.
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Figura 4.19 Seccién eficaz geométrica nanoparticula elipsoidal en aire

En figura 4.19 se observa que el espectro que describe esta forma geométrica
es totalmente diferente a los descritos para esferas, sobre todo por el hecho que éste
presenta dos maximos uno centrado en 370 nm y otro en torno a 580 nm. Esto quiere
decir que ¢l plasmén de nanoparticulas elipsoidales tiene una doble resonancia que

puede ser en 370 nm (eje corto) y 580 nm (eje largo).
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4.5 Conclusiones

El uso de nanoparticulas metélicas en el ambito de la espectroscopia
molecular implica conocer el tipo de nanoparticulas con las que se trabaja en estudios
de amplificacién tanto en su forma como en su tamafio, ya que la suma de estos dos
elementos, determina las propiedades dpticas de una superficie metilica. El ejemplo
mis claro de esto, es el maximo observado entre 600 a 1000 nm en la superficie de
Ag-4cido gluconico, debido a su composicién de particulas esféricas y elipsoidales

de gran tamafio (100-300 nm de diametro).

Fn este sentido la informacién cualitativa que es posible extraer de los
espectros de extincion de las soluciones coloidales y de las superficies metalicas,
junto con los resultados que proporcionan las caracterizaciones con microscopias
electronicas (SEM), AFM y la modelacion de espectros a través de la teoria de Mie,
son fundamentales para la compresion de la informacién que entregan los espectros

de extincion.

Por otra parte, la técnica de microscopia Raman, permitié caracterizar la
superficie de Ag-dcido glucénico y comprobar que las nanoparticulas metélicas
tenian un recubrimiento con moléculas derivadas de la oxidacion de la glucosa. Esto
tiene importancia en estudios de fluorescencia amplificada por superficie, dado que

este recubrimiento actiia como espaciador entre el metal y las moléculas.
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CAPITULO 5
FLUORESCENCIA DE RODAMINA-B

AMPLIFICADA POR SUPERFICIE DE
PLATA-ACIDO GLUCONICO.
RESULTADOS Y DISCUSION

La razon siempre ha existido, pero no siempre en una forma razonable.
Karl Marx (1818-1883) Filésofo y economista alemén.



En este capitulo se muestran los resultados de la amplificacion de la sefial de
fluorescencia de Rodamina-B cuya férmula estructural se muestra en la figura 3.1 del
capitulo 3. Con este sistema molecular se estudia el comportamiento de una
superficie metalica preparada a partir del coloide de Ag reducido por D-glucosa.

Como se ha descrito en el capitulo 2, para poder observar el efecto producido
por las nanoparticulas metalicas en la fluorescencia, es necesario separar el
fluoréforo de la superficie y asi evitar o atenuar ¢l efecto de apagamiento producido
por el proceso de transferencia de energia que compite con la fluorescencia.

En la literatura se describen diferentes formas de obtener la separacién metal-
molécula. Para poder observar la amplificacion de la emisién fluorescente, los
espaciadores més utilizados son peliculas delgadas constituidas principalmente por

22,25 y polimeros transparentes °.

4cidos grasos ®, 810,

En la presente tesis el problema de la separacién ha sido resuelto preparando
una superficie metalica con una metodologia que permite generar un recubrimiento
de las nanoparticulas con una capa de moléculas, la que actia como elemento
separador entre el fluoréforo y el metal depositado sobre vidrio.

La metodologia de preparacién de la solucidn coloidal de plata y de las

superficies fue previamente descrita en el capitulo 3 seccidn 3.2.1,
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5.1 Fluorescencia Amplificada por Superficie de
Rodamina-B

Con el objeto de determinar la efectividad de nuesiro sustrato de plata
reducido por glucosa en espectroscopia de fluorescencia amplificada por superficie,
se realizé un estudio con un sistema molecular estandar como Rodamina-B, ya que
este ha sido utilizado para otros estudios de SEF, permitiendo comparar nuestros
resultados de amplificacién con los informados en la literatura.

La caracterfstica de Rodamina-B es la de tener un rendimiento cuéntico de
0.95 en solucion acuosa, dato reportado por Kubin y col, en 1982 8 Nuestro estudio
se realiza en estado sélido, donde también se han reportado valores de rendimiento
de emision. Kawasaki y col. demuestran que, en solido Rodamina-B tiende a formar
asociaciones que apagan la fluorescencia, cambiando su rendimiento de emisién a
~0.80 .

Para descartar la presencia de la formacién de asociados en estado solido, se
compara un espectro de emisién de una solucién diluida de Rodamina-B (1x10°M)
con el espectro de emisién de Rodamina-B sobre vidrio en estado sdlido. La muestra
en estado sélido fue preparada depositando 15 ul de una solucion 1.5x10° M sobre

vidrio, la que cubre un area aproximada de lem?.
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Figura5.1  Espectro de emisién de Rodamina-B en solucion y sobre vidrio

En la figura 5.1, se observa que ambos espectros de fluorescencia, en solucidén
y en estado sélido no presentan cambios y ambos presentan dos bandas, una centrada
a 580 nm y otra a 640 nm. Dada la alta semejanza que presentan ambos espectros,
nos permite descartar la formacion de especies asociadas intramoleculares en estado
stlido.

En la figura 5.2 se muestra el espectro UV-visible en solucion y en vidrio. En
esta figura se observa que el espectro de absorcién en estado s6lido no presenta
cambios con respecto al espectro en solucion. En ambos se observa una banda de
absorcién a 550 nm y un leve hombro a 520 nm. Este resultado concuerda con los

estudios en estado s6lido de este sistema molecular publicados recientemente 10,19, 79,

80
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Figura 5.3  Espectros de absorcion de Rodamina-B sobre vidrio y sobre plata-
acido glucoénico

En la figura 5.3 se presenta los espectros de absorcion para Rodamina-B
sobre vidrio y sobre la superficie de plata-acido gluconico. En relacion a esta figura
es posible observar que en el espectro de extincion de la superficie de plata, la
presencia del soluto se expresa a través de la inflexion a 550 nm, caracteristico de la
banda de absorcién de Rodamina-B, que se muestra en la misma la figura 5.3 con
linea discontinua. Ademas, con este espectro es posible constatar que la absorcion de
la molécula esta en resonancia con el plasmon del metal y la frecuencia de excitacion

(514 nm) que se muestra en la figura con la linea de verde.
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Figura 5.4  Espectro de fluorescencia de Rodamina-B en vidrio
y sobre el sustrato de plata-icido glucénico

En la figura 5.4 se muestra el espectro de fluorescencia de Rodamina-B sobre

el sustrato de plata-dcido glucénico y el espectro de fluorescencia sobre vidrio. En

esta figura es posible observar que, la fluorescencia de Rodamina-B aumenta su

intensidad en 9.4 £ 0.7 veces.

La eficiencia de la superficie de plata-acido glucénico es ahora comparada

con ofro sustrato obtenido en similares condiciones; para ello se buscé un coloide

que tuviera nanoparticulas metlicas de formas y tamafios similares a los encontrados

para el coloide de plata obtenido por la oxidacién de glucosa, siendo el coloide de

citrato, el que cumple con estos requisitos,
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Antecedentes del coloide de citrato y superficies preparadas con él han sido
reportados por Doering y col. 8 Luy col. 82 v Maxwell y col. 8 donde tanto el
coloide como su superficie fueron utilizados en espectroscopfa Raman y Raman
Resonante Amplificado por Superficie (SERS y SERRS). La reaccion redox que
involucra esta coloide implica reducir 12 plata en medio acuoso con citrato trisédico,
para generar plata metélica més succinato disddico y dioxido de carbono como
productos de la reaccion, de acuerdo a los trabajos publicados por Doering y col. 8y
Maxwell y col. ¥, En este sentido se espera que las particulas metélicas formadas
queden recubiertas con residuos provenientes del proceso de reduccion. Para
corroborar esta afirmacidn, la superficic fue caracterizada a través de espectroscopia
Raman de la superficie de plata-succinato, la que es comparada con el espectro SERS

obtenido para la superficie de plata-acido glucdnico (ver figura 5.6).
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Figura 5.5  Especto Raman (SERS) del sustrato de Ag-citrato y
del sustrato Ag-aglu

En la figura 5.6, las bandas observadas a 140 cm’! y 236 em™ en la superficie
de plata succinato son asignables a la interaccién plata oxigeno (Ag---O). En el caso
de Ia superficie de plata-acido glucdnico aparece una sola banda a 240 cm”, Esto nos
hace pensar que el succinato interactlia con la superficie de plata a través de los
grupos acetato. Ademas el que en el espectro de plata-succinato aparezcan dos
bandas podria indicar que son los dos grupos acetato de la molécula los que
interactiian con la superficie de plata. De acuerdo a los antecedentes descritos en las
paginas 82 a 85, el que no aparezca una banda en torno a 1575 cm’! (C=0—Ag) nos
indica que la orientacién del succinato sobre la superficie de plata es en forma

paralela, tal como se muestra en la figura 5.7. De acuerdo a esta figura, el succinato
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puede generar un recubrimiento de las superficies metélicas, donde el valor minimo
de este recubrimiento puede ser de 4 A 6 5 A que corresponde al ancho de la

molécula de succinato orientada paralelamente a la superficie de plata.

0
Hy
0 c
~¢ o
Hy -
0 :

Vidrio

Figura 5.6 Modelo para la interaccién de succinato con plata sobre vidrio

El estudio que permite comparar el efecto de ambas superficies, Ag-succinato
y Ag-icido glucénico, en la fluorescencia de Rodamina-B se presenta en la figura
5.8. En ambos casos la muestra fue preparada depositando 5 ul de Rodamina-B en
solucién de etanol 1.5x10° M. En esta figura se observa claramente que bajo
idénticas condiciones experimentales, el sustrato de plata-acido glucénico amplifica
la sefial fluorescente de Rodamina-B en un factor de 2 veces mayor, respecto de la
amplificacién obtenida empleando el sustrato de plata-succinato.

Lo anterior puede ser explicado por el recubrimiento que tienen las dos
superficies metalicas. Por un lado, el succinato recubre la superficie de plata
generando un espaciado de aproximadamente 4-5 A, mientras que para la superficie

de plata-acido glucdnico presenta un valor aproximado de 10 A, valor que es 2 a 3
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veces mayor. Por lo tanto una mayor separacidn entre las moléculas depositadas y la
superficie de plata-icido glucénico permite una mayor amplificacién de la seiial
fluorescente, va que las moléculas de Rodamina-B estaran me promedio 2 veces mas

lejos de la superficie, minimizando la transferencia de energia molécula-metal que

apaga la fluorescencia,
10000 A
Rod-B en vidrio
Rod-B en succinato
@ 8000+ Rod-B en Ac. Glucénico
8
§ 6000- / FA=9.0+0.7
O
% 4000
=
FA=3.4+03
2000~
0 41/’-_\| T T T T — 1
550 600 650 700 750
afnm

Figura5.7  Espectros de flzorescencia de Rodamina-B depositada sobre
diferentes tipos de superficies metalicas.
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5.1.1 Tiempo de depdsito de nanoparticulas sobre
vidrio

Con el objeto de optimizar lIa superficie de 4cido glucénico para mejorar el
efecto de amplificacin de la sefial fluorescente de Rodamina-B y de las moléculas
consideradas en esta tesis, se muestra el efecto de modificar la morfologia de la
superficie de plata-acido gluconico sumergiendo el vidrio funcionalizado en la
solucion coloidal durante diferentes perfodos de tiempo. En la figura 5.9, se muestra
los espectros de extincién de las superficies obtenidas con 6, 12, 24,36 y 48 horas de
depésitos del coloide sobre vidrio funcionalizado, Tal como se observa en la figura
5.9, a medida que aumenta el tiempo de inmersidn en el coloide, mayor es la
cantidad de plata depositada, hecho que se expresa en el mayor valor en la extincion
en torno a 400 nm y en la banda entre 620 y 1000 nm. Adem4s, después de 36 horas
se encuentra que la cantidad de plata depositada alcanza la saturacién. El aumento en
Ia extincién puede deberse no solo a la mayor cantidad de plata depositada, sino que
ademas a una diferente manera de agruparse en torno a diferentes centros de
nucleacién de plata metalica; asi lo sugiere la presencia de la nueva banda que

aparece cerca de 800 nm.
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Figura 5.8  Efecto del tiempo de depésito del coloide sobre vidrio
funcionalizado

Por otra parte en la figura 5.10 se muestra las imagenes de microscopia de
fuerza atomica (AFM) de las superficies obtenidas a diferentes tiempos de inmersion
en ¢l coloide. En esta figura se observa que a medida que aumenta el deposito de
plata, también aumentan ¢l tamafio de las nanoparticulas sobre vidrio. En esta misma
figura se muestra un grafico del perfil en el eje z, perpendicular a la superficie. plano
x.v. Este perfil determina la clevacion en el eje z, mostrando las irregularidades
topograficas de la superficie. La linea de color blanco en las imagenes corresponde al
perfil que se muestra en la parte inferior de cada una de las figuras. Ademas como se

observa en cada uno de los AFM a medida que aumenta el tiempo de inmersion en el
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coloide. aumenta la cantidad de plata depositada y el tamaiio de las nanoparticulas

sobre el vidrio funcionalizado, esto modifica las superficie de plata-acido gluconico.

Figura 5.9

Microscopia de fuerza atémica (AFM) de superficie de Ag-agiu a

6 horas (a), 12 horas (b), 24 horas y 36 horas

Una forma de cuantificar la cantidad de nanoparticulas depositadas es medir

¢l aumento de la extincion de cada una de las superficies. Dado que la linea de

excitacion es de 514.5 nm, podemos medir el cambio en la extincion del plasmoén a

esta longitud de onda. En la figura 5.11 se muestra el aumento en la extincion en
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funcién del tiempo de depésito. En esta figura se observa que al aumentar el tiempo

de depésito de nanoparticulas sobre vidrio aumenta la extincién en el valor de la

longitud de onda de excitacién, alcanzando la saturacién después de las 36 horas.
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Figura 5. 10 Aumento de la extincién a 514.5 nm en funcién del tiempo de
depdsito de nanoparticulas de plata-acido glucénico

Dado que el mayor tiempo de depdsito de nanoparticulas modifica la

superficie de plata-4cido glucdnico, como lo muestran las microscopias de fuerza

atémica (AFM) de la figura 5.10, se espera que esto tenga un efecto en la

amplificacién de la fluorescencia, Para comprobar esto se agregd 5 ul de solucion en

etanol 1.5x10°® M de Rodamina-B. Los resultados de este estudio se muestran en la

figura 5.12. Ademas en la figura 5.13 se muestra la relacion entre el factor de

amplificacién y el tiempo de depésito de nanoparticulas sobre vidrio.
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Figura 5.11 Espectros de fluorescencia de Rodamina-B sobre superficie de

plata-acido glucénico obtenida a diferentes tiempos de deposito

- -
wn o
!

-
N
1

[}
]

w
!

Factor de Amplificacién
[(e]
1

T ¥ T Y T L4 T L T

10 20 30 40 50
Tiempo de Depésito/(horas)

Figura5.12 Factor de amplificacién en funcién de tiempo de deposito de

nanoparticulas sobre vidrio.
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Como se observa en la figura 5,12 y 5.13 el aumento en el depdsito de
nanoparticulas de plata sobre vidrio, que se expresa en una mayor extincién, tiene un
efecto significativo en la amplificacién de la fluorescencia para Rodamina-B,
llegando a un valor maximo de 15 veces. Este valor de amplificacion esta dentro de

% 7 en estudios de

los ordenes de magnitud reportados por ofros autores
amplificacion para Rodamina-B en estado solido, donde se lograron amplificaciones
entre 15 a 60 veces en superficies de plata y oro.

Ademas, la modificacion de la superficie debido a la mayor concentracion de
nanoparticulas sobre vidrio y su efecto en la amplificacién fluorescencia es un
antecedente atractivo, ya que usualmente el cambio de la distancia metal-molécula es
reportado como modificador de la amplificacién. En este sentido algunos autores han
obtenido resultados similares al nuestro, reportando que un mayor cantidad de

nanoparticulas sobre vidrio, genera una mayor amplificacion de la fluorescencia 63.84,
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5.1.2 Cinética de desactivacion del primer estado
excitado electrénico de Rodamina-B

Para cada una de estas muestras se realizé un estudio cinético midiendo los
tiempos de vida de la fluorescencia a través de la técnica de corrimiento de fase y
modulacion en funcién de la frecuencia, esto con el objetivo de establecer una
relacion entre la cinética de desactivacidn del estado excitado y la amplificacion de la
fluorescencia. Los tiempos de vida fueron obtenidos con la linea de excitacién 514.5
nm (Laser Ion-Argon) y la emisién fue observada a 580 nm, los resultados se
muestran en la tabla 5.1.

Tabla 5.1 Tiempos de vida para Rodamina-B

Rodamina-B Tiempode | x%eq Factor de
vida t (nseg) Amplificacion
FA)
Solucion (Etanol) 2.80+0.18 1.2 [
Sobre Vidrio 3.52+0.19 20 | -

Sobre Plata-Aglu (6 horas) 2,69+ 0.10 1.8 3.1£02
Sobre Plata-Aglu (12 horas) | 2.62+0.11 2.6 62+0.6
Sobre Plata-Aglu (36 horas) | 2.78+0.12 | 2.3 15.1:1,5

donde 1 corresponde al tiempo de vida para una componente (mono-exponencial)
(17 columna), y’eq es el valor estadistico del error asociado a la medida (2%
columna) y en la 3* columna se muesira la amplificacién de la fluorescencia.

Los tiempos de vida obtenidos con esta técnica fueron comparados con los
publicados por Del Monte y col ¥ en el afio 1998, para Rodamina-B; En agua
7=2.38 + 0.15 nseg y sobre cuarzo t=3.58 *+ 0.29 nseg, valores que estin en
concordancia con los presentados en este trabajo. Ademds si analizamos la tabla 5.1

observamos que el tiempo de vida (7) en sélido tiene un leve aumento con respecto a
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la solucién, hecho que es reportado por algunos autores para tiempos de vida del
primer estado excitado de moléculas en estado s6lido 26,80, 85,86,

Por ofra parte los valores de T no muestran dependencia con la cantidad de
plata depositada sobre vidrio, observandose que sobre la superficie metdlica
muestran una disminucién con respecto al valor sobre vidrio de aproximadamente
0.82 nseg; sin embargo, en cada una de las superficies se observa una amplificacion
creciente de la emision. Esto es un resuitado esperado, ya que la modificacion de los
procesos cinéticos del fluordforo debido a la transferencia de energia metal-
molécula, solo cambia el tiempo de vida, cuando varia la distancia metal-molécula.
En este sentido la superficie de plata-acido gluconico tiene un recubrimiento que no
cambia si se deposita una mayor cantidad de plata, Por lo tanto las moléculas de
Rodamina-B sobre esta superficiec quedardn en promedio a la misma distancia,
independientemente de la mayor cantidad de plata depositada. En consecuencia es
posible inferir que el aumento progresivo de la amplificacién de la emisién de
Rodamina-B se debe a un mayor deposito de nanoparticulas metalicas y no a una
maodificacidn de los procesos cinéticos de desactivacion del primer estado excitado.,

En este sentido y dado que el aumento en la intensidad de la sefial de un
fluoréforo ubicado a la distancia d de una estructura metalica puede ser determinada
a partir del nuevo campo electromagnético amplificado por la superficie metélica, el

Factor de Amplificacién (FA) de la sefial fluorescente en un experimento SEF puede

ser descrito por el término F4(w,,,®,,), que corresponde a la razén de la intensidad

de fluorescencia del sistema molecular medida en presencia de una superficie
metalica, relativa a la intensidad de fluorescencia de la misma muestra en una

superficie sin metal e irradiada con igual intensidad de radiacién. El FA, también
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10, 23, 27

denominados por algunos autores como Rendimiento cudntico aparente se

define de acuerdo a la siguiente ecuacién

FA((()ex’ Cl)em = IE(wex)]2|Em(wfm1
(.1)

donde ®wex, ¥ @em, corresponden a las frecuencias de excitacion y emision,

respectivamente. Esta ecuacién muestra que la magnitud del aumento de la sefial

depende del aumento del campo electromagnético |E(w,, )]2 y de la cinética de
desactivacion del estado excitado |Em(a)m )] .

La amplificacién de campo eléctrico, contenida en el término |E(caﬂ )]2 , que

corresponde a la intensidad del campo elécirico amplificado por la superficie
nanoestructurada en el sitio donde se encuentra la molécula. Este factor depende de
la naturaleza de la superficie, la que se modifica aumentando el tamafio de las
nanoparticulas. En nuestro caso el aumento del tamafio se constata con las imagenes
de microscopia de fuerza atdmica (AFM) mostrados en Ia figura 5.11. Un ejemplo de
esto se muesfra en la figura 5.14 donde se observan dos imagenes de AFM para una
superficie de 6 horas de depdsito, donde los tamafios de las particulas metalicas se
encuentran entre 70 nm y 150 nm de didmetro, mientras que para una superficie de

36 horas estos valores aumentan entre 100 nm y 500 nm de diametro.
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Figura5.13 Aumento de tamaiio de las nanoparticulas de plata depositadas
sobre vidrio funcionalizado

Por otro parte la magnitud del segundo término |Em(,,, )| es proporcional a
I/Q. donde () es ¢l rendimiento cuantico de la molécula Asi moléculas de alto

redimiendo cuantico no generaran altos valores de amplificacion de la seial de
fluorescencia ' *’.
Se ha llegado a proponer que ¢l aumento de la fluorescencia por efecto de

superficies metalicas es inversamente proporcional al rendimiento de emision

molecular: por ¢llo independientemente del aumento del campo clectromagnético

2

defino por el termino [E(w“) . la amplificacion de la fluorescencia esta limitada por

el rendimiento de emision de la molécula. Por ello para determinar si el factor de
amplificaciéon es inversamente proporcional a () se calculd el rendimiento de

emision de Rodamina-B en nuestras muestras, considerando las ccuaciones de

tiempo de vida natural (v), tiempo de vida () y rendimiento de emisién ( Q).




Ty=——>>I=—
! AN CRY!
r= —+(F+k",)=l
L'+, (5.2)
r
C T+x,
nr (53)

si sustituimos las ecuaciones 5.1 y 5.2 en 5.3, el redimiendo cuantico queda en

funcién de los tiempos de vida, ecuacion 5.4.

(5.4)

El tiempo de vida (1) obtenido sobre vidrio es de 3.52 + 0,19 nseg v a través
de la metodologia propuesta por Strickler y Berg en 1962 % el tiempo de vida natural
(tv) que considera solo la desactivacién radiativa es de 3.98 + 0.28 nseg.
Sustituyendo estos valores en la ecuacion 5.4 es posible estimar que el rendimiento
cudntico de emisién para Rodamina-B es de 0.88 £ 0.06 y el inverso de este valor es
1.14, valor muy inferior a la amplificacion de 15 veces obtenida para Rodamina-B
con la superficie de plata de un deposito de 36 horas. Por lo tanto, si el factor
asociado al rendimiento de emisién no da cuenta de la amplificacién de 15 veces
para Rodamina-B, podemos decir que el aumento del campo electromagnético local
que percibe 1a molécula debido al mayor depésito de nanoparticulas sobre vidrio y el

aumento de el tamafio son los factores que determinan la amplificacién de la emisién
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para Rodamina-B. En este sentido una forma de relacionar el aumento del campo
eléctrico con el aumento en el tamafio de las nanoparticulas, es a través del modelo
descrito en el capitulo 2 seccién 2.3, que permite calcular de forma aproximada la

magnitud del campo electromagnético amplificado (E,) o la intensidad de campo

EM amplificado (I = E}'), para una esfera de plata de radio (a), en funcién de la

distancia (d) de propagacion de este campo eleciromagnético desde el perimetro de la

esfera (ver ecuacion 5.5).

3
a

— 1
(@+d) )

Ef e
(5.5)

El valor de d corresponde a ~10 A que es el recubrimiento de las
nanoparticulas con 4cido glucénico. En la figura 5.15 se observa que a medida que

crece el tamafio de las nanoparticulas se observa un aumento del campo EM (E})

hasta un valor constante entorno 1.96 unidades de campo electromagnético; con ello
podemos decir que un mayor valor de campo EM, debido al mayor tamaiio de las
nanoparticulas, podria explicar el aumento en la amplificacién de la fluorescencia;
ello puesto que, como se describe en el ecuacidn 5.1, el factor de amplificacién de la
fluorescencia es proporcional al aumento del campo eléctrico. El efecto del factor
electromagnético en la amplificacién de la fluorescencia es mencionado en un
reciente trabajo de Le Ru y col. ** asi como en publicaciones anteriormente de Kahl y

col. **y Schatz y col. .
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Figura 5.14 Campo electromagnético generado en la superficie de Ia esfera
en funcién del tamariio de Ia nanoparticulas

Finalmente los resultados expuestos en este capitulo nos permiten decir que la

superficie de plata-dcido gluconico es una superficie eficiente para amplificar la

intensidad de Ia fluorescencia de Rodamina-B, ya que los resultados obtenidos

S0n

satisfactorios, si se comparan con otros trabajos en la misma drea de investigacion,

que han reportado amplificacién para esta sistema molecular sobre superficies de

plata '% %227 Ademss, nuestros resultados muestran que el aumento de la extincién

y del tamaifio de las nanoparticulas en la superficie de plata-dcido glucénico le

otorgan a esta superficie propiedades interesantes a la hora de encontrar futuras

aplicaciones en la amplificacion de la emisién de otros sistemas moleculares.
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5.2 Conclusiones

A partir de los valores de amplificacion de la sefial fluorescente para
Rodamina-B se muestra que la sintesis de nanoparticulas de plata recubiertas con
acido-gluconico permite obtener superficies metélicas que pueden ser usadas en

estudios de fluorescencia amplificada por superficie.

La mayor densidad de nanoparticulas de plata per unidad de 4rea, depositadas
sobre vidrio con un espaciador que mantiene a las moléculas a una distancia fija del
metal, permite amplificar la fluorescencia en 15 veces para Rodamina-B. En este
sentido la amplificacion de Rodamina-B puede ser explicada por aumento del campo
electromagnético hecho que se justifica con el modelo tedrico que grafica el aumento

del campo EM en funcién del tamafio de las nanoparticulas,

En relacién a los tiempos de vida se concluye que las moléculas de
Rodamina-B sobre la superficie plata-acido glucénico quedarin en promedio a Ia
misma distancia de 10A del metal, independientemente de la mayor cantidad de plata
depositada. Por lo tanto no se deberia observar una modificacién de los procesos
cinéticos de desactivacion del primer estado excitado, tal como se mostré en la tabla
5.1. En consecuencia es posible inferir que el aumento progresivo de la amplificacién
de la emision de Rodamina-B se debe tanto al aumento de tamafios de las

nanoparticulas como al mayor depésito de estas sobre vidrio.
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Por otro lado al comparar la superficie de plata-dcido glucénico con la
superficie de plata-succinato se comprobd que el recubrimiento que tenga Ilas
nanoparticulas es importante a la hora de separar las moléculas de la superficie
metilica, ya que, esta capa protectora debe minimizar la transferencia de energia del
fluoréforo al metal y dejar a la molécula a una distancia tal para percibir €l aumento
del campo electromagnético generado por la superficie metalica para amplificar su

sefial fluorescente.

Finalmente, de acuerdo a los resultados expuestos hasta ahora se podria
responder en parte a la hipdtesis propuesta, ya que fue posible obtener una superficie
metalica, compuesta por nanoparticulas de plata recubiertas con una espaciador
(4cido glucénico), que permite separar de forma efectiva las moléculas de
Rodamina-B. Esto permite por un lado reducir la transferencia de energia metal-

molécula y por otro amplificar la sefial de emision de este sistema molecular.
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CAPITULO 6

ESTUDIOS DE FLUORESCENCIA
AUMENTADA POR SUPERFICIES PARA
FENIL-TRIENOS A BAJA
TEMPERATURA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al fin y al cabo, somos lo que hacemos para cambiar lo que somos.
Eduardo Galeano (1940- } Escritor y periodista uruguayo.




Los sistemas moleculares derivados de la estructura trans,trans,trans-1,6-
Difenil-1,3,5-hexatrieno cuya estructura molecular es mostrada en el capitulo 3
seccion 3.1, fueron seleccionados para realizar estudios de amplificacion de Ia
fluorescencia, dado que ellos cumplen con las siguientes caracteristicas;

» La absorcion de las moléculas se encuentra en el rango de resonancia del plasmon
de plata, que se extiende entre 380 y 1000 nm,

» Estos sistemas moleculares tienen diferentes grupos funcionales que podrian tener
un efecto en la interaccion con el separador metal-molécula, por ejemplo el acido
glucénico.

» El rendimiento cuantico de las especies moleculares en solucion varia entre 0.1 y
0.6 lo que permite determinar su influencia en el factor de amplificacion de la

fluorescencia (Propiedades fotofisicas para Fenil-trienos anexo II).
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6.1 Estudios de Amplificacion a Baja
Temperatura para DM-DPH y DM-PTC

Una de las propiedades fotoffsicas que presentan los sistemas moleculares
derivados de la estructura del DPH es la baja emision fluorescente en estado sélido a
temperatura ambiente, Trabajos publicados por Pistolas y col. ¥ %, Sonoday col. y
Lin y col. *! muestran que la estructura central (hexatrieno) de estos sistemas
moleculares pueden tener un proceso de isomerizacion trans-cis en el primer estado
excitado en estado solido, alli el isdmero cis se desactiva en forma no radiativa,
compitiendo con la emision fluorescente del isdmero #rans; por ello estos sistemas
presentan una baja emision en estado solido,

La formacién del isdmero cis se debe a que los sistemas moleculares
derivados del DPH producen procesos de transferencia de carga intramolecular en el
estado excitado debido a la presencia de grupos dadores (-NMe;) y aceptores
(fenilos, -C=0). En este sentido Sonoda y col *°, Grabowski y col ¥ y Lin y col. *!
proponen que es posible obtener fluorescencia en estado sélido bajando la
temperatura de la muestras; con ello se congela la estructura molecular, bloqueando
parcialmente la posibilidad de formar conformaciones como el isémero cis y con ello
obtener emisién en estado s6lido.

El estudio del efecto de la temperatura se realizd bajando la temperatura
desde 0 °C 2 -180 °C a intervalos de 40°C, para observar ¢l cambio en la emision de
DM-DPH y DM-PTC. Las muestras se prepararon agregando S5ul de una
concentracién 1x10° M de soluto a un vidrio de un 4rea de 1 cm®. El equipo

empleado fue un Raman Renishaw Research RM2000 equipado con un laser de
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He-Cd que proporciona una linea de excitacién de 442 nm, con un compartimiento
de muestra que permite trabajar entre 0°C y -180 °C y que fue descrito en la seccién

3.3.1 del capitulo 3.

Los espectros de absorcion de las moléculas en estado sdlido se muestran en

Ia figura 6.1 y en la misma figura se muestran los espectros de absorcidn en solucion

para DM-DPHy DM-PTC.

szem —— DM-DPH
s OM-PTC
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«©
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E Sobre vidrio
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=
2
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o
3
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Figura 6.1  Espectros UV-visible en estado sélido y en solucioén para
DM-DPH y DM-PTC
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En la figura 6.1 se observa que existe un corrimiento al rojo de los espectros
de absorcion sobre vidrio de 15 nm para la absorcién de DM-DPH y 4 nm para DM-
PTC. Ademds, para ambas moléculas se observa un aumento en el ancho de banda a
media altura en fase sélida con respecto a la solucién de ~15 nm. Este efecto es
reportado por Sonoda y col. *°, quienes describen que el corrimiento al rojo y el
aumento del ancho de banda media se deben a las asociaciones intermoleculares en
los microcristales formados sobre el vidrio.

Una vez caracterizado los espectros UV-visible se procedieron a medir los
espectros de emision a baja temperatura para DM-DPH y DM-PTC, los que se

muestran en la figura 6.2,
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Figura 6.2  Espectros de fluorescencia de DM-DPH y DM-PTC
en fase solida en funcion de la temperatura

Tal como se observa en la figura 6.2, los espectros de fluorescencia de
DM-DPH y DM-PTC presentan un aumento en la intensidad de la fluorescencia
cuando la temperatura disminuye desde 273°K a 93°K. Este comportamiento ¢s
concordante a los mostrados por Sonoda y col * quienes también observaron un
aumento de la emision de la fluorescencia para derivados del DPH en estado solido

al bajar la temperatura desde 298 °K a 77 "K..
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6.1.1 Estudio de amplificacion con superficies de
Plata-acido gluconico

Encontrada la condicién optima de temperatura, se procedié a realizar los
estudios de amplificacién de fluorescencia a 93 “K sobre la superficie de Ag-acido
gluconico. Las muestras fueron preparadas agregando 5ul de una solucién 1x10° M
en 1 cm?, sobre vidrio y sobre la superficie de Ag-aglu de 12 horas de deposito. El
resultado de este estudio se muestra en la figura 6.3, donde los espectros mostrados
corresponden al promedio de 4 mediciones en diferentes puntos de la superficie.
Como se observa en los espectros anteriores el sustrato de Ag-dcido glucdnico
amplifica en forma efectiva la fluorescencia de DM-DPH en 15 veces y la de DM-

PTC en 7 veces.
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Para optimizar estos valores de amplificacion, se realizé un experimento que
permite obtener la concentracién optima de soluto a depositar sobre la superficie
metélica para obtener el méximo valor de amplificacién. En la figura 6.4 se muestra
el factor de amplificacién obtenido para una superficie de 12 horas de depésito en
funcién de la concentracién de soluto depositado; cada una de las muestras se
preparo agregando 5 ul de las distintas concentraciones donde cada factor de
amplificacion corresponde al promedio de 4 mediciones en diferentes puntos de la
superficie. Como se observa en la figuras 6.4 la concentracion que genera el 6ptimo
valor de amplificacién es aproximadamente 4,0x10 M, por lo tanto todas muestras

preparadas utilizaran esta concentracion,
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Figura 6.4  Concentracion de moléculas en funcién del factor de
amplificacion

Encontrada la concentracion optima, se verificé que el recubrimiento con
écido glucénico es suficiente para producir el efecto de la amplificacion de la sefial

fluorescente. A partir de ello se regisiraron los espectros de DM-DPH y DM-PTC
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sobre una superficie de plata-4cido glucénico de 12 horas y sobre una superficie de
plata evaporada a alto vacio, la que no contiene ningiin elemento que permita separar
las moléculas de las particulas de plata, La cantidad de molécula depositada es 5ul de
una concentracién de 4.0x10°° M. El resultado de este estudio se muestra en la figura
6.5, donde se observa que cuando las moléculas se encuentran en contacto directo
con la superficie evaporada practicamente no hay amplificacion de la fluorescencia,
debido al proceso de transferencia de energia entre la molécula y la superficie
metdlica la que apaga la emisién fluorescente, Por lo tanto, en esta condicién la
amplificacion se produce en la dispersidn Raman resonante, dando origen a un
especiro de Resonancia Raman Amplificada por Superficie (SERRS). En la
superficie de plata-dcido glucénico el recubrimiento de las particulas permite
disminuir €l efecto de transferencia de energfa y generar la amplificacién de la sefial
fluorescente.

Para los espectros SERRS, las bandas vibracionales observadas son vC=C
(1561 em™), vC-C (1142 em™ y 1251 em™) y vC-H (2722 cm™, 2829 cm™); ademas
se observan algunos sobretonos a 3150 cmr™ del estiramiento vC=C (1561 cm™') para
la molécula de DM-DPH; mientras que las bandas observadas para el espectro de
DM-PTC corresponden a vC=C (1579 cm™) y vC-C (1302cm™). (La asignacion

vibracional completa para estos sistemas moleculares se muestra en el anexo D).

132




6000

5000

4000

3000 +

Cuentas

2000 -

1000 -

Sobre vidrio
Sobre Ag-Evapor
Sobre Ag-Ac Gluconico

DM-DPH

Sobre vidrio
~ Sobre Ag-Evapars
Sobre Ag-Ac Gilconico

DM-PTC

500 550 600 650 700
Alnm

Figura 6.5

Espectros de fluorescencia de DM-DPH y DM-PTC sobre la
superficie de plata-acido glucénico (con separador) y sobre
la superficie de plata evaporada al vacio (sin separador)
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6.1.2 Estudio de amplificacion con diferentes
superficies de Plata-acido glucénico

Al igual que el estudio realizado en el capitulo 5 para Rodamina-B, en esta

seccioén estudiaremos el efecto sobre 1a fluorescencia de DM-DPH y DM-PTC de las

diferentes superficies construidas a partir de distintos tiempos de depésito de

nanoparticulas sobre vidrio. Para el caso de estos sistemas moleculares la linea de

excitacién corresponde a 442 nm. En la figura 6.6 se muestra €l cambio en la

extincién a esta longitud de onda. Al igual que el capitulo 5, se observa que el

aumento en el tiempo de depdsito tiene un efecto en la extincion, llegando a un valor

méximo de saturacion de 0.55.
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Figura 6.6

Extincion a 442 nm en funcién del tiempo de depésito

de plata-icido glucénico
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Las muestras fueron preparadas depositando Sul de una concentracion de
4.0x10°M vy los espectros mostrados corresponden al promedio de 4 mediciones en
diferentes puntos de la superficie. Los resultados de este estudio para DM-DPH y

DM-PTC se muestran en la figura 6.7.
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Figura 6.7  Espectros de fluorescencia de DM-DPH y DM-PTC depositados
sobre superficies de plata-acido glucénico obtenido con diferentes
tiempos de depésito
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El resultado més relevante de la figura 6.7, es la amplificacién de 96 veces
para el sistema molecular DM-DPH, emisién que fue medida con una superficie de
36 horas de depésito. Este factor de amplificacién de magnitud ~10? se encuentra
dentro de los méximos reportados para los estudios de SEF para diferentes sistemas
moleculares tales como, Rodamina-B, Rosa de bengala, etc 1177,

Por otro lado, la méxima amplificacién para DM-PTC es de 75 veces,
magnitud que también es importante pero por debajo del valor obtenido para DM-
DPH bajo las mismas condiciones experimentales. En la figura 6.8 se muestra un
resumen que relaciona el factor de amplificacién con el tiempo de depésito de plata
sobre vidrio para cada uno de los sistemas moleculares. En esta figura se observa que
a medida que aumenta la cantidad de plata sobre vidrio también aumenta la
fluorescencia de los dos sistemas moleculares; esta es una tendencia similar a la
observada en los resultados obtenidos para Rodamina-B en el capitulo 5. Esto nos
permite congluir que una mayor cantidad de plata sobre vidrio, hecho que se expresa
en el aumento de la extincion del plasmén y el aumento progresivo de los tamafios de

las nanoparticulas del metal, genera un aumento gradual en la amplificacion de la

fluorescencia.
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La condicién especifica (93 °K) en la cual fueron obtenidos estos resultados

nos permite inferir que la condicién de baja temperatura permite congelar la

estructura molecular de DM-DPH y DM-PTC eliminando los mecanismos de

desactivacién no radiativos que compiten con la fluorescencia, favoreciendo asi la

emisién fluorescente. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Araca y

col.**% | quienes demuestran que los espectros de fluorescencia amplificados a baja

temperatura son mayores a los obtenidos en similares condiciones pero a temperatura

ambiente *2,
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En relacién al menor factor de amplificacién obtenido para DM-PTC con
respecto a la amplificacion de DM-DPH no tenemos una respuesta clara por ahora, a
pesar que estos sistemas moleculares tienen una emisién en estado s6lido parecida
(ver figura 6.2). En este sentido pensamos que en el estado excitado las moléculas de
DM-DPH y DM-PTC tienen un comportamiento distinto, debido a sus diferentes
grupos funcionales dadores y aceptores de carga, los cuales pueden generar distintos
procesos de transferencia de carga intermolecular el estado excitado,

En este sentido algunos autores como Kawasaki” y Pan’ proponen que la
amplificacién de la fluorescencia depende del estado excitado molecular y de los
mecanismos de desactivacién no radiativos, los que al competir con la fluorescencia
no permitan amplificar la seflal de emisién a pesar que la molécula esté en una

condicién ideal de distancia metal-molécula, concentracién, ete.
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6.2 Conclusiones

A partir de los valores de amplificacion de la sefial fluorescente obtenidos
para DM-DPH y DM-PTC a baja temperatura, se encuenfra que con nuestra
superficie de plata-acido gluconico es posible obtener amplificaciones del orden de
10? veces, valores de amplificacién que se acercan a los maximos reportados
experimentalmente para la amplificacién de la sefial fluorescente por efecto de

superficies metalicas de plata.

Ademas el estudio a baja temperatura enfrega un metodologia que podria ser
utilizada para otras derivados del DPH que al igual que nuestros sistemas
moleculares no presentan emisién a temperatura ambiente, debido a eficientes

procesos de desactivacidn no radiativos.

Al comparar la superficie de plata 4cido glucdnico con la superficie de plata
evaporada, se observa que no hay amplificacién de la fluorescencia cuando las
moléculas se encuentran en contacto directo con Ia superficie metélica, dando origen
a un espectro SERRS, mienfras que las nanoparticulas recubiertas con 4cido
glucénico permiten producir el efecto de amplificacién en la fluorescencia (SEF).
Esto permite demostrar que recubriendo nanoparticulas metalicas con sistemas
moleculares opticamente inertes como el dcido glucdnico es posible subsanar el

problema de separacion entre el metal y la molécula.
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Finalmente, al igual que en el capitulo 5, se encuentra que un mayor tiempo
de depdsito de nanoparticulas metélicas sobre vidrio, que se expresa en un mayor
valor extincion del plasmon de plata, permite amplificar Ia fluorescencia hasta 90
veces para DM-DPH y 76 veces para DM-PTC. Esta metodologia que permiti6é
incrementar la fluorescencia en un factor de 102, se presenta como una alternativa a

18, 19, 79

la habitualmente reportada , en que el pardmetro a modificar es la distancia

metal-molécula.
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CAPITULO 7
ESTUDIOS DE FLUORESCENCIA

AUMENTADA POR SUPERFICIES.
ESTUDIOS CON FENIL-TRIENOS.
RESULTADOS Y DISCUSION

Sembremos la lanura antes de arar la loma.
Pablo Neruda (1904-1973) Poeta chileno.




7.1 Estudios SEF Usando como Espaciador a
Formvar

Dado que no es posible observar la fluorescencia de DM-DPH y DM-PTC a
temperatura ambiente debido a la isomerizacién trans-cis que curre en el primer
estado excitado, en este capitulo se ided una metodologia que permite mantener la
estructura congelada a temperatura ambiente.

La metodologia consiste en depositar en forma controlada el polimero
polivinil formal Formvar, sobre vidrio o superficie metélica y luego agregar sobre
éste las moléculas de soluto en etanol, las cuales difunden parcialmente en el interior
del polimero. Evaporado el solvente el polimero recupera su rigidez dejando
encapsuladas las moléculas en un medio de alta viscosidad. Esto permite dos cosas,
congelar la estructura de los derivados del DPH lo que ayuda a bloquear el proceso
de isomerizacion que conducen a procesos no radiativos, permitiendo la observacion
de la emisidén y lograr que el polimero genere el espaciado el metal y las moléculas
permitiendo con ello observar el efecto de amplificacién de la emisién. El uso de
polimeros para estudios de fluorescencia amplificada por superficie ha sido
recientemente reportado por Kawasaki y Mine %, En nuestro estudio se espera que
esta nueva disposicion experimental, distinta a las mostrados en el capitulo 5 y 6,
permita observar el efecto de amplificacion de la fluorescencia de los Fenil-trienos a
25 °C. Ademas la posibilidad de agregar el polimero a distintas superficies metalicas
permitird evaluar el efecto de diferentes formas y tamafios de nanoparticulas

metalicas en la amplificacién de la fluorescencia.
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El primer paso en la preparacion del arreglo experimental mostrado en las
figuras 7.1 es la fabricacién de las diferentes superficies metalicas a partir de los
coloide de plata glucosa y plata hidroxilamina, donde fue fijado un depdsito de plata
sobre vidrio de 36 horas, Por otra parte para la superficie de evaporada se trabajo con
un depdsito maximo de 6 nm de plata.

Luego se deposité el polimero sobre cada una de las superficies metalicas
como se explica en el capitulo 3, seccidn 3.2.1. El espesor de polimero utilizado fue
de 25 a 30 nm 6 250-300 A, ya que con este espesor se obtuvo el maximo valor de
amplificacién de la fluorescencia de acuerdo a un estudio de optimacién mostrado en
el anexo IIL. La caracterizacién de esta superficie se realiz6 a través de los espectros

de extincién.

Espesor
de Polimero
de 250-300 A

Polimero Plata

Figura 7.1  Esquema de superficies metalicas de plata recubiertas con
polivinil formal (Formvar)
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En la figura 7.2 se muestra la comparacion entre los espectros de extincion de
las superficies con y sin polimero. En esta figura se observa un corrimiento al rojo en
el maximo de los espectros de extincidn de aproximadamente de 60 nm; esto se debe
al cambio en la constante dieléctrica del medio, ya que las nanoparticulas que no
estan recubiertas con polimero tienen una constante dieléctrica de un valor cercano a
1 (aire), mientras que las nanoparticulas recubiertas tienen un valor aproximado de

1.5.

Sin polimero
Con polimero

;: Ag-Ac. Glucénico

8

=

2

=

:E Ag-Hidroxilamina

m —

Ag-Evaporada
T T T T T T T
300 400 500 600 700

Alnm

Figura 7.2  Espectros de extincion de superficies metilicas con y sin polimero

144




Para comprobar este efecto se recurre a la teorfa de Mie, que permite obtener

el espectro de extincion de una nanoparticula de plata de 50 nm de didmetro en dos

diferentes medios, aire (n=1) y polimero (n=1.56, valor determinado experimental

para fonmvar).

N

(%]

i

= Con Fonmvar

g Sin Fonmvar

]

(5]

300 400 500 600 700

Alnm

Figura7.3 Espectros de extincién para una nanoparticula de plata
en aire y polimero

Como se observa en la figura 7.3, el maximo del espectro presenta un

desplazamiento al rojo de 50 nm, valor que reproduce el corrimiento en 60 nm

observado en la figura 7.2, Esto muestra que la constante dieléctrica del medio tiene

una influencia importante en Ia posicién espectral que presenta el plasmén para un

mismo tamafio de nanoparticula. Ademas se descarta un aumento en el tamafio de las
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nanoparticulas, ya que esto sélo se produce cuando se deposita una mayor cantidad
de nanoparticulas sobre vidrio.

Determinado el efecto del polimero sobre la superficie metalica, se procede a
agregar sobre estas superficies de plata-polimero la cantidad dptima de moléculas
que corresponde a 5 ul (5x107* M) en un é4rea de 2 cm?® (ver estudios de optimizacién
anexo III). Si se observa la figura 7.4 las moléculas quedan separadas del metal en
una distribucién de distancias, donde habra fluoréforos que estén mas cercana de la
superficie y por lo tanto apagados por la transferencia de energia metal-molécula y
moléculas que estén mas alejadas de la superficie metalica las que presentaran

amplificacioén de la emision.

Zona de
Emision

Zona de
apagamienfo

Difuslén

Molécula Plata

Figura7.4  Arreglo experimental usando polimero como espaciador
metal-molécnla
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Los espectros de UV-visible de cada vna de las superficies metilicas con
polimero y los espectros UV-visible de las moléculas depositadas se muestran en las
figuras 7.5 a 7.7. Ademas, con el objeto de verificar en que regidn espectral del
plasmén de plata se encuentra la absorcién de las moléculas, se muestra en linea

discontinua los espectros UV-visible de las moléculas sobre vidrio con polimero.

— Ag-Ac Glucénico
con Polimero y DPH

_| (Exc =370 nm)
Al

Ag-Hidroxilamina
con Palimero y DPH

Extincion (u.a.)

o Ag-Evaporada
g 3 con Polimero y DPH

300 400 500 60D 700
Alnm

Figura7.5  Espectro de absorcién de DPH sobre vidrio y espectros
de DPH depositado sobre diferentes superficies metilicas
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Ag-Ac Glucénico
con Polfmerc y DM-DPH

.. (Exc=400 nm)

i

Ag-Hidroxilamina
con Polimero y DM-DPH

- -

Extincion (u.a.)

Ag-Evaparada
con Pollmerc y DM-DPH

300 400 500 600 700
Alnm

Figura 7.6

Espectro de absorcién de DM-DPH sobre vidrio y espectros
de DM-DPH depositado sobre diferentes superficies metalicas

Ag-Ac Glucodnico
con Polimerc y DM-PTC

T ~. (Exc=400nm)

(wa)

hcién

Exti

Ag-Evaporada
con Polimero y DM-PTC

300 400 500 600 700

Figura 7.7

Espectro de absorcién de DM-PTC sobre vidrio y espectros
de DM-PTC depositado sobre diferentes superficies metalicas
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De los espectros anteriores podemos concluir que la absorcién de las
moléeulas estan en la zona méaxima de resonancia con el plasmén del metal, excepto
en la figura 7.5 donde el espectro UV-visible del DPH esté desplazado hacia el azul
alejando la absorcion de este sistema molecular del maximo de la resonancia del

metal.
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7.1.1 Estudios de amplificacién en diferentes
superficies metalicas

Este estudio se llevé a cabo en un equipo de fluorescencia equipado con el
sistema ptico de iluminacién frontal que se muestra en la figura 7.8. El 4ngulo de
incidencia de la radiacién de excitacién fue medido considerando dos factores;
primero la emisién que llega al detector debe ser méxima, segundo, la dispersion de
la luz al detector debe ser la minima. De acuerdo a estudios, que se detallan en los

anexos, el angulo de incidencia Gptimo es de 30°,

Excitacion

Figura 7.8 Determinacién del dngulo para iluminacion frontal

La longitud de onda empleada para excitar las muestras fue de 370 nm para
DPH y 400 nm para DM-DPH y DM-PTC.

Los espectros de fluorescencia obtenidos para cada una de las superficies se

muestran en las figuras 7.9 a 7.11 y se resumen en tabla 7.1.
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Tabla 7.1 Factor de amplificacion obtenido empleando diferentes
superficies de plata con Formvar

Molécula FA
DPH
Ag-hidroxilamina 32103
Ag-Evaporada 53107
Ag-ac. gluconico 8.1+0.8
DM-DPH
Ag-hidroxilamina 146+1.3
Ag-Evaporada 27.7+2.8
ég;ac. gluconico 313+4.6
DM-PTC
Ag-hidroxilamina 11.84+1.1
Ag-Evaporada 147+1.9
_ Ag-ac. glucnico 20.9+2.0

De acuerdo a la tabla 7.1, todos los sistemas moleculares presentan
amplificacién de su sefial fluorescente cuando se encuentran depositados sobre las
superficies de plata de distinto origen. Pero DPH presenta un valor de 4 a 5 veces
menor que los encontrados para DM-DPH y DM-PTC. Ademais en todos los casos
DM-DPH presenta una valor ligeramente mayor que DM-PTC. Esta tendencia ya fue
observada en estudios de amplificacion a baja temperatura, lo que indica que existe
un factor comiin que determina la amplificacion para estos dos sistemas moleculares.

Por otro lado, la superficie preparada a partir del coloide de hidroxilamina
tiene el menor efecto de amplificacion si se compara en forma particular para cada
sistema molecular y entre los tres sistemas moleculares (DPH, DM-DPH y DM-
DPH). La superficie de plata-icido gluconico muestra los mejores resultados para
cada uno de los sistemas moleculares. Estos distintos factores de amplificacion
pueden ser explicados en términos de las propiedades opticas de cada una de las

superficies. Autores como Aslan * y Lakowicz *’ han reportado que el apagamiento
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y la emisién de un fluoréforo cercano a una superficie metélica se relaciona con las
propiedades épticas de la nanoparticulas que componen la superficie metalica.

En este sentido, de acuerdo a la caracterizacién de las superficies metélicas
realizada en el capitulo 4, se muestra que el coloide de hidroxilamina genera
superficies metalicas compuestas mayoritariamente por particulas esféricas de 80 nm
de diametro, hecho que también fue reportado por Leopold % En cambio, las
superficies de Ag-4cido glucénico y Ag-evaporada estdn compuestas por diferentes
formas geométricas (esféricas y elipsoidales) y tamafios de nanoparticulas que van
desde los 70 nm a 500 nm. Por lo tanto es probable que la mayor amplificacion de la
fluorescencia para DPH, DM-DPH y DM-PTC se deba al mayor tamafio de las
nanoparticulas de cada una de las superficies. En este sentido y tal como se
demuestra en el capitulo 5 particulas metalicas de gran tamafio favorecen la
amplificacién de la fluorescencia, debido a que particulas de mayor tamaiio generan

un mayor campo electromagnético.
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7.1.2 Estudios cinéticos de los Fenil-trienos sobre
distintas superficies metalicas

El primer paso para realizar este estudio cinético fue medir los tiempos de

vida de los Fenil-trienos en solucién y observar si existe algin cambio en ellos al

pasar al estado sélido, Los resultados de los estudios cinéticos se muestran en las

tablas 7.2, 73y 74.

Tabla 7.2 Estudio cinético para Fenil-trienos en polimero y en solucién

vidrio

Molécula T1 | f 1 | T2 I f2 I <t>* | xzred
DPI1

En Etanol | 1.80+0.12| 0.17 |540+040| 0.83 478+045 | 1.1

Polimero/ | 1.61+£0.14 | 0.23 |6.51+055] 0.77 510+0.50 | 1.6
vidrio

DM-DPH

En Etanol | 4,53 +044 | 0.13 [0.11£001| 087 | 0.69+0.05 | 1.0

Polimero/ | 2.01 +£0.17 | 0.34 | 0.50+£0.05| 0.66 1.01£0.09 | 19
vidrio

DM-PTC

En Etanol | 3.8640.35| 016 [039+0.02| 084 095+0.07 | 1.2

Polimero/ | 490+043| 0.15 {0.97+0.08| 085 1.56+012 | 1.9

* Tiempos de vida medidos solo en funcién de 1a fase, 1a linea de excitacién fue 375 nm con

intensidad modulada

Al analizar Ia tabla 7.2 se encuentra que el decaimiento de la intensidad de la

fluorescencia en polimero y en solucidn se ajusta a un modelo biexponencial, esto

quiere decir que en el estado excitado existen dos especies caracterizadas por los

tiempos de vida T, 72, y las fracciones fi, fa, respectivamente. Ambos tiempos de

vida se suman para dar origen al tiempo de vida promedio, definido por

{t)=1, * f; +7,* f,. Enla tabla anterior se observa ademas que los tiempos de vida
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en el polimero experimentan un leve aumento debido a que el polimero restringe el
movimiento de la estructura molecular; esto también ha sido reportado por otros
autores, llegando a la misma conclusion 80, 86,88,50.

La caracteristica de tener dos especies en el estado excitado para este tipo de
moléculas en solucién ya ha sido reportado por algunos autores como Grabowsky y
col. ® quienes a través de técnicas resueltas en el tiempo miden dos tiempos de vida
del estado excitado para los derivados del DPH y DM-DPH, Sélo para DM-PTC no
fue posible realizar una comparacién dado que en la literatura no existe una
caracterizaci6n espectral y/o cinética de desactivacion para este sistema molecular.

El hecho que los decaimientos se ajusten a dos canales de desactivacién
radiativos para un sistema que estd incorporado en un polimero indica que antes de
congelar la estructura existe un equilibrio en el estado fundamental entre dos
especies. Esto es reportado por Lin en 1988 1 para muestras sélidas, quien propone
que en el estado excitado las moléculas pueden ser de dos tipos una trans y otra
flexionada en el enlace central hexatrieno. El mismo autor propone ademas que al
congelar la estructura de estas moléculas a 77 %%, se estabiliza mayoritariamente la
estructura trans.

Ahora considerando s6lo el tiempo de vida promedio <7>, es posible calcular
el rendimiento de emision total para cada uno de los Fenil-trienos en estado sélido.
Se utilizd la misma metodologia empleada para Rodamina-B (pag 124-125). El
resultado de esto se muestra en la tabla 7.3; los tiempos de vida naturales calculados

para los Fenil-trienos empleando la ecuacién de Strickler y Berg son; DPH (6.80 £

0.50 nseg), DM-DPII (3.10 + 0.22 nseg) y DM-PTC (6.05 + 0.53 nseg).
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Tabla 7. 3 Rendimiento de emisién para
Fenil-trienos en polimero y solucién

Molécula ¢'ciclohexaﬂ*_ d)Polimero
DPH 0.63 + 0.05 0.75+0.08

DM-DPH | 0.11+0.01 0.32 £ 0.03

DM-PTC 0.08 £ 0.01 0.26 + 0.02

*Determinados a partir de sulfato de quinina

Como se observa en la tabla 7.3 el rendimiento cuantico de emision de los

Fenil-trienos aumenta al pasar de ciclohexano a polivinil formal confirmando el

hecho que congelando la estructura molecular de estos sistemas aumenta el

rendimiento de emisién, tendencia que también se observa al aumentar la viscosidad

del solvente (ver anexo II). En esta misma tabla ademas se observa que DPH en el

polimero tiene un rendimiento cuantico de emision de 0.75, valor mas alto que los

obtenidos para DM-DPH y DM-PTC. Esto podria indicar que para este arreglo

experimental se cumple que el factor de amplificacién es inversamente proporcional

al rendimiento de emision.

Finalmente se realizd la medicion de los tiempos de vida para cada una de las

moléculas depositadas en las diferentes superficies metilicas recubiertas con

polimero. El resultado de este estudio se muestra en la tabla 7.4.
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Tabla 7. 4 Tiempos de vida para Fenil-trienos sobre superficies metilicas

Molécula T [ 7 | Ty [ £ | <> | FA | ﬁdi
DPH
Polimero/ vidrio | 1.61+0.14 | .23 | 6.51+0.55 | 0.77 | 510+ 0.56 — 1.1
Ag-hidroxilam. | 1.014£0.09 | 022 [ 4452045 | 0.78 | 3.67+045 | 3.9+03 | 1.8
Ag-Evaporada | 1.12+0.10 | 0.22 | 461040 | 0.78 | 3.85+043 | 55+07 | 21
Ag-ac. glucénico | 1.02+0.09 | 0.25 [ 490+£047 | 0.75 | 3.94+049 | 8.0+08 | 1.7
DM-DPH
Polfmero/ vidrio | 2.01+0.17 | 0.3¢ | 0.50+£0.05 | 0.66 | 1.01+0.09 - 1.1
Ag-hidroxilam, | 2,00+0.19 | 6.25 [ 0.07+0.01 | 0.75 [ 0.55+0.05 | 142+13 | 22
Ag-Evaporada | 1.55+0.14 | 0.3/ [ 0.19+0.02 | 0.69 | 0.62+0.05 | 27.1+25 | 1.9
| Ag-ac. glucénico | 250021 | 0.22 | 0.25+0.03 | 0.78 | 0.75+0.06 | 31.7:+4.6 1.9
DM-PTC
Polimero/ vidrio | 490043 | .15 | 097+0.08 | 0.85 | 1.56 £ 0.12 - 1.0
Polimero/ vidrio | 3.86+035 | 0.J6 | 0.39:+0.02 | 0.84 | 0.74+0.07 | 114+1.1 | 15
Ag-hidroxilam. | 2614025 | 022 | 043£0.04 | 0.78 | 0.91+0.05 | 147+19 | 2.0
Ag-Evaporada | 3.28+0.30 | 0.27 | 040£0.03 | .79 | 1.01£0.08 | 20.6+2.0 | 2.0

Si analizamos los valores de la tabla 7.4, se observa que existe una

disminucién del tiempo de vida del estado excitado sobre las superficies metdlicas,

esto debido al proceso de transferencia de energia molécula-metal. En cuanto a las

especies (f1 ¥ f2), no se observan grandes cambios en cada una de las muestras.

Ademas se observa que para la superficie de plata-hidroxilamina se obtienen los

tiempos de vida mas bajos, con una diferencia con respecto a Ias ofras dos superficies

de 200 picoseg aproximadamente Esto se observa para los tres sistemas moleculares

en la superficie de plata-hidroxilamina.

Por lo tanto este resultado podria confirmar que un tiempo de vida més corto

sobre el metal tiene asociado un menor factor de amplificacion de la sefial

fluorescente (superficie de plata-hidroxilamina). En este sentido esto valores podrian

indicar una relacion entre la cinética de la molécula y el factor de amplificacion.

158




7.2 Conclusiones

Con los resultados expuestos en este capitulo podemos decir que es posible
observar fluorescencia amplificada de sistemas moleculares disueltos en una delgada
matriz de polimero (20-30 nm). Ademés se muestra que el polimero puede cumplir
una doble funcién; la primera, separar las moléculas del metal y la segunda provee
un medio de alta viscosidad que permite congelar la estructura de los Fenil-trienos, lo

que ayuda a observar la emisién a temperatura ambiente.

Por otra parte se mostrd que el factor de amplificacion depende del tamafio y
de Ia forma de Jas nanoparticulas de la superficie metilica. En relacion a esto,
particulas de tamarfios superiores a 70 nm de didmetro que tienen una mayor
componente de dispersion tendrin el mejor desempefio en la amplificacién de la

fluorescencia,

En cuanto a las diferentes magnitudes de amplificacion mosiradas en esta
capitulo para cada uno de los sistemas moleculares, se observa que moléculas con un
rendimiento de emision alto tendran una amplificacion de la fluorescencia menor
(DPH) que moléculas que tienen un bajo rendimiento de emision (DM-DPH,

DM-PTC).
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Por tiltimo, la caracterizacién cinética de las muestras en estado sdlido
permiti6é establecer que los derivados de la estructura molecular trans-trans-trans-
difenilhexatrieno tiene un equilibrio entre de dos especies tanto en el estado
fundamental, como en el excitado. En este sentido los valores obtenidos para
Dimetilfeniltriencetona (DM-PTC) son relevantes, ya que hasta hoy, no existen
antecedentes en la literatura acerca de la caracterizacion del estado fundamental y del

excitado para este sistema molecular.
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8.0 Conclusiones Generales

A partir de los valores de amplificacion de la sefial fluorescente reportados,
en esta tesis para Rodamina-B y los sistemas moleculares derivados del DPH
(DM-DPH y DM-PTC), se muesira que la sintesis de nanoparticulas de plata
recubiertas con 4cido-glucénico permite obtener superficies metilicas que pueden ser

usadas en estudios de fluorescencia amplificada por superficie.

La técnica de microscopfa Raman, permitid caracterizar la superficie de
plata y comprobar que las nanoparticulas metélicas se encuentran recubiertas con una

monocapa de 4cido gluconico, molécula que proviene de la oxidacién de glucosa.

Al comparar la superficie de plata-acido glucénico como en la superficie de
plata-succinato, se comprobd que el recubrimiento que tenga la nanoparticula es
fundamental para separar las moléculas de la superficie metalica, ya que, la capa
protectora o separador debe dejar a los fluordforos a la distancia necesaria para
minimizar la transferencia de energia entre fluoréforo al metal, En este sentido las
nanoparticulas recubiertas con succinato cuentan con un espaciador de 5 A, que
permitié amplificar la fluorescencia de Rodamina-B en 5 veces, mientras que la
superficie de plata-deido glucénico presenta un espaciador de 10 A, que permite

amplificar la sefial del mismo fluoréforo en 9 veces.
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La mayor densidad de nanoparticulas de plata per unidad de area, depositadas
sobre vidrio con un.espaciador que mantiene a las moléculas a una distancia fija del
metal, permite amplificar la fluorescencia en 15 veces para Rodamina-B y 100 veces
para DM-DPH y DM-PTC. Esto es un antecedente interesante en el drea del SEF, ya
que habitualmente para una misma densidad de nanoparticulas, es Ia distancia
fluoréforo-metal la que es modificada para aumentar la fluorescencia de las

moléculas.

El estudio a baja temperatura propone que es posible obtener fluorescencia en
estado sélido para derivados del DPH, ya que al congelar la estructura molecular de
estos sistemas, se bloqueando parcialmente la posibilidad de formar conformaciones
como el isémero cis que no presentar emisién y que compiten con la forma tras que

si presenta emision.

Los resultados expuestos el capitulo 7 muestran que es posible observar
fluorescencia amplificada de sistemas moleculares disueltos en una delgada matriz
de polimérica de polivinil formal de 20 a 30 nm de espesor. Ademds se muestra que
el Formvar cumple una doble funcién; la primera, separar las moléculas del metal y
la segunda provee un medio de alta viscosidad que permite congelar la estructura de

los Fenil-trienos, lo que ayuda a observar la emisién a temperatura ambiente.
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En cuanto a las diferentes magnitudes de amplificacién mostradas en el
capitulo 7 para cada uno de los derivados del difenilhexatrieno, se observa que
moléculas con un alte rendimiento de emision, tendrédn una amplificacién de la
fluorescencia menor (DPH), que moléculas con bajo rendimiento de emision

(DM-DPH, DM-PTC).

Finalmente, se observé que para un mismo sistema molecular un tiempo de
vida corto sobre el metal indica una menor amplificacion de la sefial fluorescente,
con esto es posible inferir que hay una relacion entre la amplificacién de la sefial

fluorescente y 1a cinética de desactivacion del primer estado excitado.
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9.0 Proyecciones

Dentro de las proyecciones de esta tesis estd el posible uso del sustrato de
nanoparticulas metalicas recubiertas con 4cido glucénico en sistemas biologicos, ya
que las nanoparticulas se fabrican con una metodologia que utiliza productos
quimicos de baja toxicidad. Ademds los ligantes organicos (cido gluconico) que
rodean a las nanoparticulas de plata pueden ser biocompatibles con enzimas y
macromoléculas biologicas.

Por otra parte serfa interesante probar la sintesis de nanoparticulas metélicas
en solucién con otros monosacéridos, de 5 y 3 dtomos de carbono, pentosas y treosas,
respectivamente. Esto por que en el recubrimiento de las nanoparticulas seria distinto
al obtenido en esta tesis (glucosa, 6 4tomos de carbono), dejando a las moléculas a
una menor distancia del metal, permitiendo con ello observar el efecto del espaciador
sobre 1a amplificacion en la fluorescencia.

Ademas es posible mejorar la metodologia propuesta en esta tesis cambiando
el recubrimiento de las nanoparticulas metélicas y los fluoréforos, por cjemplo,
separadores cargados que permitan un reconocimiento electroestitico con moléculas
fluorescentes que también tengan en su estructura una carga. Con esto serfa posible
construir de forma ordenada en estado solido capas de separador que permitan un
control de la distancia fluoréforo-metal.

En resumen, pensamos que esta tesis abre un camino promisorio en el &rea de
la fabricacién de nuevas superficies metalicas de plata, que puedan ser usadas en

estudios de amplificacién de la sefial fluorescente (SEF).
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11.0 Anexos




I Estudios Vibracional

Cilculos y Asignacion de Bandas Vibracionales

DPH (Difenilhexatrieno)

Los espectros vibracionales de DPH fueron registrados y asignados. El
sistema molecular trans-DPH pertenece al grupo puntual Ca; con 34 dtomos (CigHie)

y 96 vibraciones fundamentales (ver figura 6.1), La representacion irreducible es,
Tyip =33a, + 15b, + 16a, + 32b,

La molécula tiene un centro de simetria y las reglas de seleccién describen
una mutua exclusién de las bandas activas en Raman e infrarrojas, y se espera que
los modos a, predominen en el espectro Raman. Los espectros Raman ¢ infrarrojo
del sélido para DPH se muestran en la figura 1.2. Aunque los espectros estan en el
estado sélido, donde podria existir cierta desviacién del modelo simétrico, se observa
la regla de exclusi6n mutua para las bandas Raman e IR. Las principales bandas
observadas en ambos espectros corresponden a vibraciones del anillo y la zona

central de la molécula (hexatrieno).

DPH
/
/

Figura 1.1 Estructura del DPH
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Figura 1.2 Espectros Raman e Infrarrojo de DPH

La interpretacién de los espectros Raman fue realizado a partir del espectro
calculado que se muestra en la figura 1.3. Ademds en la tabla 1.1 se muestran las
frecuencias caracteristicas, intensidades calculadas, intensidades observadas y
asignaciones.

Existe un buen acuerdo enfre el espectro calculado a través de DFT

(B3LYP/6-31G(d)) y el espectro experimental.
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Figura 1.3 Espectros Raman experimental y tedrico de DPH

Las bandas caracteristicas son los modos de estiramiento C=C para el anillo y
el enlace central 2 1605, 1592, 1585 y 1567 om™, Las vibraciones a 1592 cm™ y 1585
cm’” son la que tienen un mayor contribucion y corresponden al hexatrieno central.
Ademis las bandas de combinacidén que presenta el anillo son muy fuertes y estan
por debajo de 1500 cm’; estas bandas se observan por la combinacién de
1592 + 1143 = 2735 cm™ y 1592 + 1257 = 2849 cm’. La asignacion de cada una de
las bandas de combinacién es; 1143 cm’! se asigna a los modos normales
deformacion del anillo y C-H, mientras que la banda a 1257 cm™ se asigna a un
estiramiento C-C del hexatrieno central (ver figura 1.4).

Ademis algunas de las bandas observadas a frecuencias altas como
3061 cm’ corresponden al estiramiento C-H, vibracién caracteristica del anillo
fenilo, con un ancho de banda en el miximo (FWHM) de 10.7 cm’'. En la misma

region espectral, la banda observada a 3177 cm™ podria ser un sobretono de la banda

a 1592 cm! (la banda mas intensa del espectro Raman).




La respiracién del anillo es una frecuencia caracteristica de Raman siempre

que se encuentre un anillo fenilo, y se considera en 998 em’’; la combinacién
correspondiente se observa en 1592 + 998 = 2590 e, apoyando la asignacion. La

banda débil en 886 cm™ da Iugar a una sobretono a 1779 cm’' y se puede asignar a un

modo fenilo del anillo con una importante contribucién de la flexién C-H. Todas las

bandas Raman observadas con una cierta intensidad relativa se pueden asignar a

modos totalmente simétricos a,.

Cuentas

5000-| LL=5145nm @ Sobretonos y 2a
Combinaciones
4000 atc
C-H
3000 ¢
a+b
2000
1000 \
0 L— P N N
[] { T I T
1000 1500 2000 2500 3000
Numera de onda

Figura 1.4

Sobretonos y Combinaciones de DPH

Tabla 1.1 Bandas vibracionales en ntimero de onda (cm™") para DPH. Célculo de

intensidades Raman en A*/amu.

S Calculados Experimental
imeiria Frecuencia Intensidad Frecuencia IntenSi.dad Asignacion
Relativa

b 35 2 0.00 Def. fuera del plano
2 91 2 0.00 Def. en el plano
b, 113 15 0.00 Def. enlace central
2 181 1 188 0.20 Def. enlace central
by 248 4 0.00 Def, enlace central
by 319 4 316 0.43 Def. en el plano
2 329 1 0.00 Deformacién del anillo
b 397 1 486 0.35 Deformacién del anillo
by 497 2 502 0.37 Deformacion del anillo
2, 541 5 547 0.16 Deformacion del anillo
8y 603 5 590 0.40 C-H aleteo
ag 611 40 620 0.31 C-H aleteo
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b, 675 10 659 0.43 C-H aleteo
b, 733 3 723 0.27 C-H aleteo
be 809 10 809 0.25 Def. anillo fuera del plano
a 817 20 0.00 Def anillo + C-H aleteo
by 821 7 829 0.27 Def anillo + C-H aleteo
by 874 50 863 1.20 Def anillo + C-H aleteo
by 891 70 886 0.27 Def anillo + C-H alcteo
by 926 1 936 0.26 Def anillo + C-H aleteo
by 951 5 954 1.12 Deformaci6n del anillo
by 966 6 975 1.00 C-H aleteo
a; 975 1100 998 2.57 Respiracién del anillo
2 1018 130 1028 0.21 C-C estiramiento
i 1063 90 1070 0.13 D oty
o £ O
& 1142 11890 1143 871 D ety
8 1147 260 0.00 C-C estiramiento
ay 1170 1130 1179 2.96 C-C estiramiento
2, 1204 610 1210 1.19 C-C estiramiento
2 1247 10290 1250 1145 C-C estiramiento
2 1287 3 0.00 C-C estiramiento
2, 1295 180 1297 1.12 C=C estiramiento
2, 1317 200 1301 0.98 C=C estiramiento
2 1322 830 1324 1.26 C=C estiramiento
ag 1437 770 1444 1.19 C=C estiramiento
3 1485 1800 1489 1.29 C=C estiramiento
8, 1564 5530 1569 4.17 C=C estiramiento
ag 1582 45430 1592 100.00 C=C estiramiento
ag 1594 2150 1585 8344 C=C estiramiento
3 1616 13440 1605 4.43 =C estiramiento
a, 3020 10 2993 0.72 C-H estiramiento
a 3026 200 3023 0.70 C-H estiramiento
a 3040 40 3036 0.42 C-H estiramiento
2 3055 100 3059 0.48 C-H estiramiento
g, 3061 200 3062 0.55 C-H estiramiento
8y 3071 400 3670 0.73 C-H estiramiento
2 3080 300 3083 0.46 C-H estiramiento
2 3088 800 3090 0.61 C-H estiramiento
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DM-DPH (Dimetil-difenilhexatrieno)

Los espectros vibracionales de DM-DPH fueron registrados y asignados. El
sisterna molecular trans-DM-DPH pertenece al grupo puntual C; con 40 atomos
(CzoHisN) y 120 vibraciones fundamentales (figura 6.5). La representacion

irreducible es,
Tvi = 81A'+39A"

La molécula pierde el centro de simetria con el grupo funcional (CH;);N-, por
ello las reglas de seleccion describen que las bandas activas en Raman son también
activas en infrarrojos y viceversa, Los espectros Raman e infrarrojo del sdlido para
DPH se muestran en la figura 1.6. Aunque la molécula ha perdido la simetria Cy; las
principales bandas observadas en ambos espectros corresponden a vibraciones del

anillo y de la zona central de la molécula (hexatrieno), similar a DPH.

DM-DPH / Q
/
>
Hac/

Figura 1.5 Estructura de DM-DPH
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Figura 1.6 Espectros Raman ¢ Infrarrojo de DM-DPH

La interpretacién de los espectros Raman fue obtenido a través del espectro
calculado que se muesira en la figura 1.7. Ademds en la tabla 1.2 se muestran las
frecuencias caracteristicas, intensidades calculadas, intensidades observadas y
asignaciones, El acuerdo entre el cilculo DFT (B3LYP/6-31G (d)) y el especiro
experimental es notable, a pesar que los espectros calculados se llevan a cabo en fase

gas.
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Figura 1.7  Especiros Raman experimental y tedrico de DM-DPH

Las bandas caracteristicas son los modos de estiramiento C=C para el anillo y

el enlace central a 1605, 1593, 1585 y 1560 cm™. Las vibraciones a 1593 cm’ y

1585 cm’ son la que tienen un mayor contribucién y corresponden al hexatrieno
central. Ademas las bandas de combinacion que presenta el anillo son muy fuertes y
estan por debajo de 1500 cm’; estas bandas se observan por la combinacién de
1585 + 1144 = 2729 cm y 1585 + 1255 = 2840 em’. La asignacién de cada una de
las bandas de combinaci6n es; 1144 cm™ modos normales de estiramiento C-C del
hexatrieno, mientras que la banda a 12535 em” se podria asignar al estiramiento C=C
del hexatrieno. Ademés la banda que aparece con una intensidad débil a 1324 cm™ es
caracteristica para este sistema molecular, ya que corresponde al estiramiento del
enlace C-N (ver figura 1.6)

Por otra parte las bandas observadas a frecuencias altas como 3083 em?y
3064 cm! corresponden al estiramiento C-H, vibracién caracteristica del anillo
fenilo, con un ancho de banda aproximado de 13.7 cm™’ para ambas. En la misma

regién espectral, la banda observada a 3170 cm™ podria ser un sobretono de la banda

1585 cm™! (la banda més intensa de Raman) (ver figura 1.8).
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Figura 1.8 Sobretonos y combinaciones de DM-DPH

Tabla 1.2 Bandas vibracionales en namero de onda {cm™) para DM-DPH. Calculo de
intensidades Raman en A%/amu.

Calculados Experimental
Simetrfa Frecuencia Intensidad Frecuencia It;{tenstdad Asignacion
elativa

a 18 0 0.00 Def. fuera del plano
a 25 i 0.00 Def. en el plano
a 26 0 0.00 Def. enlace central
a 40 1 0.00 Def, enlace central
a 69 10 0.00 Def. enlace central
a 74 5 0.00 Def. en ¢l plano
a 77 2 0.00 Deformacion del anillo
a 102 12 0.00 Deformacion del anillo
a 121 13 134 1.00 Deformacion del anillo
a 149 1 155 1.20 Deformacion del anillo
a 157 1 0.00 C-H aleteo
a 173 1 182 0.91 C-H aleteo
a 200 0 0.00 C-H aleteo
a 207 17 220 1.40 C-H aleteo
a 247 14 253 1.25 Def. anillo fuera del plano
a 261 1 0.00 Def anillo + C-Haleteo
a 205 11 0.27 Def anillo + C-H aleteo
a 330 1 1.20 Def aniilo + C-H aleteo
a 332 3 350 0.27 Def anillo + C-H aleteo
a 338 2 0.26 Def anillo + C-H aleteo
a 397 10 407 112 Deformaci6n del anillo
a 399 0 0.00 C-H aleteo
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414
431
447
482
502
517
529
579
609
611
632
676
705
713
736
779
791
812
820
820
837
848
873
888
904
908
921
925
933
951
964
975
985
1005
1018
1050
1069
1108
1109
1117
1139
1143
1146
1163
1170
1182
1192
1209
1226
1234
1249
1287

215
24

91

61
742
17
1175
907
9737
91
19
651
1955
239
191
668
1011
5661

423
438

460
491
507
532
590

617
640
679
689
725
747
761
7
805
812

835
841
856
889

910

931
949
966

986
996
1028
1064
1074

1125

1145

1180
1192
1200

1231
1255

0.00
1.21
0.00
0.7
0.20
0.96
319
045
0.10
2.12
4.98
0.26
0.19
5.29
017
0.20
123
1.24
0.67

2.2}
0.48
0.55
0.73

0.99

2.11
1L.00
1.23

345
10.88
1.35
220
3.20

10.57

48.42

3.20
230
4.90

1.10
5.40

Def anillo + C-H aleteo
Def anillo + C-H aleteo
Def anillo + C-Haleteo
Def anillo + C-Haleteo
DPef anillo + C-I aleteo
Deformaci6n del anillo
Def anillo + C-H aleteo
Def anillo + C-H aleteo
Def del anillo
Def del anillo
Def del anillo
C-H aleteo
Def del anille
Anillo respiracién
C-H aleteo
C-H aleteo
C-H aleteo
C-H aleteo
C-H aleteo
C-C estiramiento
C-C estiramiento
C-H aleteo
C-H aleteo
C-H aleteo
C-H aleteo
C-H aleteo
C-H aleteo
C-H aleteo
CH3-N estiramiento
C-H aleteo
C-H aleteo
Def del anillo
Def del anillo
C-H aleteo
Def del anillo
Def del anillo
C=C estiramiento
CH3-N estiramiento
CH3-N estiramiento
C=C estiramiento
C-C estiramiento
C-C estiramiento
C=C estiramiento
CH3-N estiramiento
C=C estiramiento
C=C estiramiento
C=C estiramiento
C-C estiramiento
C-C estiramiento
C-C estiramiento
C=C estiramiento
C=C estiramiento
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1291
1295
1302
1319
1321
1325
1342
1357
1412
1431
1440
1453
1456
1461
1485
1486
1500
1514
1538
1565
1579
1591
1600
1619
1632
2883
2890
2953
2954
3016
3020
3020
3022
3024
3032
3037
3039
3052
3053
3059
3069
3071
3079
3086
3103
3104

39
437
16
31
1195
63
524

333
77
462
16
23
109
1083
691
526
1367
3010
9564
83501
311
4950
7531
20
165
252
112
93
18
79

21
80
305
43

63
120
92
196
50
205
473
98
108

1303
1318

1334

1353
1412

1446
1465
1485
1497
1521
1560
1586
1593

1605
1625

2915

2986

3062

3083

31.40
0.15

4.85
3.60
1.25
1.25
1.33
1.20
1.34
2.00
230
12.90
100.00
30.20

20,00
324

0.28

0.34

0.26

0.35

C=C estiramiento
C=C estiramiento
C=C estiramiento
C=C estiramiento
C-C estiramiento
C=C estiramiento
C-N estiramiento
C-C estiramiento
C-H aleteo
C=C estiramiento
C=C estiramiento
C=C estiramiento
C-H aleteo
C-H aleteo
C=C estiramiento
C-H aleteo
C-H aleteo
C-N estiramiento
C=C estiramiento
C=C estiramiento
C=C estiramiento
C=C estiramiento
C=C estiramiento
C=C estiramiento
C=C estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramienio
C-H cstiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
C-H estiramiento
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DM-PTC (Dimetil-fenilhexatrienona)

Los espectros vibracionales de DM-PTC fueron registrados y asignados. El
sistema molecular trans-DM-PTC pertenece al grupo puntual C; con 36 atomos
(Ci¢H190) y 105 vibraciones fundamentales (ver figura 6.9), La representacion

irreducible es,
Ty =71A" + 34A"

En este sistema molecular las bandas activas en Raman son activas en
infrarrojo y viceversa. Los espectros Raman e infrarrojo del solido para DM-PTC se
muestran en la figura 1,10. Las principales bandas observadas corresponden a
vibraciones del anillo y de la zona central de la molécula (hexatrieno), similar al
DPH y al DM-DPH.

HsC

HsC

Figura 1.9 Estructura de DM-PTC
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Figura 1.10 Espectros Raman e Infrarrojo de DM-DPH

La interpretacién de los espectros Raman fue proporcionada a partir del
espectro calculado que se muestra en la figura 1.11. Ademés en la tabla 1.3 se
muestran las frecuencias caracteristicas, intensidades calculadas, intensidades
observadas y asignaciones. El acuerdo entre el calculo DFT (B3LYP/6-31G (d)) y el
espectro experimental es notable, a pesar que los espectros calculados se llevan a

cabo en fase gas.
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Unidades Arbitrarias

Raman
N
Raman Tedrico
{B3LYP/6-31G{d))
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Figura 1.11  Espectros Raman experimental y teérico de DM-PTC

Las bandas caracteristicas son los modos de estiramiento C=C para el anillo y

el enlace central a 1577, 1554 y-1124 cm’. Las vibraciones a 1577 cm’ y 1554 cm’!

son la que tienen un mayor contribucién y corresponde al hexatrieno central. Ademis
las bandas a 1143, 1154 y 1250 cm™ se asignan a los modos normales C-C del

hexatrieno. Ademas se observa una vibracién de estiramiento para el enlace C=0 a

1656 cm’".

En la regi6n alta del espectro se observan algunas vibraciones asociadas al
estiramiento C-H (2930, 3050 y 3086 cm']).

Finalmente, la intensidad de sobretonos y combinaciones son bajas para este

sistema molecular y no fueron detectadas en el espectro Raman.

186




Tabla 1.3 Bandas vibracionales en niimero de onda (cm™) para DM-PTC. Caleulo de
intensidades Raman en A*/amu.

Calculados Experimental ' _

Simetria | Frecuencia Intensidad Frecuencia hIl(t:lnastli?r:d Asignacién

a 20 0 0.00 Def. fuera del plano

a 31 1 0.00 Def. en el plano

a 32 3 0.00 Def. enlace central

a 43 5 0.00 Def. enlace central

a 60 4 0,00 Def. enlace central

a 69 2 0.00 Def. en el plano

a 92 3 0.00 Deformacion del anillo

a 112 3 0.00 Deformacitn del anillo

a 121 0 0.00 Deformacitn del anillo

a 148 7 0.00 Deformacion del anillo

a 167 8 0.00 C-H aleteo

a 173 2 0.00 C-H aleteo

a 190 5 0.00 C-H aleteo

a 203 1 0.00 C-H aleteo

a 229 5 235 8.13 Def. anillo fuera del plano

a 259 1 0.00 Def anillo + C-H aleteo

a 279 5 283 8.27 Def anillo + C-H aleteo

a 324 2 330 4.20 Def anillo + C-Haleteo

a 340 0 Def anillo + C-H aleteo

a 361 16 A467 226 Def anillo + C-Haleteo

a 399 4 408 7.12 Deformacion del anillo

a 417 3 0.00 C-H aleteo

a 438 10 0.00 Def. fuera del plano

a 452 46 453 7.21 Def. en ¢l plano

a 483 21 495 7.80 Def. enlace central

a 517 3 528 0.71 Def. enlace central

a 534 2 528 1.20 Def. enlace central

2 554 5 545 2,96 Def. en el plano

a 557 2 0.00 Def. enlace central

a 590 9 603 345 Def. enlace central

1 631 17 638 1.10 Def anillo + C-H aleteo

a 706 2 0.00 C-C=C- deformacién

a 714 131 726 8.98 Dref anillo + C-H aleteo

a 779 6 766 1.26 C-C=C- deformacién

a 790 11 0.00 C-C=C- deformacién

a 792 5 0.00 Defanillo + C-H aleteo

a 812 2 808 1.17 C-C=C. deformacion

a 833 47 825 1.20 Def del anillo

a 849 0 0.00 C-C=C- deformacién

a 880 63 889 1.24 C-C=C- deformacién

a 907 1 0.00 C-C=C- deformacién

a 911 5 0.00 C-C=C- deformacién

a 926 5 926 2.21 C.C=C- deformacién

a 934 21 942 1.48 Def del anillo

a 970 1 964 1.55 C-H aleteo

a 975 750 0.00 C-H aleteo
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984
1008
1017
1049
1105
1112
1118
1142
1153
1164
1179
1191
1225
1230
1237
1248
1280
1290
1295
1310
1327
1348
1350
1356
1412
1433
1444
1451
1452
1455
1460
1486
1499
1516
1535
1574
1586
1617
1627
1682
2892
2899
2934
2946
2048
2991
3018
3021
3024
3033
3037
3040

L 8 )

228
10
829
6873
2988
26
1455
166
2005
2311
125
2307
185
23
253
925
57
468
72

154
351
11
11
34
38
76
45
545
430
1574
26676
19376
1771
647
611
158
222
187
127
93
33
14
99

85
267
66

1000
1004
1043

1124
1143
1156

1188
1230

1250

1304
1325

1361
1417
1438
1446

1484

1522
1554
1577

1613

1638
1659

2930

0.00
13.00
0.89
1.26
0.00
0.00
21.23
41.18
2045
10.88
1.35
2.20
31.20
0.00
0.00
10.57
0.00
0.00
0.00
1.26
2.20
0.00
0.00
1.20
2,25
1.10
5.40

0.00
0.15

4.85
17.27
100.00
0.00
8.20
1.35
10.23
0.00
0.00
3.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0,00

C-C deformacion
C-H aleteo
C-H aleteo

C-N estiramiento

C-C estiramiento

C-C estiramiento

C=C cstiramiento

C-C estiramiento

C-C estiramiento

C=C estiramiento

C-C estiramiento

C-C estiramiento

C-C estiramiento

C-C estiramiento

C=C estiramiento

C-C estiramiento

C-C estiramiento

C-C estiramiento

C-C estiramiento

C=C estiramiento

C=C estiramiento

C-N estiramiento

C=C estiramiento

C-C estiramiento
C-H aleteo

C=C estiramiento
C-H aleteo
C-H aleteo
C-H aleteo
C-H aleteo
C-H aleteo
C-H aleteo

C-C estiramiento

C=C estiramiento

C=C estiramiento

C=C estiramiento

C=C estiramiento

C=C estiramiento

C=C estiramiento

C=0 estiramiento

C-H estiramiento

C-H estiramiento

C-H estiramiento

C-H estiramiento

C-H estiramiento

C-H estiramiento

C-H estiramiento

C-H estiramiento

C-H estiramiento

C-H estiramiento

C-H estiramiento

C-H estiramiento
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a 3044 126 0.00 C-H estiramicnto
a 3045 113 3050 1.00 C-H estiramiento
a 3056 116 0.00 C-H estiramiento
a 3059 89 0.00 C-H estiramiento
a 3072 9 3086 0.34 C-H estiramiento
a 3105 78 0.00 C-H estiramiento
a 3106 172 0.00 C-H estiramiento

II Caracterizacion Uv-visible y de emision para fenil-trienos

La caracterizacion de estos sistemas moleculares se llevé a cabo en diferentes
solventes. Para cada sistema molecular se registrd el espectro de absorcion y
emisién, ademas se determinaron los rendimientos cuénticos en solucioén. En la tabla
2.1 se presentan estas propiedades para los tres sistemas moleculares propuestos.

Tabla 2.1 Propiedades espectrales de absorcion y emisién de los fenil-trienos

Molécula Miximo de | Méiximo de | Corrimientos | Rendimientos
absorci6n emisién de Stokes cuanticos*
(em’) (em) (cm™)
DPH
Ciclohexano 27027 24710 2313 0.63 £0.02
Acetona 27040 24900 2140 0.58 £ 0.02
Ciclohexanol 27080 24820 2260 0.64 £ 0.04
Etanol 27040 24880 2160 0.64 £ 0.03
Glicerol 27040 24860 2180 0.70 £ 0.03
DM-DPH
Ciclohexano 25000 23520 1480 0.11£0.01
Acetona 24070 19390 4680 0.03 £0.01
Ciclohexanol 24570 21060 3510 0.20 £ 0.03
Etanol 24040 19050 4990 0.03 £0.01
Glicerol 24050 20930 3070 0.50 £ 0.01
DM-PTC
Ciclohexano 25640 21740 3900 0.08 +£0.01
Acetona 25700 16260 9440 0.03 + 0.01
Ciclohexanol 25890 15740 10150 0.11 £0.01
Etanol 25760 14820 10940 0.03 £0.01
Glicerol 25660 15420 10240 0.20 £0.01

“Respecto de sulfato de quinina en deido sulfiirico
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De acuerdo a los datos reportados en la tabla 2.1 podemos concluir que el
cambio de polaridad del solvente tiene un importante efecto en los espectros de
emision de DM-DPH y DM-PTC, observandose en ambos casos corrimientos
batocromicos al pasar de ciclohexano a acetona. Esto indica que en el estado
excitado las moléculas tienen mayor polaridad y que se estabiliza mejor con un
solvente polar. Por otra parte DPH no presenta cambios importantes en sus espectros
de emision, al considerar los mismos solventes; esto indica que su estado excitado no

presenta polaridad.

Ademas en los espectros de emision para solvenies de baja polaridad
(ciclohexano). se observa un aumento de la estructura vibracional, que corresponde a
estiramientos C=C del hexatrieno central (figura 2.1). También se obscrva que los
solventes que forman puentes de hidrégeno como etanol, generan un cornimiento al
rojo de los espectros de emision; tal vez la formacion de este enlace estabiliza el
estado excitado.

cm?

20000 16667 13333
1 1 [} L i

—— Ciclohexano
Acetona

——— (Ciclohexanol

—— Etanol

_ —— Gilicerol

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Anm

Figura 2.1 Espectros de absorcion v emision para fenil-tricnos
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La viscosidad del solvente también tiene un efecto importante en la emisién
para DM-DPH y DM-PTC, observandose corrimientos al azu] de los espectros de
emision al aumentar la viscosidad del solvente, mientras que DPH no presenta
cambios significativos con el aumento de la viscosidad del medio.

También se observa que al aumentar la viscosidad del solvente aumento el
rendimiento cuéntico de emisién para todos los sistemas moleculares, pero en mayor
grado para DM-DPH y DM-PTC. Esto se debe a que la estructura semi-congelada
(ciclohexanol y glicerol) restringe muchos de los procesos que compiten con la
fluorescencia. Por lo tanto, la anulacién parcial de estos procesos tiene un impacto
positivo en la emisién fluorescente de DM-DPH y DM-PTC.

III Optimizacién de variables para estudio de Fenil-trienos

en polimero

El estudio fue realizado en equipo de fluorescencia con arreglo 6ptico de
iluminacién frontal, previamente descrito en la seccién 3.2.1, Capitulo 3.

Un esquema del arreglo Optico empleado se muestra en la figura 3.1. El
angulo de incidencia de la radiacién de excitacién fue medido considerando dos
factores; el primero la emisién que llega al detector debe ser méxima y segundo la
dispersién de la luz al detector debe ser la minima. En la figura 3.2 se muestra la
relacién entre la emisién y dispersién y el angulo de incidencia a la muestra. El
estudio se realiza con DM-DPH depositado sobre un vidrio que tiene una capa
polimero de 100 nm, la que fue aplicada a través de la metodologia descrita en el
capitulo 3. La longitud de onda de emisién fue medida a un valor de 520 nm y la
longitud de onda de excitacion de la muestra fue de 390 nm.
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Figura3.2  Relacion emisién-dispersion con respecto al de incidencia
para DM-DPH

Como se observa en la figura 3.2 los angulos entre 30 y 33 grados, con
respecto a la normal de la superficie, son los dptimos para realizar estudios de
fluorescencia, ya que cumplen con la condicién de mantener la dispersién en un
valor relativamente bajo en relacién a la fluorescencia. En adelante el 4ngulo que se
utilizard para este tipo de experimentos es de 30°.

192




Los estudios consistio encontrar las condiciones Optimas de espesor de
polimero que generara el mejor factor de amplificacion de la fluorescencia. Para ello
s¢ trabajo con una superficic de Ag-hidroxilamina en la que s¢ deposito diferentes
espesores de polimero (Formvar).

Las muestras construidas fueron dos; una que esta compuesta por

vidrio/polimero v la otra con vidrio/plata/polimero. La cantidad de moléculas
depositadas en ambas muestra fue de 5 ul (5x10™ M) en un area de aproximadamente
2 ¢m’. El resultado de este estudio se muestra en las figuras 3.3, 3.4 v 3.5. Las
frecuencias de excitacion para cada una de las moléculas son 370 nm para DPH, 400
nm para DM-DPH yDM-PTC.
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Figura 3.3  Espectro de emision de DPH usando formvar como espaciador
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Figura 3.4 Espectro de emisiéon de DM-DPH usando formvar como espaciador
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Figura 3.5

Espectro de emision de DM-PTC usando formvar como espaciador
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Si se observan en las figuras anteriores el cambio en el espesor de polimero
sobre la superficie de plata, tiene un efecto en la emisién amplificada de los sistemas
moleculares, obteniendo una amplificacién maxima cuando el espesor de polimero es
de 25 a 30 nm. Esto se ve con mayor claridad en las figuras 3.4, 3.5 y 3.6 donde se
relacionan el factor de amplificacion y el espesor de polimero. El valor de factor de
amplificacion fue medido una longitud de onda; 430 nm para DPH, 520 nm para
DM-DPH y 600 nm para DM-PTC. Las frecuencias de excitacion de las muestras
son 370 nm para DPH, 400 nm para DM-DPH y DM-PTC.
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Figura 3.6  Factor de amplificacion versus el espesor de polimero
sobre la superficie de plata-hidroxilamina
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Factor de amplificacién versus el espesor de polimero
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Al observar las figuras anteriores queda claro que el espesor adecuado es de
25 nm aproximadamente. Por otro lado se trabajé con la concentracién de molécula
que es depositada tanto en la superficie metalica como en el vidrio; para ello se
agrega 5ul de molécula disuelta en etanol de diferentes concentraciones. En la figuras
en las figuras 3.7 a 3.9 se muestra el resultado de este estudio. Todas las medidas

fueron realizadas sobre superficies preparadas con €l coloide de hidroxilamina.
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Figura 3.9 Factor de amplificacién versus la concentracion de DPH
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Como se observa en las figuras anteriores la concentracién que genera la
amplificacién méxima para un espesor de polimero de ~25 nm 6 250 A es de

aproximadamente 4x107*M.

Apéndice

Fcuaciones teoria de Mie para calcular las propiedades opticas de

nanoparticulas metélicas de plata.
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