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Resumen

La nanomedicina ha hecho aportes significativos para la salud de las personas,
desarrollando implantes, terapias, medicamentos y reparacion de tejidos entre otros.
Para disefiar materiales implantables, que imiten las funciones bioldgicas requeridas, es
importante comprender la respuesta del cuerpo humano a estos materiales. Por lo
tanto, es fundamental comprender la interaccidn entre nanomateriales y biomoléculas
como los aminoacidos, unidad principal de las proteinas. En este trabajo estudiamos
experimentalmente la interaccién de nanomateriales a base de carbono: grafeno y éxido
de grafeno, con distintos tipos de triptéfano. La sintesis de nanomateriales fue llevada
a cabo mediante la técnica de PECVD (Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition) y
utilizando una técnica libre de polimeros, transferimos nanomateriales de areas grandes
(~2,8cm?) a distintos tipos de sustratos. Estudiamos la estructura de los
nanomateriales y de los distintos tipos de triptéfano mediante espectroscopia Ramany
microscopia Optica y analizamos la naturaleza de su interaccion mediante mediciones
de absorbancia ultravioleta. Los resultados muestran que en los casos en que el
triptofano se adsorbe en el nanomaterial, el cambio de concentracién no depende de la
concentracion inicial de la solucion de triptéfano ni del area del nanomaterial. A partir
de mediciones AFM (Atomic Force Microscopy) inferimos que el triptéfano se adsorbe
en la superficie del nanomaterial en aglomeraciones, sugiriendo que las isotermas de
adsorcién obtenidas en cada experimento podrian ser ajustadas con modelos de
adsorcidn en multicapas como el modelo BET (Brunauer-Emmett-Teller).

En esta tesis también presentamos el trabajo realizado durante una pasantia en el
Institut National de I'Energie Solaire (Francia). A través de la técnica de elipsometria
espectroscopica, estudiamos los indices oOpticos del grafeno, obteniendo valores
menores a los reportados en la literatura.



Abstract

Nanomedicine has made significant contributions to human health, developing
implants, therapies, drugs and tissue repair, among others. In order to design
implantable materials that mimic the required biological functions, it is important to
understand the response of the human body to these materials. To do so, it is essential
to understand the interaction between the surfaces of these materials and
biomolecules, such as amino acids, the main unit of proteins. In this work, we
experimentally studied the interaction of carbon-based nanomaterials: graphene and
graphene oxide, with different types of tryptophan. The synthesis of nanomaterials was
carried out using the PECVD (Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition) technique
and by means of a polymer-free technique, we transferred large-area nanomaterials
(~2,8 cm?) to different types of substrates. Raman spectroscopy and optical microscopy
were used to study the structure of nanomaterials and different types of tryptophan.
We have analyzed the nature of the interaction by absorbance measurements, and we
observed that in cases where tryptophan is adsorbed on the nanomaterial, the
concentration change does not depend on the initial concentration of the tryptophan
solution or on the surface area of the nanomaterial. From AFM (Atomic Force
Microscopy) measurements we infer that tryptophan is adsorbed on the surface of the
nanomaterial in agglomerations, suggesting that the adsorption isotherms obtained in
each experiment could be fitted with multilayer adsorption models such as the BET
(Brunauer-Emmett-Teller) model.

In this thesis we also present the work carried out during an internship at the
Institut National de [I'Energie Solaire (France). By means of the spectroscopic
ellipsometry technique, we studied the optical indices of graphene, obtaining lower
values than those reported in the literature.



Glosario

PL: fotoluminiscencia espectroscdpica (photoluminescence spectroscopy).

CV: voltametria ciclica (cyclic voltammetry).

TEM: microscopio electréonico de transmision (Transmission Electron Microscopy).
AFM: microscopia de fuerza atédmica (Atomic Force Microscopy).

FM: frecuencia modulada (modo de medicidn en AFM).

AM: amplitud modulada (modo de medicidn en AFM).

SEM: microscopia electrénica de barrido (Scanning Electron Microscope).

SE: elipsometria espectroscépica (Spectroscopic Ellipsometry).

EDX: espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (Energy Dispersive X-Ray
spectroscopic)

CVD: deposicion quimica en fase de vapor (Chemical Vapor Deposition).

PECVD: deposiciéon quimica en fase de vapor mejorada con plasma (Plasma Enhanced
Chemical Vapor Deposition).

FWHM: ancho a media altura (full width at half maximum).

2D: bidimensional.

UV: espectro ultravioleta.

vis: espectro visible.

GO: 6xido de grafeno (graphene oxide).

rGO: 6xido de grafeno reducido (reduced graphene oxide).

Gly, G: glicina

Tyr, Y: tirosina

Trp, W: triptofano

Phe, F: fenilalanina

His, H: histidina

Arg, R: arginina

Met, M: metionina

TRP1: triptéfano de prueba

TRP2: triptéfano “N'-FORMYL-L-TRYPTOPHAN HYDROCHLORIDE” (C,,H,,N,05"HCl)
TRP3: triptéfano “NALPHA-ACETYL-DL-TRYPTOPHAN METHYL ESTER” (Cy4H;¢N,05)
BET: Brunauer-Emmett-Teller (autores del modelo de adsorcion BET).

AA%9s: energia libre de Helmholtz de adsorcién .

AAGmph“ds: energia libre de adsorcion sobre grafeno.

AAgo®®: energia libre de adsorcidn sobre 6xido de grafeno.
SASA%S: grea superficial accesible al solvente.

Vi,0: volumen de una molécula de agua.

SAp,o: area superficial de una moléecula de agua.

C: concentracion de soluto en fase liquida en equilibrio.

C,: concentracion de saturacion de un soluto en fase liquida.
CO: concentracién de soluto estandar.

Cinadre: concentracion de la solucion madre



AC: cambio de concentracién

Ciniciar: concentracion inicial

Cfinai: concentracion final

%AC: porcentaje de cambio de concentracion respecto a su valor inicial.

q(C): cantidad de soluto adsorbido en una superficie por unidad de drea para una cierta
concentracion C.

Q: cantidad de soluto adsorbido por unidad de area cuando todos los sitios de adsorcién
se encuentran ocupados (saturacion de la superficie).

k,: constantes de proporcionalidad para la tasa de adsorcion en el modelo de Langmuir.
k,4: constantes de proporcionalidad para la tasa de desorcion en el modelo de Langmuir.
Keq: constante de equilibrio de adsorcion.

K(?q: constante de equilibrio de adsorcion estandar.

K;: constante de equilibrio de adsorcion de la primera capa en el modelo de BET.

K;: constante de equilibrio de adsorcion de las capas adsorbidas para n > 1 en el
modelo de BET.

AG.,,: energia libre de Gibbs estandar.

R: constante del gas ideal.

T: temperature absoluta.

c: constante de BET.

N: nimero de capas de adsorbato en la adsorcion de BET.

E;: energia de adsorcién de la primera capa adsorbida en el modelo de BET.

E;: energia de adsorcion de las capas adsorbidas paran > 1 en el modelo de BET.

Xx: presion relativa del gas o concentracion relativa del soluto en una solucién en el
modelo de BET.

p: presion de equilibrio del adsorbato.

Ds: presion de saturacion del adsorbato.

A: absorbancia

Ajniciar: @bsorbancia inicial

Afing: absorbancia final

%AA: porcentaje de cambio de absorbancia respecto a su valor inicial

Iy: intensidad de la luz incidente en la Ley de Beer-Lambert

I: intensidad de la luz transmitida en la Ley de Beer-Lambert

V:volumen.

S: drea de nanomaterial.

n: indice de refraccion (parte real del indice de refraccion complejo).

k: coeficiente de extincidn (parte imaginaria del indice de refraccién complejo).

Y: cambio de amplitud de la luz reflejada en SE.

A: diferencia de fase de la luz reflejada en SE.

7

P
75: coeficientes de reflexion de Fresnel de la luz de la polarizacion s de la luz reflejada.

: coeficientes de reflexion de Fresnel de la luz de la polarizacién p de la luz reflejada.

&: funcidén dieléctrica.
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1. Introduccion

1.1. Motivacion

El gran avance de la nanotecnologia en el ultimo tiempo ha despertado el interés
por los materiales bidimensionales (2D) en el drea de la nanomedicina. Los materiales
2D son buenos candidatos para aplicaciones biomédicas debido a su alta area superficial
y su rapida respuesta a sefiales externas. Por ello se espera que tengan un gran potencial
en aplicaciones médicas como administracion de farmacos, tratamientos contra el
cancer, antisépticos, estimulacidn neuronal, recubrimientos resistentes a los codgulos
para implantes, imagenologia, terapias fototérmicas y fotodinamicas, entre otras [1,2].

Uno de los nanomateriales 2D que ha llamado la atencidn desde su desde su
sintesis en 2004 es el grafeno. El grafeno es una pelicula bidimensional, de un atomo de
grosor, compuesta por atomos de carbono con hibridacién sp?, organizados en una red
cristalina de patrén hexagonal. El grafeno es el constituyente mas simple de los demas
alétropos de carbono con hibridacién sp? como el grafito, los nanotubos de carbono y el
fulereno. Las propiedades dpticas, mecanicas, electrénicas y estructurales del grafeno
lo hacen un material ideal para distintas aplicaciones en campos como la dptica,
electrdnica, sensores quimicos y bioldgicos, electrodos transparentes conductores para
celdas solares, fotodetectores, entre otros [3-5].

Hoy en dia, el grafeno y otros nanomateriales a base carbono como el éxido de
grafeno y los nanotubos de carbono, son materiales atractivos para aplicaciones
biomédicas [6], sin embargo, aun se requieren estudios de la interaccion de estos
nanomateriales con sistemas bioldgicos para saber si son aptos para dichas aplicaciones
o perjudiciales para la salud [7,8]. Si bien no es trivial comprender la respuesta
fisiologica de los sistemas vivos a los nanomateriales a base de carbono, un buen
comienzo es estudiar la interaccién de éstos con pequefias biomoléculas como lo son
los aminodacidos, unidad principal de las proteinas [9]. Conocer las caracteristicas del
proceso de adsorcién de aminoacidos podria ser util para en un futuro comprender y
predecir la interaccion de los materiales a base de carbono con biomoléculas mas
grandes como péptidos o proteinas.

En este trabajo, estudiamos la interaccion de distintos tipos de triptéfano y
nanomateriales a base de carbono como grafeno y éxido de grafeno. Elegimos el
triptofano como objeto de estudio por dos razones: la primera es que, al ser un
aminodcido aromatico, tras la excitacién UV exhibe un espectro caracteristico de
absorbancia, por lo cual es facil detectarlo [10]. La segunda razén es que segun el estudio
de Barria et al. [2] el triptéfano es uno de los aminodcidos que mejor se adsorbe en
grafeno. Por otro lado, una de las ventajas de estudiar la adsorcion en grafeno es que,
al ser el constituyente mas simple de los demas aldtropos de carbono con hibridacién
sp?, este trabajo sirve como base para el estudio de la interaccién entre triptéfano y esos
materiales mas complejos.



1.2. Estado del Arte

Hasta la fecha, se han desarrollado algunas investigaciones tanto tedricas como
experimentales sobre la interaccidn entre distintos tipos de aminodacidos con distintos
tipos de nanomateriales 2D. En esta seccidn, discutimos los resultados del trabajo
experimental de Mallineni et al. [1] y el trabajo tedrico de Barria et al. [2] sobre la
adsorcion de aminodcidos en grafeno y oxido de grafeno, haciendo énfasis en los
resultados correspondientes al triptéfano.

Mallineni et al. estudiaron las interacciones electrénicas entre tres tipos de
aminoacidos aromaticos (triptéfano, tirosina y fenilalanina) y tres nanomateriales 2D:
grafeno, oxido de grafeno (GO) y nitruro de boro (BN). Para ello utilizaron
espectroscopia Raman, espectroscopia de fotoluminiscencia (PL, photoluminescence
spectroscopy) y caracterizacién electroquimica a partir de mediciones de voltametria
ciclica (CV, cyclic voltammetry).

Debido a que en el marco de esta tesis el aminodacido y los nanomateriales que
usamos en nuestros experimentos corresponden a triptéfano, y grafeno y dxido de
grafeno, respectivamente, nos centraremos en los resultados del estudio de Mallineni
et al. que conciernen a esa biomolécula y a esos nanomateriales.

El grafeno utilizado en esta investigacion fue sintetizado usando la técnica de
exfoliacion quimica, mientras que el 6xido de grafeno fue obtenido mediante el método
de Hummer. Para estudiar la interaccion de los materiales 2D con los aminoacidos,
incubaron 100 ug de cada nanomaterial por 12 horas en una solucidén de 1 ml de
aminodcidos (con concentraciones en un rango de 0 a 70 um/L). Después de la
incubacién, las muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante (supernatant) fue
removido. Finalmente, las muestras se lavaron 3 veces para remover cualquier
aminodcido no adsorbido en los nanomateriales.

A partir de mediciones TEM (Transmission electron microscopy), Raman y AFM
(Atomic Force Microscopy), se mostré que el grafeno y el 6xido de grafeno eran de pocas
capas con ~6-8 nm de grosor y con un area promedio de ~25 um?. Los resultados de
espectroscopia Raman para los materiales 2D usados en este experimento se muestran
en la Figura 1. En el caso del 6xido de grafeno (curva verde) se puede observar una banda
D muy intensa y una banda G significativamente mas ancha que la banda G del grafeno
(rojo). Esto se debe a la presencia de defectos inducidos en el proceso de oxidacién
guimica en la preparacion de la muestra. En el caso del grafeno la banda 2D presenta
dos peaks las cuales sugieren que el grafeno tiene pocas capas.
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Figura 1. Espectro Raman para los nanomateriales pristinos: grafeno (rojo), 6xido de grafeno (verde) y nitruro de boro

(azul).

Los aminoacidos aromaticos usados en este experimento, presentan una intensa
fotoluminiscencia cuando son excitados por luz ultravioleta. Por ello, para caracterizar
la adsorcion de aminoacidos en diferentes nanomateriales, se tomaron mediciones de
fotoluminiscencia de los aminoacidos residuales en los nanomateriales después de 3
rondas de lavado, para distintas concentraciones de aminoacidos, obteniendo las
isotermas de la Figura 2.
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Figura 2. Isotermas de adsorcidn para triptéfano en grafeno (rojo), dxido de grafeno (verde) y nitruro de boro (azul).

Aungue es posible ajustar las isotermas a modelos de Langmuir (explicado con
detalle en la siguiente seccion), no se derivaron conclusiones cuantitativas porque
muchas suposiciones de las isotermas de Langmuir eran invalidas en este experimento.
Sin embargo las isotermas de adsorcidn se pueden usar para obtener informacién
cualitativa respecto a la afinidad relativa entre los materiales 2D y los aminoacidos.

Como se observa en la Figura 2, tanto el grafeno como el éxido de grafeno
presentan una tendencia creciente para la adsorcion de triptéfano, sin embargo, la
adsorciéon es mayor en el caso del GO. Esto ultimo es un resultado esperable, pues se
predice que los grupos hidroxilos del éxido de grafeno forman puentes de hidrégeno
con el atomo de hidrégeno del anillo indol del triptéfano (Figura 3). Ademds de los
puentes de hidrégeno, el triptéfano puede presentar interacciones m — 1 con el dxido
de grafeno, debido a la presencia de la nube  en el anillo indol.



Por otro lado, en el caso del grafeno, existe una nube de electrones &
uniformemente deslocalizada, que induce un momento cuadripolar en la pelicula de
grafeno [11]. La tendencia creciente de la adsorcién de triptéfano en grafeno, se puede
atribuir al apilamiento m —  que surge de la interaccidn de los cuadrupolos inducidos
por la nube de electrones m y el momento cuadripolar del anillo aromatico del
triptofano.

I OH
HN NH»

Figura 3. Estructura quimica del triptéfano.

Posterior a las mediciones de PL, usaron las técnicas de voltametria ciclica y
espectroscopia Raman para entender la naturaleza de los enlaces quimicos y la
influencia de la adsorcion de aminoacidos en la estructura electréonica de los
nanomateriales. Primero realizaron mediciones de CV para cuantificar la transferencia
de carga electroquimica para distintas concentraciones de aminoacidos, y a partir de las
curvas de corriente vs voltaje, calcularon isotermas de densidad de carga (Figura 4).
Estas muestran los efectos combinados de fisisorcién y quimisorcién y se observa una
clara tendencia en funcién de la concentracidon para todos los nanomateriales. Se
observo que el GO mostraba los mayores cambios en la densidad de carga, sugiriendo
la interaccion fuerte entre el GO y los aminoacidos, como se observd también en las
mediciones de PL y previos estudios tedricos [12]. Por otro lado, los cambios en la
densidad de carga en grafeno fueron significativos (recuadro Figura 4) pero mucho mas
pequeios comparados con los del GO.

0.2 (¢)
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vV v
“e 0.04® o ° e o
)
o
'@-O 2 A Tryptophan
8 A GO
) BN
% A : Gr
o v Y A
8-0.4+ Vv,
O A
L * L] o o0
-0.6 o A
I I I T

I I I I
00 02 04 06 08 10 12 14
Concentration (mg/ml)

Figura 4. Isoterma de densidad de carga de triptéfano en grafeno (verde), éxido de grafeno (rojo) y nitruro de boro
(azul).
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Las mediciones de CV por si solas, no permiten distinguir la diferencia entre
interacciones fisicas y quimicas. Sin embargo, la espectroscopia Raman de
nanomateriales a base de carbono es altamente sensible a la transferencia de carga y se
puede usar para resolver la diferencia entre interacciones quimicas y fisicas. Los
nanomateriales a base de carbono presentan peaks caracteristicos en su espectro
Raman como la banda G y 2D, cuya frecuencia y forma depende de la energia de Fermi
de los nanomateriales y cambian su posicion al haber transferencia de carga [13-16]. En
un estudio tedrico, Rajesh et al. [17] mostraron que la energia de Fermi del grafeno sufre
un cambio general al interactuar con aminoacidos debido a la transferencia de carga.

En este estudio, al comparar visualmente los espectros Raman de los
nanomateriales pristinos y post adsorcion, la diferencia fue muy sutil (Figura 5), sin
embargo el cambio se puede apreciar mejor a partir de los datos de posicion y ancho a
media altura (FWHM: full width at half maximum) de las bandas caracteristicas de los
nanomateriales (Tabla 1). El compuesto GO-triptéfano mostré un cambio decreciente
en la frecuencia (posicién) de la banda G (Tabla 1), lo cual es un resultado esperable
debido a la formacidn de enlaces quimicos, como se comprueba en la reduccién de la
densidad de carga de las mediciones de CV. En cuanto a la banda 2D, ésta se encuentra
ausente en el GO.

Tabla 1. Posiciones y ancho a media altura (FWHM: full width at half maximum) de los peaks de los espectros Raman
de los nanomateriales pristinos y post adsorcidn con triptéfano derivados de la Figura 5.

Pristino Triptéfano
Posicion (cm™) FWHM (cm?) Posicion (cm?) FWHM (cm)

Oxido de Grafeno 1598,3 109,96 1596,7 105,8
(Banda G)
Grafeno (Banda G) 1581,5 15,36 1581,1 18,27
Grafeno (Banda 2D 2689,1 40,12 2690,6 48,04
deconvolucionada) 2728,4 37,04 2729 49,45

E """ LARARAAR M ':' T "'I""."'(I;Op;';;;‘la;a'lzl;e"t :_' ':'lg':'ér:c'r::{:z:’éimw' T "l's‘"l""l" T "l"_ CIGIF:henyﬂla\anllr:e T T T ;l T T T T H

- a) S Shmomen 3 |3 Sieene : b)1 [ apen z c) ]

GO Pristine [ @ GrPristine @ Gr Pristine

Normalized Intensity (arb.units)
Normalized Intensity (arb.units)

' F e
Liserian] 1 v I L N ! N Libeer L . L PPT PPPITTITY FPUS TTVPIY PYPPTTITS PYTT. PYTTL PRPTT YT FIVRTTRTIE .
800 1200 1600 2000 2400 2800 320 1560 1570 1580 1590 1600 2660 2680 2700 2720 2740 2760 278

Raman Shift (cm™) Raman Shift cm”) Raman Shift cm”)
Figura 5. Espectro Raman de los nanomateriales pristinos (rojo) y post adsorcidn con tirosina (verde), triptéfano (azul)
y fenilalanina (magenta) para: (a) 6xido de grafeno, (b) grafeno (banda G) y (c) grafeno (banda 2D deconvolucionada
en las curvas rojas).

En el caso del grafeno, la adsorcidon con triptéfano resultd en un incremento del
ancho de las bandas G y 2D, mientras que el pequefio cambio en la frecuencia indicaria
gue no hubo transferencia de carga (Tabla 1y Figura 5b y 5c). En base a estos resultados
es probable que el triptéfano presente fisisorcion de multicapas. Cabe mencionar que
anteriormente el triptéfano presenté un aumento en la densidad de carga debido a la
presencia de un peak en las mediciones CV de corriente vs voltaje, sugiriendo que ambas
fisisorcidn y quimisorcién estan involucradas en la interaccion.
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En resumen, en el trabajo de Mallineni et al. observaron mediante mediciones
de PV y CV que el 6xido de grafeno interactua fuertemente con el triptéfano mediante
puentes de hidrégeno en comparacion con el grafeno que interactia mediante enlaces
1 — 1. Las mediciones de CV y de espectroscopia Raman mostraron una transferencia
de carga significativa entre grafeno y 6xido de grafeno con los aminodacidos aromaticos.
Por ultimo se concluye que la presencia de grupos funcionales y las interacciones T — 7
juegan un rol importante en la adsorcién de aminoacidos en los nanomateriales 2D.

Dentro de los estudios tedricos que se han hecho sobre la adsorcién de
aminodacidos en nanomateriales a base de carbono se encuentra el trabajo de Barria et
al. en el que estudiaron la adsorcidn de los 20 aminodcidos proteinogénicos (en agua)
en grafeno pristino mediante calculos de energia libre y posteriormente, compararon
con la energia libre de adsorcidn en dxido de grafeno para aminodcidos representativos.

Al calcular la energia libre de Helmholtz de adsorcién (AA%%S) en una pelicula de
grafeno de cada aminoacido observaron que a pesar de su naturaleza quimica, todos
los aminoacidos presentan AA%?S favorable hacia el grafeno pristino, lo cual concuerda
con estudios previos [18-21]. En la Figura 6 se encuentran los resultados de la energia
libre de adsorcién reducida por la AA%%S de la Glicina (Gly), para los 20 amino&cidos
proteinogénicos. Segun estos resultados, los aminoacidos con grupos aromadticos
(Tirosina (Tyr), Triptéfano (Trp), Fenilalanina (Phe) e Histidina (His)) junto a la Arginina
(Arg) y la Metionina (Met), son los que presentan las afinidades mas fuertes con el
grafeno.

&
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—
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Figura 6. Energia libre de adsorcion reducida (con AA%%S de Gly fijado en 0 ) ordenado segln la naturaleza de la cadena
lateral: apolar (azul), aromatico (celeste), negativo (verde), polar (amarillo) y positivo (rojo).
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Dado que los aminodcidos aromaticos y la Arg se encuentran entre los
aminodacidos que presentan las mds pesadas cadenas laterales, lo anterior sugiere una
relacién entre el tamafio y la AA%4S, Por ello graficaron la AA%%S reducida como funcién
del peso molecular (Figura 7) y encontraron que hay una correlacion notoria entre
ambas magnitudes. Sin embargo los aminoacidos con carga, con excepcion de Arg+, no
siguen esta tendencia, por lo que la regresién lineal de la Figura 7 solo considera
aminoacidos neutros, obteniendo una correlacidn lineal con un r?=0,85.
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Figura 7. Energia libre de adsorcién reducida (con AA%%S de Gly fijado en 0 ) como funcién del peso molecular. El
ajuste lineal no incluye a los aminoacidos cargados.

Como el modelo para el grafeno de su trabajo solo incluye interacciones de van
der Waals, esta fuerte correlacidn sugiere que estd dominada por las interacciones de
dispersidn entre aminoacidos y grafeno, ya que este Ultimo es proporcional al tamafno
molecular. Sin embargo, la eliminacion de agua de la superficie, también podria
desempeiiar un papel importante en el proceso de adsorcion. Por ello, investigaron si la
correlacién también estaba presente para las diferencias en el area superficial accesible
al solvente (ASASA%45). Con ese objetivo, graficaron la AA%%S reducida en funcién de
ASASA%?s (Figura 8) encontrando una correlacién lineal de r?=0,83, similar a la de la
Figura 7, para los aminoacidos sin carga.
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Figura 8. Energia libre de adsorcidn reducida (con AA%?S de Gly fijado en 0 ) como funcién de ASASA%?S. El ajuste
lineal no incluye a los aminodcidos cargados.

El negativo de ASASA%?S es una medida de la superficie de interaccién efectiva
entre el aminoacido y el grafeno. A partir del volumen de una molécula de agua
(Vi,0~0,03 nm?3) y suponiendo una geometria esférica perfecta, el area superficial de
una sola molécula de agua (SAy, () es cercanaa 0,5 nm?2. El triptéfano (Trp, W), al ser el
aminoacido mas pesado, exhibe la mayor superficie de interaccién, que es
aproximadamente 4 veces SAHZO, mientras que, para la Glicina (Gly, G), la superficie de
interaccion, es aproximadamente 2 veces SAy, . Por lo tanto, de acuerdo a lo anterior
y a la Figura 8, el proceso de adsorcién elimina aproximadamente un rango de 2 a 4
moléculas de agua de la superficie del grafeno. En otras palabras, el proceso de
adsorcién en grafeno pristino requiere de un fendmeno de dewetting de la superficie.

Para el caso del 6xido de grafeno llevaron a cabo calculos para un subconjunto
de aminodcidos sobre 6xido de grafeno con un 25% de oxidacidn, eligiendo una muestra
de cada grupo de cadena lateral: positivo, negativo, polar, apolar y aromatico. En la
Tabla 2 comparan los valores de la energia libre de adsorcion sobre grafeno pristino
AAGmph“ds y sobre 6xido de grafeno A4, **. Observaron que la adsorcién sobre 6xido
de grafeno es mucho menos favorable que sobre grafeno pristino, lo cual difiere de los
resultados del estudio de Mallineni et al.. Ademas, los resultados de la Tabla 2 sugieren
que la correlacion con el tamafio solo es valida para grafeno pristino y que en este caso
la naturaleza quimica del aminoacido si sirve para explicar estos resultados, a diferencia
de lo observado para el grafeno pristino.

Los cambios en la AA%?S indican que las propiedades de adsorcién en grafeno
son sensibles a pequefios cambios en la superficie. La general cercania de Ad;o** a 0
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[k) mol] sugiere que incluso un 25% de oxidacidn es suficiente para hacer la superficie
similar al solvente con respecto a la adsorcion desde la solucidon acuosa. Esto es
consistente con descripciones del 6xido de grafeno como un material mucho mas
hidrofilico que el grafeno.

Tabla 2. Comparacién de las energias libres de adsorcién sobre grafeno pristino AAGmphads y sobre grafeno oxidado
AA;»* para una seleccién de aminoacidos.

Nombre M grapn®® [k) mol?] AAgo™ S [k} mol?]
Arginina (+) —18,5+10,0 -19+0,1
Asparagina —13,9+0,0 —4,1+0,1

Glutamato (-) -7,5+0,0 —-29+0,1
Glicina -8,0+ 0,0 -2,2+0,1
Isoleucina —14,3+0,1 -0,5+0,1
Fenilalanina —18,4+ 0,1 -19+0,1

En conclusién, todos los aminoacidos presentan AA%%S favorable hacia el grafeno
pristinoy la naturaleza quimica de los aminoacidos no explica esta afinidad. Encontraron
que la AA%%S estd dominada por interacciones de dispersién y que el tamafio molecular,
expresado como ASASA%?S es un buen predictor de AA%4S, para aminodacidos sin carga
y grafeno pristino. Aunque la interaccion entre grafeno y aminoacidos es la principal
causa del proceso de adsorcidn, éste requiere también un dewetting de la superficie y
desolvatacion de aminoacidos. Ademas, estimaron que la adsorcién de aminodcidos
remueve un rango de 2 a 4 moléculas de agua de la superficie del grafeno. Tras la
oxidacién parcial de la capa de grafeno, la AA%%S se redujo bastante, y la naturaleza
guimica de las especies explica estos resultados.
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1.3. Antecedentes

Para caracterizar un proceso de adsorcion de moléculas en una superficie es
comun generar isotermas de adsorcidn que cuantifiquen la cantidad de moléculas
adsorbidas en cierto material. Una isoterma de adsorcidn se obtiene graficando la
cantidad de adsorbato (moléculas) adsorbido en una superficie (por unidad de area) en
funcidn de la concentracién inicial de la solucién desde la que la molécula es adsorbida.
Idealmente la forma de la isoterma de adsorcién puede proveer informacion sobre la
termodinamica del proceso de adsorcién al ajustar un modelo apropiado al grafico de la
isoterma, del cual se pueden obtener pardmetros de ajuste [22]. Existen varios modelos
gue pueden ser usados para describir procesos de adsorcion de biomoléculas. A
continuacion nos centramos en dos: el modelo de Langmuir [23] y el modelo de
Brunauer-Emmett-Teller (BET) [24,25].

1.3.1. Modelo de isoterma de Langmuir

El modelo de Langmuir se basa en la suposicidon de que solo una monocapa de
solutos no interactuantes se forma dinamicamente en la superficie absorbente, donde
todos los sitios de adsorcidn tienen la misma energia de adsorcién (Figura 9). Existen 4
condiciones que un sistema de adsorcidon debe satisfacer para poder caracterizar el
proceso de adsorcion mediante el modelo de Langmuir:

1. Todos los sitios de adsorcidon son equivalentes, distinguibles e independientes,
en otras palabras, la superficie es homogénea.

2. Cada sitio de adsorcion puede adsorber solo una molécula de soluto.

3. Los solutos adsorbidos no interactuan entre ellos en un modo que influya en el
comportamiento de adsorcion.

4. El proceso de adsorcién debe representar un proceso dinamico, reversible y en
equilibrio.

Adsorbato )

@ o

O QO > Solucion
O

kaJrkd )
9 _0 00 _ _
T}

Sitios de adsorcidn } Superficie adsorbente

Figura 9. Esquema representativo de la adsorcion segun el modelo de Langmuir. El sistema se encuentra en equilibrio
dindmico: las tasas de adsorcién y desorcidn son iguales. Las moléculas de adsorbato son adsorbidas por sitios de
adsorcidn equivalentes de la superficie, formando una monocapa de soluto.
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A continuacion explicamos la derivacién y el significado fisico de la ecuacién de
Langmuir (Ecuacién 4). Definiendo como q(C) la cantidad de soluto adsorbido en una
superficie por unidad de area para una cierta concentracion C, podemos deducir que el
cambio en el tiempo de q(C) , equivale a la diferencia entre la tasa de adsorcion y la
tasa de desorcidn del soluto en la superficie. Por un lado, la tasa de adsorcién debe ser
proporcional a la concentracion de la solucidn del soluto, C, y ademds debe ser
proporcional a la cantidad de sitios de adsorcion libres (desocupados) de la superficie,
(Q — q), donde Q es la cantidad de soluto adsorbido por unidad de drea cuando todos
los sitios de adsorcién se encuentran ocupados (saturacidn de la superficie). En otras
palabras, Q corresponde al numero total de sitios de adsorcion de la superficie y g
corresponde al numero de sitios ocupados. Por otro lado, la tasa de desorcion debe ser
proporcional a la cantidad de soluto adsorbido en la superficie para una cierta
concentracion q(C). Las constantes de proporcionalidad para las tasas de adsorcion y
desorciodn, se conocen como k, y k;, respectivamente. Lo anterior se puede expresar
en forma matematica como se describe en la Ecuacion 1:

dq
E:ka'C(Q_q)_kd'q

(1)

Si el sistema se encuentra en condiciones de equilibrio dindmico, como propone
el modelo de Langmuir, la tasa de adsorcidn y la tasa de desorcidn son iguales, y la
cantidad de soluto adsorbido en la superficie por unidad de area se mantiene constante
en el tiempo (dq/dt = 0) (Ecuacidn 2). Ahora, definiendo la constante de equilibrio de
adsorcion, Keq, cOMo el cociente entre la constante de tasa de adsorcion y la constante
de tasa de desorcién (Ecuacidn 3), al despejar q de la Ecuacion 2, obtenemos la ecuacidn
de la isoterma de Langmuir (Ecuacién 4).

ke - CQ—q)=kq-q (2)
kq (3)
Keq = k_d
. QC (4)
q_C+Ke—(}

La isoterma de adsorcién de Langmuir q(C) toma la forma de la Figura 10a. Por
lo tanto ajustando la Ecuacion 4 a una isoterma de adsorcidén que tenga la forma de la
isoterma de Langmuir, se obtienen los parametros termodinamcos Q y K., del proceso
de adsorcion.
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Figura 10. Forma caracteristica de las isotermas de adsorcién para los modelos de: (a) Langmuir, (b) BET, (c) Freundlich
[26].

Otro parametro que se puede obtener del ajuste de curva es la energia libre de
Gibbs estandar AG2;,, dada por la Ecuacién 5, donde K, es la constante de equilibrio
estandar, R es la constante del gas ideal y T es la temperatura absoluta. La constante de
equilibrio estandar Keoq, se puede obtener de la K4, normalizando la concentracion de
soluto C por la concentracién de soluto estandar convencional (C° = 1,0 M).

AGY;s = —RTInKg, (5)

A pesar de que algunas de las condiciones del modelo de Langmuir casi nunca se
cumplen en la practica, la capacidad del modelo de expresar de manera precisa y
matematicamente simple el proceso de adsorcidn, lo convierten en un modelo base
para los estudios de adsorcidn. Sin embargo, hay autores que sugieren que si no se
cumplen las condiciones del modelo, a pesar de que la isoterma se asemeje a laisoterma
de Langmuir, no es correcto aplicar este modelo, pues, algunos parametros obtenidos
del ajuste, podrian no ser representativos del sistema de adsorcion [26].

1.3.2. Modelo de isoterma de BET

En muchos casos, el modelo de Langmuir es poco realista porque se limita a la
adsorciéon de monocapa. Solo es esperable que el modelo de Langmuir se cumpla
cuando las interacciones entre las moléculas de adsorbato son mucho mas débiles que
las interacciones entre adsorbato y adsorbente [27].

En 1938, Brunauer et al.[24] modificaron el modelo de Langmuir para desarrollar
un modelo que describa la adsorcidn fisica en multicapas de moléculas de gas en una
superficie sélida (modelo BET). Este modelo de adsorcién de multicapas, asume que las
superficies adsorbentes son perfectamente planas y que las moléculas de gas pueden
adsorber en esa superficie o apilarse encima de otra molécula ya adsorbida, en donde
Nno es necesario que una capa esté completa antes de que otra capa comience a formarse
encima (Figura 11) [26,28].
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Figura 11. Esquema representativo de la adsorcién segun el modelo BET. Existe un equilibrio dindmico entre capas
sucesivas. Las moléculas de adsorbato se pueden adsorber en la superficie o apilarse encima de otra molécula ya
adsorbida. Esto resulta en una adsorcién de multicapas (N capas).

En el modelo BET usaron un razonamiento similar al del modelo de Langmuir
para balancear las tasas de adsorcidn y desorcidén, pero teniendo en cuenta que el
sistema se conforma de multicapas. Consideraron que existe un equilibrio dinamico
entre capas sucesivas, y que la tasa de adsorcién de una capa en particular es igual a la
tasa de desorcion de la capa consecutiva. Otra de las suposiciones en las que se basaron
para desarrollar el modelo BET fue considerar que la primera capa adsorbida tiene una
energia de adsorcidn caracteristica (E;); mientras que la energia de adsorcién de la
tercera capa (E3) y las capas sucesivas (E4, Es, Eg, ... E;) son iguales a la energia de
adsorcion de la segunda capa (E,). A esta energia la llamaron E; [29].

La ecuacion de BET, considerando un numero de capas infinito (N — o)
corresponde a la Ecuacidn 6, donde g corresponde a la cantidad de adsorbato adsorbido
en la superficie, Q corresponde a la cantidad de adsorbato correspondiente a la
adsorcion de una monocapa completa, x es la presién relativa del gas (razén entre la
presién de equilibrio del adsorbato y la presién de saturacion del adsorbato) y c es la
constante de BET (que equivale a la razén entre las constantes de equilibrio de adsorcidn
de la primera capa K; y de capas superiores K; (Ecuacion 7)).

. Q.C.x (6)
q_(l—x)(l—x+c-x)'

x=£ c=£~ex (EI_EL) (7)
p Tk TP RT

La Ecuacién 6 corresponde a la forma mas comun de la ecuacién de BET, sin
embargo si se considera que el nimero de capas es un niumero finito N (existe un limite
de cudntas capas se pueden adsorber), la ecuacién de BET toma la forma de la Ecuacion
(8). Luego sisetoma N —» ooy x < 1, se recupera la Ecuacién 6.
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_Qrcrx(1—=WN+Dx¥ +n-xV (8)
(11— —x+c x—c-xN*)

Si bien el modelo de BET describe la adsorcion de gases, se ha demostrado que
se puede extender a sistemas mas complejos [30]. En el caso de adsorcion en fase

liquida, la presion relativa del gas x =p£ puede expresarse como la concentracién

?
S
relativa del soluto dada por la Ecuacion 9, donde C corresponde a la concentracién de
equilibrio en fase liquida y C; corresponde a la concentracidn de saturacidén en fase

liguida [30].

":c% (9)

Luego, al construir una isoterma de adsorcion graficando g en funcion de x, es
decir la cantidad de adsorbato adsorbido en la superficie en funcion de la concentracion
relativa del soluto, y ajustar la Ecuacién 8 a la isoterma de adsorcidn, se pueden obtener
los parametros Q, ¢ y N. No obstante, es importante destacar que hay autores que
proclaman que la aplicacién de la isoterma de BET a la adsorcién en fase liquida puede
resultar en una estimacion errénea de los parametros de la ecuacién de BET [29].

Un aspecto interesante de la ecuacion de BET es que en el caso en que sdlo se
adsorbe una capa de adsorbato, N = 1, la Ecuacion 8 se convierte en la Ecuacién 10. Y
considerando la Ecuacion 9 y que la constante de BET equivale al producto entre la
constante de equilibrio de adsorcidn de la primera capa y la concentracién de saturacion
(c = K; - C) [29], la Ecuacidon 10 se convierte en la Ecuacién 11 que corresponde a la
ecuacion de Langmuir (considerando que K; (BET) = K., (Langmuir)= constante de
equilibrio de adsorcién de la primera capa).

_ Qrcx (10)
q_(1+c-x)

QK -C (11)
1= a+k, -0

En resumen tanto el modelo de Langmuir como el modelo de BET describen un
proceso de adsorcidn en condiciones de equilibrio dinamico. Si la adsorcion de
moléculas resulta en la formacion de multicapas de adsorbato, el proceso de adsorcién
podria modelarse segun la isoterma de BET descrita por la Ecuacién 8, que toma la forma
de la Figura 10b. Y en el caso particular en que la adsorcidon de moléculas forma una
monocapa de adsorbato, el modelo de BET se reduce al caso especial del modelo de
Langmuir en donde es esperable obtener una isoterma descrita por la Ecuacién 4, que
toma la forma de la Figura 10a.
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1.4. Objetivo General

El objetivo de esta investigacidn es estudiar la adsorcion y la cinética de adsorcion de
triptofano en grafeno y oxido de grafeno sintetizados mediante depdsito quimico en
fase de vapor de areas grandes.

1.5. Objetivos Especificos

1. Estudiarlas propiedades estructurales de grafeno y dxido de grafeno sintetizados
por PECVD mediante espectroscopia Raman y caracterizar distintos tipos de
triptofano mediante espectroscopia Raman, microscopia Optica vy
espectrofotometria UV-vis.

2. Comparar la adsorcion de triptéfano entre grafeno y 6xido de grafeno mediante
el cambio de concentracion de las soluciones de aminoacidos en contacto con
los materiales a base de carbono.

3. Analizar la cinética de adsorcidn de triptdfano en grafeno y éxido de grafeno y
encontrar un modelo que concuerde con las isotermas de adsorcién.

1.6. Trabajo realizado

Para contribuir al estudio y conocimiento de la interacciéon de nanomateriales 2D
a base de carbono con biomoléculas, en el presente proyecto de tesis decidimos estudiar
de manera experimental la interaccion entre distintos tipos de triptéfano con
nanomateriales 2D a base de carbono: grafeno y 6xido de grafeno, sintetizados
mediante la técnica de deposicion quimica en fase de vapor mejorada con plasma
(PECVD, Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition).

A continuacidon describimos en la seccién de Metodologia los equipos vy
protocolos utilizados para llevar a cabo la investigacién y luego continuamos en la
seccién de Resultados con la discusidon y analisis de los datos obtenidos de los
experimentos realizados.
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2. Metodologia

2.1. Crecimiento de grafeno

Para llevar a cabo la sintesis de grafeno usamos la técnica de deposicién quimica
en fase de vapor mejorada con plasma (PECVD, Plasma Enhanced Chemical Vapor
Deposition). Este es un proceso mediante el cual una pelicula delgada de un material
solido se deposita sobre un sustrato calentado, debido a la descomposicién quimica de
un gas precursor. En este trabajo el gas precursor utilizado corresponde al metano CH,.
Debido a las altas temperaturas del proceso, y a la presencia del sustrato de cobre que
actia como catalizador, el metano experimenta la reaccidon quimica descrita en la
Ecuacion 12.

CH, - C + 2H, (12)

Los dtomos de carbono que surgen de la descomposicidon quimica se depositan
sobre el sustrato de cobre formando una pelicula de grafeno de alta calidad. El proceso
de crecimiento de grafeno recién descrito, ocurre en un horno con tubo de cuarzo cuyo
montaje se muestra en la Figura 12.

(a) Flujdmetro (b) Horno (c) Bomba de vacio

Entrada de gases

|
I
d

[ [ | i l
¥ I
|| Ldmina de cobre :|
': ll
L

L
Gas precursor | I Tubo de cuarzo ¥

________ ]

| |
| |
| |
| |
| |
| |
| I
| |
| I
| |
L

Figura 12. Montaje equipo PECVD. (a) Flujdémetro y suministro de gases. (b) Horno con tubo de cuarzo. (c) Bomba de
vacio turbomolecular.

El procedimiento usado en este trabajo se describe a continuacion. Primero
colocamos una lamina de cobre en el tubo de cuarzo, dentro del horno (Figura 12b),
cerramos el tubo y extraemos el aire con la bomba turbomolecular (Figura 12c). Una vez
gue conseguimos alto vacio dentro del tubo, calentamos el horno hasta una
temperatura de 970°C con un flujo constante de hidrégeno. Cuando alcanzamos dicha
temperatura, continuamos suministrando un flujo de hidrégeno y a ciertos intervalos de
tiempo suministramos metano o plasma de hidrégeno: el primero para que se depositen
los &tomos de carbono en el cobre y el segundo para remover el material que no quede
bien depositado. Finalmente, dejamos enfriar la muestra con un flujo constante de
hidrogeno y purgamos con argén para igualar la presidon dentro y afuera del tubo y asi
poder sacar la muestra del horno.
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2.2. Transferencia de grafeno

Para realizar el experimento de adsorcién de aminoacidos sobre grafeno, es
necesario conocer el drea de este nanomaterial. Una vez que hemos depositado grafeno
sobre una lamina de cobre mediante PECVD, no es posible medir el area del grafeno. Si
bien es posible distinguir mediante espectroscopia Raman (técnica que sera descrita en
la siguiente seccién de la Metodologia) la existencia de grafeno sobre algin punto
especifico de la lamina de cobre, no es visualmente distinguible. Es por ello que usamos
un método libre de polimeros para transferir el grafeno sobre cobre a otro sustrato que
sea Util para el experimento de adsorcién. En nuestro caso usamos placas de cultivo de
6 pocillos y sustratos de éxido de silicio (285 nm) sobre silicio cristalino, Si(100), dopado
tipo p, de 500 um de espesor comprados en Graphene Supermarket.

El proceso de transferencia de grafeno es el siguiente (Figura 13): comenzamos
poniendo la ldmina de cobre con grafeno en una solucién con 20 ml de agua destilada y
4 ml de 4cido nitrico (HNO3) al 70% en un vidrio reloj y dejamos que la muestra flote,
con el lado del grafeno mirando hacia arriba, por 5 minutos. Esto es para eliminar
residuos de carbono de la parte posterior del cobre. Luego con una cuchara de vidrio
traspasamos la lamina de cobre a una placa Petri con una solucion de nitrato férrico
(Fe(NO3)3),con una concentracion de 50 gr de nitrato férrico sélido en 100 ml de agua
destilada. Dejamos reposar aproximadamente una hora hasta que el cobre se disuelve
en el nitrato férrico y el grafeno queda flotando en la solucidn. A esta altura del proceso
ya es posible distinguir visualmente la [dmina de grafeno. Luego con una cuchara de
vidrio pasamos el grafeno flotante a un vidrio reloj con agua destilada. Al hacer esto, los
restos de nitrato férrico decantan hacia el fondo del vidrio reloj, lo cual nos facilita su
remocidon mediante una pipeta de vidrio. Cada vez que sacamos nitrato férrico con la
pipeta, agregamos agua destilada con otra pipeta para que la cantidad de liquido se
mantenga constante, y el grafeno pueda flotar. Repetimos este procedimiento hasta
gue el liquido se vea transparente (si se ve amarillo significa que aun queda nitrato
férrico). A continuacion, con una cuchara de vidrio pasamos el grafeno a una placa Petri
con agua destilada para asegurarnos de que no queden restos de nitrato férrico.

(2 ) HNO, (b} Fe(N0O3); (¢ ) Fe(N03)3

~1 hora después
cu/grafenoo —_— — & N <

(5 minutos)

(d ) H,0 (e ) H,0

Figura 13. Procedimiento para la transferencia de grafeno sintetizado mediante PECVD.

Como mencionamos anteriormente para la presente investigacién hemos usado
dos tipos de sustrato: placas de cultivo y obleas de didxido de silicio. Para cada uno, el
proceso de transferencia es diferente. En el caso de las placas de cultivo (Figura 14a)
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ponemos agua destilada en los pocillos de ésta y traspasamos los pedazos de grafeno de
la placa Petri a los pocillos usando una cuchara plastica de un didmetro cercano al del
pocillo. Luego sacamos el agua con una micropipeta, de modo que el grafeno baje hasta
el fondo del pocillo y dejamos la muestra en un desecador para que las gotas de agua
remanentes que no se pudieron sacar con la micropipeta se evaporen.

b)

N

/
— Ll
Si0,/Si

Figura 14. Etapa final del procedimiento de transferencia de grafeno para a) las placas de cultivo de 6 pocillos y b) los
sustratos de didxido de silicio.

En el caso del didxido de silicio, antes de transferir el grafeno, cortamos la oblea
con una punta de diamante en sustratos rectangulares con dimensiones de 0,8 cm x 4
cm y los sometemos a un procedimiento de limpieza (Figura 15). Este procedimiento
consiste en poner las muestras en un bafio ultrasénico: primero en isopropanol por 5
minutos, y luego en etanol por 5 minutos y finalmente soplar los sustratos con argén.
Una vez que los sustratos se encuentran limpios, continuamos con el procedimiento de
transferencia (Figura 14b), en el cual tomamos los sustratos de silicio con una pinza de
teflén y los colocamos encima de la pelicula de grafeno que se encuentra flotando en
agua en la placa Petri. El grafeno se adhiere al sustrato de silicio y finalmente, soplamos
la muestra con argdén para remover las gotas de agua que quedan después de la
transferencia y asi poder secar la muestra.

Isopropanol (5 min) Etanol (5 min)

Figura 15. Procedimiento de corte y limpieza de los sustratos de didxido de silicio.

Después del procedimiento de transferencia, le tomamos una foto a la muestra con
una regla al lado (para usarla como una escala de longitud de referencia) y analizamos
el area de grafeno en el procesador de imagenes Fiji (Image J).
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2.3. Espectroscopia Raman y Microscopia Optica

La espectroscopia Raman es una técnica no destructiva que sirve para identificar
y caracterizar una sustancia, a partir de los modos vibracionales del material, al ser
excitado por un laser [31]. Esta técnica es util para medir las propiedades estructurales
y electrénicas de materiales a base de carbono (por ejemplo: grafeno, grafito,
nanotubos de carbono, fulereno, etc). Las formas, intensidades y posiciones de los peaks
del espectro Raman de estos materiales nos dan informacidn relevante respecto a cada
uno de ellos [32]. Por ejemplo, en el caso del grafeno (Figura 16), éste presenta tres
bandas caracteristicas: la banda D ubicada en ~1350 cm™? asociada a los defectos de la
muestra, la banda G localizada en ~1580 cm™?! y la banda 2D situada en ~2700 cm™ 1.

9 la

i 2D
8t

Raman Intensity (A. U.)

:t p
1k

1 " 1 " 1 " Il " 1 1

1200 1400 1600 ! 2400 2600 2800 3000
Raman Shift (cm'l)

Figura 16. Bandas caracteristicas del espectro Raman del grafeno [33].

Una de las ventajas del espectro Raman del grafeno, es que a partir de las
intensidades de las bandas G y 2D es posible estimar el niumero de capas del material
(Figura 17) [5,34-37]. Mientras menos sean las capas de grafeno, mayor es la razén
entre la intensidad de la banda 2D y la intensidad de la banda G.

Relacion entre
las intensidades Condicion
de las bandas

Numero de
capas

x>2 el 1 capa

1<x<2 mmmw 2 Capas

x<1 B== 3 0 mas

Figura 17. Calculo del nimero de capas segun el cociente entre la intensidad de la banda 2D y la banda G.
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La espectroscopia Raman también nos permite distinguir la presencia de éxido
de grafeno en una muestra [38—-40] En la Figura 18 observamos un ejemplo del espectro
Raman del éxido de grafeno a distintos niveles de oxidacidn (S1 el menos oxidado y S6
el mas oxidado). En el caso del éxido de grafeno, las bandas D y G tienen una intensidad
mucho mayor que la banda 2D y suelen ser mds anchas que en el caso del grafeno.

S-1 S-4
o S-2 S-5
-
&
£
=
w
]
=
s-3 56

1000 1500 2000 2500 3000 3500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Wavenumber (cm-1)
Figura 18. Espectro Raman del éxido de grafeno [39].

En esta investigacion usamos un espectrémetro Renishaw, equipado con un
microscopio éptico Leica y un ldser de onda continua con longitud de onda de 532 nmy
maxima potencia de 500 mW (Figura 19), ubicado en el departamento de fisica de la
Universidad Técnica Federico Santa Maria, en Valparaiso. Para realizar las mediciones
de los espectros Raman de los nanomateriales utilizamos un rango de Raman Shift entre
1000y 3200 cm™, un objetivo de ampliacion x50 y una potencia del laser del 5%.

Figura 19. Microscopio Raman utilizado en esta investigacion.
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El primer objetivo de estudiar el espectro Raman de nuestras muestras es
distinguir si la sintesis de grafeno fue o no exitosa. Mediante la espectroscopia Raman
podemos observar si se depositd el nanomaterial sobre la lamina de cobre y ademas
podemos inferir propiedades del material sintetizado, a partir de la posicidn, forma e
intensidad de las bandas.

En general, el espectro Raman del grafeno sobre cobre tiene una forma similar a
la de la Figura 20. Si bien, el espectro Raman sobre cobre nos permite identificar, a partir
de las bandas caracteristicas, la presencia de un material a base de carbono, la
fluorescencia del cobre que se observa en el espectro Raman nos impide obtener mayor
informacién respecto al material, como por ejemplo el nimero de capas. Otra
consecuencia de la presencia de fluorescencia del cobre en el espectro Raman es que
no es posible saber a ciencia cierta la relacidn exacta entre las bandas del espectro. Sin
embargo, a partir de la intensidad y anchura de las bandas es posible hacer suposiciones
respecto a qué material esta presente en la muestra, ya sea, grafeno, 6xido de grafeno
o grafito (muchas capas de grafeno).

| CVD Graphene 2D
= | on Cu Foil
st
2
5[
| L | X | N | L | 1 | N
550 1100 1650 2200 2750 3300 3850

Raman Shift (cm™)
Figura 20. Espectro Raman de grafeno sobre lamina de cobre [41].

El segundo objetivo de estudiar el espectro Raman de nuestras muestras es
estudiar la calidad del material. Para ello, después del proceso de transferencia,
medimos el espectro Raman de las muestras de grafeno transferidas sobre sustratos de
didxido de silicio. En este caso, el espectro es de la forma de la Figura 20, y dado que la
fluorescencia del cobre ya no influye en la medicidn, el espectro nos permite observar
con mejor claridad la relacidn entre las bandas D, G y 2D y sacar conclusiones respecto
a la calidad y numero de capas del material.

Ademds de medir los nanomateriales a base de carbono, también medimos el
espectro Raman de los tres tipos de triptdofano que usamos en este trabajo (serdn
descritos en la siguiente seccion), para comparar las estructuras en base a los peaks de
sus espectros.

Ademas de las mediciones de espectroscopia Raman, utilizamos el microscopio
Optico del mismo equipo para obtener imagenes dpticas de las muestras de triptdfano.
La técnica de microscopia Optica sirve para estudiar la microestructura de un material.
La medicidn que llevamos a cabo consistié en depositar una pequefia cantidad de
triptofano en estado sdélido sobre sustratos de didxido de silicio y observar su estructura
con el microscopio éptico.
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2.4. Experimento de adsorcion

La idea general de nuestros experimentos de adsorcidn es poner en contacto un area
conocida de nanomaterial con una solucion de aminodacido, de una concentracién
conocida y estudiar si éste se adsorbe o no en la superficie del nanomaterial a partir de
mediciones de espectrofotometria UV y de microscopia de fuerza atémica (Atomic Force
Microscopy AFM). Los nanomateriales usados en este experimento corresponden a
grafeno y oxido de grafeno, y el aminodcido escogido para el estudio de adsorcion
corresponde a distintos tipos de triptéfano. A continuacion explicamos en detalle las
caracteristicas de los aminoacidos, el procedimiento y los equipos utilizados en este
experimento.

2.4.1. Tipos de triptéfano

En el marco de esta investigacion, utilizamos tres tipos de triptéfano (trp) para
realizar los experimentos de interaccion aminoacido-nanomaterial. Primero trabajamos
con un triptéfano de prueba (de ahora en adelante TRP1), cuya informacién quimica no
conocemos, el cual estaba disponible en el laboratorio y utilizamos para disefiar el
experimento. Luego utilizamos 2 tipos de triptéfano, cuya informacién esta reportada
en la Tabla 3.

Tabla 3. Informacion de los tipos de triptéfano utilizados en este experimento.

Nombre muestra TRP2 TRP3

Férmula Quimica Cy,H,,N,05"HCl Ci4H N, 05

Masa molar (g/mol) 268,7 260,3

Nombre quimico N'-FORMYL-L- NALPHA-ACETYL-DL-
TRYPTOPHAN TRYPTOPHAN METHYL ESTER

HYDROCHLORIDE

Estructura quimica

0O
HoN_(S)
; OH
= o :(
N HN NH
H
O
o |
Marca Iris Biotech Sigma Aldrich
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2.4.2. Preparacion soluciones de triptofano

En cada experimento, para preparar la solucion madre de aminoacido, masamos
cierta cantidad de triptéfano en una microbalanza y lo diluimos con agua MQ en un
matraz aforado de 100 ml. Al comenzar la investigacién, cuando trabajamos con el
triptofano de prueba TRP1, debido a la cantidad limitada de reactivo que poseiamos,
preparamos una solucion madre de 10 uM. Para ello, asumiendo una masa molar de
204,23 g/mol y haciendo la transformacion de la Ecuacion 13 calculamos que para
preparar una solucién de 10 uM en un matraz aforado de 100 ml, necesitdbamos una
masa de 0,2 mg de TRP1.

0,2mgde Trp
100 ml de agua MQ

_ _ 1oFmol My may .
Craare = 104M = 10— 20423 = 0,0020423 [ml] ~

(13)

Dicha solucion madre solo fue utilizada para el primer experimento de adsorcidn,
luego, debido a la dificultad de medir una masa tan pequefa con la balanza, decidimos
preparar la solucion madre de cada experimento diluyendo 2 mg de TRP1 con agua MQ
en el matraz aforado de 100 ml, resultando en una solucién madre de 100 uM de TRP1.

Posteriormente, al trabajar con los triptofanos TRP2 y TRP3, para preparar la
solucién madre mantuvimos constante la cantidad de masa de triptéfano y la cantidad
de agua MQ, es decir, 2 mg de triptéfano en 100 ml de agua MQ. Sin embargo, debido a
las distintas masas molares de los tipos de triptéfano, las concentraciones de las
soluciones madre varian entre un trp y otro en cada experimento.

Al principio de la investigacidon trabajamos con concentraciones pequefias de
triptofano entre 1 y 10 uM, para después continuar nuestro estudio con
concentraciones mayores entre 10 y 70 uM. Para calcular cémo preparar dichas
soluciones usamos la Ecuacién 14. Basicamente, esta ecuacion indica que para preparar
una solucion de concentracién C,, hay que agregar un volumen V; de la solucién de
mayor concentracion C; y unvolumen V, — V; de solvente (en este caso agua MQ), pues,
V, corresponde al volumen final de la solucién de concentracidn C,.

iV, = GV, (14)

Cabe destacar que para todos los triptdfanos y para ambos rangos de
concentracion (ya sea entre 1-10 uM o 10-70 uM), la manera de preparar las soluciones
menos concentradas fue la misma. Utilizamos la Ecuacién 13 para calcular como
preparar una solucion de menor concentracion a partir de la solucién anterior de mayor
concentracion. Es decir, no preparamos todas las soluciones a partir de la solucion
madre, sino solo la primera solucion de mayor concentracion. Y a partir de esta
preparamos la siguiente solucion de mayor concentracioén y asi sucesivamente.

Una vez preparadas las soluciones de distinta concentracion de triptofano,

comenzamos los experimentos de adsorcion con las muestras de grafeno como se
describe a continuacion.
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2.4.3. Espectrofotometria

El razonamiento del experimento de adsorcion es que si los aminodcidos se
adsorben en el grafeno, deberiamos observar una disminucién en la concentracion de
la solucién de triptéfano posterior a la interaccidon, debido a que los aminoacidos
estarian sobre la pelicula de grafeno, y no presentes en el solvente. Lo que nos interesa
medir entonces, es el cambio en la concentracion de la solucidn de triptéfano después
de la interaccion con grafeno. Sin embargo, la concentracién post adsorcién no es una
cantidad que podamos medir directamente en el laboratorio. Lo que realmente
medimos es la absorbancia de las soluciones de triptdfano, la cual es proporcional a la
concentracion de la solucién (esta relacidn serd explicada en la siguiente seccién).

El equipo de medicidn que se usa para medir la absorbancia de una solucion es un
espectrofotémetro, el cual estd compuesto por una fuente de luz (ldmpara), un
monocromador, un compartimento para poner la muestra y un fotodetector (Figura 21).
La manera en que funciona es la siguiente: una lampara emite haces de luz blanca en
distintas direcciones que pasan a través de un monocromador. El monocromador esta
compuesto por un colimador, el cual cambia la direccién de estos haces de luz para
obtener haces paralelos, un prisma, que refracta el haz de luz y la separa en distintas
longitudes de onda, y una ranura, que actia como selector de la longitud de onda que
incidira en la muestra. En el compartimento para poner la muestra, se coloca una cubeta
o una placa de cultivo con la solucidén que se quiera medir y se hace pasar un haz de luz
de longitud de onda conocida que sale del monocromador, con intensidad I,. Luego, se
utiliza un fotodetector para medir la intensidad I del haz de luz que llega después de
haber pasado por la muestra. Finalmente, usando la Ley de Beer-Lambert (Ecuacion 15),
el equipo calcula la absorbancia de la solucidn a partir de la relacion entre la intensidad
de la luz incidente (/) y transmitida (1) por la muestra.

A= —log(é) (15)

Colimador Ranura
Cubeta

Prisma

\
-—
-

A — / Io I
- - \ I > Fotodetector
O — N todetect

Fuente de luz

N /
Y

Monocromador

Figura 21. Funcionamiento de un espectrofotémetro.
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Para realizar las mediciones de absorbancia de este estudio, utilizamos cuatro
equipos de medicién: un espectrofotometro Lambda 750 de marca PerkinElmer (Figura
22a), un espectrofotémetro Spectroquant Prove 300 de marca Merck (Figura 22b), un
lector de placas Synergy HTX (BioTek) (Figura 22c), los tres ubicados en los laboratorios
del Edificio de Ciencia y Tecnologia de la Universidad Tecnolégica Metropolitana (UTEM)
en la ciudad de Santiago, y un espectrofotometro Spectronic Genesys 5 (Figura 22d)
ubicado en el laboratorio de alimentos del Departamento de Ingenieria Ambiental y
Quimica de la Universidad Técnica Federico Santa Maria en Valparaiso.

Con los equipos Lambda 750 y Spectroquant Prove 300, los espectros de
absorbancia de las soluciones de triptéfano fueron medidos en un espectro de longitud
de onda entre 190 nm y 400 nm, a intervalos de 1 nm. Al contrario, con los equipos
Synergy HTX y Spectronic Genesys 5, las mediciones de absorbancia fueron realizadas
para un valor especifico de longitud de onda. Con el lector de placas Synergy HTX, sélo
medimos soluciones de triptéfano TRP2. La longitud de onda que escogimos medir con
el equipo fue de 298 nm. La razdn de escoger esta longitud de onda es que al medir
previamente su espectro de absorbancia en el equipo Lambda 750, observamos un peak
caracteristico del TRP2 a los 298 nm. Por otro lado, con el espectrofotémetro Genesys
5, s6lo medimos soluciones de triptdofano TRP3. Para ello escogimos una longitud de
onda de 280 nm porque al medir previamente el espectro de absorbancia del TRP3 en
el espectrofotémetro Spectroquant Prove 300, observamos que su peak caracteristico
se encontraba en los 280 nm.

Para el equipo Synergy HTX utilizamos placas de cultivo de 6 pocillos para medir las
muestras. Para los otros tres equipos usamos cubetas de cuarzo con path length de 1
cm para medir las muestras. En todos los espectrofotdmetros utilizamos agua MQ como
blanco para las mediciones.

a)

R T

SPECTRONIC® GENESYS 5

Figura 22. Espectrofotometros usados en esta investigacion: a) Lamda 750 PerkinElmer, b) Spectroquant Prove 300
Merck, c) lector de placas Synergy HTX (BioTek) y d)Spectronic Genesys 5.
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2.4.4. Experimento de adsorcidn con placas de cultivo

Una vez que tenemos preparadas las soluciones de triptéfano de distinta
concentracion, usamos una parte de ellas para realizar una curva de calibracion que
relacione la absorbancia de las muestras con su concentracién y otra parte para el
experimento de adsorcién.

Para obtener la curva de calibracidn, lo primero que hicimos fue medir el espectro
de absorbancia de las soluciones de triptofano en el espectrofotémetro y a partir de los
resultados escoger una longitud de onda donde se observara un peak caracteristico.
Luego, al graficar la absorbancia, a dicha longitud de onda especifica, en funcién de la
concentracion (ya conocida) de la solucidn, se obtiene una recta como la de la Figura 23,
cuya ecuacion determina la relacion entre la absorbancia y la concentracion.

El experimento que disefiamos para estudiar la adsorcién de aminoacidos en
nanomateriales consiste en poner 3 ml de solucion de triptéfano de concentracién
conocida en cada pocillo con grafeno de una placa de cultivo y dejar interactuar a cierto
tiempo, ya sea 3 0 24 horas, y a cierta temperatura conocida, ya sea 4°C o temperatura
ambiente. Una vez completado el tiempo de interaccidn, retiramos las soluciones de
triptéfano de los pocillos, y medimos su absorbancia en el espectrofotémetro. Luego
comparamos las mediciones de absorbancia antes y después de la interaccién para
observar si los aminodcidos se adsorbian en el grafeno. Ademas, a partir de la curva de
calibracion y las mediciones de absorbancia después de la interaccién, calculamos la
concentracion de la solucién post adsorcidn. Los equipos que usamos en este tipo de
experimento, corresponden a los espectrofotometros Lambda 750 y Spectroquant
Prove 300. En este experimento sélo utilizamos grafeno como material adsorbente y
TRP1y TRP2 como adsorbato.

Curva calibraciéon

Absorbanciala.u.]
[ )

Concentracion [uM]

Figura 23. Ejemplo de curva de calibracidn que relaciona la absorbancia de una solucién con su concentracion.
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2.4.5. Experimento cinética de adsorcion

La idea del experimento de cinética de adsorcidn es estudiar la tasa de adsorcién
y desorcidn del triptéfano sobre el nanomaterial. En este experimento usamos el mismo
razonamiento del experimento de adsorcion anterior: si los aminoacidos se adsorben en
el nanomaterial, deberiamos observar una disminucidon en la concentracidon de la
solucion de triptofano posterior a la interaccidn y por consiguiente una disminucién en
la absorbancia de la solucién. Por lo tanto, para estudiar la evolucion temporal de la
interaccion aminoacido-nanomaterial, medimos la absorbancia de las muestras en
distintos momentos de la interaccion.

En esta investigacion disefiamos dos tipos de experimentos para estudiar la
cinética de adsorcion de triptéfano en grafeno u o6xido de grafeno. En el primero
utilizamos grafeno y o6xido de grafeno como material adsorbente y TRP2 como
adsorbato y utilizamos el equipo Synergy HTX. El experimento consiste en transferir el
nanomaterial a las placas de cultivo, de manera que quede en las orillas, lejos del centro
del pocillo de la placa (esto es para que el nanomaterial no obstruya el paso de la luz
durante la medicion en el lector de placas). Después, en cada pocillo con nanomaterial
colocamos 6 ml de solucién de triptéfano TRP2 de distintas concentraciones y medimos
su absorbancia a los 298 nm en el lector de placas Synergy HTX en el momento inicial
(0:00). Luego, medimos la absorbancia de las soluciones cada media hora hasta la hora
4:00, dejando reposar la placa en el refrigerador a 4°C entre cada medicidn. Para
mantener la humedad y evitar la evaporacién del agua de las soluciones de triptéfano,
la manera de almacenar las muestras en el refrigerador fue colocar las placas de cultivo
en una caja con un pocillo con agua dentro. Para este experimento medimos también la
absorbancia de las soluciones de triptéfano en placas de cultivo sin nanomaterial
transferido encima, para utilizar como punto de referencia. Al final del experimento
comparamos los valores de absorbancia para estudiar la cinética de adsorcién.

En el segundo experimento que disefiamos para el estudio de la cinética de
adsorcion, utilizamos grafeno y 6xido de grafeno como material adsorbente y TRP3
como adsorbato y utilizamos el equipo Spectronic Genesys 5. Este experimento consiste
en transferir los nanomateriales en sustratos de diéxido de silicio de dimensiones de 0,8
cm x 4 cm, de modo tal que quepan dentro de las cubetas de cuarzo que van en el
espectrofotdmetro. Colocamos los sustratos a un costado de la cubeta, y los pegamos
con cinta doble faz, de manera que no obstruyera el paso de la luz en el
espectrofotémetro (Figura 24). Luego en cada cubeta colocamos 3,5 ml de solucidon de
triptéfano de distintas concentraciones y dejamos interactuar dentro del
espectrofotdmetro Spectronic Genesys 5 a temperatura ambiente. Para estudiar la
evolucidon temporal de la concentracidon de la solucion de triptéfano, medimos la
absorbancia a una longitud de onda de 280 nm cada media hora desde el momento
inicial (hora 0:00) hasta la hora 4:00 de interaccién, luego medimos a la hora 19:00 y
finalmente a la hora 24:00 del experimento.
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Figura 24. Montaje de la muestra de grafeno u éxido de grafeno sobre silicio dentro de la cubeta de cuarzo y posicion
respecto al espectrofotdmetro. a)Vista frontal, b)Vista lateral.

2.4.6. Analisis de datos

A partir de los datos obtenidos en los espectros de absorbancia vs longitud de
onda, las areas de los nanomateriales medidas en Fiji (Imagel), y las concentraciones
iniciales y finales de aminoacido calculadas a partir de la curva de calibracién, llevamos
a cabo un analisis de datos con distintos graficos para comparar los aspectos
importantes del experimento.

Grafico absorbancia (A) vs concentracion inicial (C,icia1)

Primero graficamos los valores medidos de absorbancia (A) en funcién de su
concentracion inicial Cjy;iciqr Para cada solucidn de trp antes y después del proceso de
interaccidn con grafeno u éxido de grafeno. Esto nos sirve para distinguir en una primera
instancia si hubo adsorcidon de trp en el nanomaterial, pues, si el trp se adsorbe, la
concentracion de la solucidon cambia, y por consiguiente, también la absorbancia.

Grafico porcentaje de cambio de absorbancia (%AA) vs concentracion inicial (C,icia1)

El porcentaje de cambio de absorbancia %AA estda dado por la Ecuacion 16,
donde Ajniciar Y Afinar SON la absorbancia de la solucion de trp antes y después de la
interaccidon con el nanomaterial, respectivamente. El grafico de porcentaje de cambio
de absorbancia en funcién de la Ci,jciq; NOS indica cuanto cambid la absorbancia en
comparacion a su valor inicial en funcién de la concentracion inicial de las soluciones de
trp. Un %AA positivo, indica que la absorbancia disminuyd posterior a la interaccién, lo
cual es un indicio de que si hubo adsorcién de trp en el nanomaterial.

(16)

Ainicial - Afinal

%AA = x 100

Ainicial
Grafico cambio de concentracion(AC) vs concentracion inicial (Cicial)

También estudiamos el comportamiento del cambio de concentracién AC en
funciéon de la concentracion inicial. El cambio de concentracion estd dado por la
diferencia entre la concentracién inicial y final de trp (Ecuacién 17). Las concentraciones

34



fueron calculadas a partir de la curva de calibracion de cada experimento, a partir de los
valores medidos de absorbancia. Este grafico nos da una idea de cdmo depende la
cantidad de trp adsorbido segun la concentracion inicial de la soluciéon. Un AC positivo
indica que hubo adsorcién de trp en el nanomaterial.

AC = Cinicial - Cfinal (17)
Grafico cambio de concentracidon(AC) vs area nanomaterial

Al graficar el cambio de concentracion en funcion del area del nanomaterial
estudiamos cuanto trp se adsorbe en la superficie del nanomaterial segun el area
disponible para la interaccion.

Grafico porcentaje de cambio de concentracidon(%AC) vs concentracion inicial (C,iciq1)

El porcentaje de cambio de concentracidn %AC esta descrito por la Ecuacion 18,
donde Cinjciar Y Crinar SON la concentracion de la solucion de trp antes y después de la
interaccidon con el nanomaterial, respectivamente. El grafico de porcentaje de cambio
de concentracion en funcion de la Cjp;iciq; NOS indica cuanto cambid la concentracidn en
comparacion a su valor inicial en funcién de la concentracion inicial de las soluciones de
trp. Un %AC positivo, indica que la concentracidén disminuyd posterior a la interaccion,
lo cual es un indicio de que si hubo adsorcidn de trp en el nanomaterial.

(18)

Cinicial - Cfinal

%AC = x 100

Cinicial
Grafico porcentaje de cambio de concentracion(%AC) vs area nanomaterial

Al graficar el porcentaje de cambio de concentracion en funcion del area del
nanomaterial estudiamos cuanto cambia la concentracién de la solucién de trp respecto
a su valor inicial segun el area disponible del nanomaterial para la interaccion.

Grafico q vs concentracion inicial (Cipicial)

Por ultimo, graficamos isotermas de adsorcidn, i.e. moles adsorbidos por unidad
de area (q [umol/m?]) en funcién de la concentracidn inicial (Cipiciq [Umol/L]) de las
soluciones de triptofano. Para calcular los moles adsorbidos multiplicamos la diferencia
de concentraciéon (AC) por el volumen (V) de la solucién. Luego para calcular g,
dividimos los moles adsorbidos por el drea del nanomaterial (S) (Ecuacién 19).

_ moles adsorbidos VX (Ciniciat — Crinar) (19)
1= area nanomaterial S

Las isotermas de adsorcion nos permiten estudiar la cantidad de triptéfano
adsorbido por unidad de area en funcion de la concentracion inicial de la solucidn.
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2.4.7. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM, Atomic Force Microscopy)

La técnica de microscopia de fuerza atdmica (AFM, Atomic Force Microscopy), es
una técnica de alta resolucién que nos permite analizar la topografia de una muestra
mediante un mapeo/rastreo de la superficie empleando un cantilever con una punta
(Figura 25). La manera en que funciona es la siguiente: al recorrer la muestra con el
cantilever, la interaccidon entre la punta del cantilever y la muestra, resulta en una
deflexién del cantilever. Esta deflexion se puede monitorear utilizando un laser que
incide en la parte posterior del cantilever y que se refleja hacia un fotodetector, de modo
gue si el cantilever sufre una deflexién, la luz reflejada cambiara y el fotodetector
recibird sefales distintas. En general, dependiendo del modo de funcionamiento de la
medicién, segun la sefial recibida en el fotodetector, un circuito de retroalimentacién
mantiene la interaccion entre la punta y la muestra, controlando la distancia entre la
puntay la muestra [42].

El AFM tiene dos posibles modos de operacidn: estatico y dindmico [43]. En el
modo estdtico o modo de contacto, la punta esta constantemente en contacto con la
muestra, mientras que en el modo dindmico, la punta se hace oscilar ya sea a una
frecuencia constante (modo FM: frecuencia modulada) o a una amplitud constante
(modo AM: amplitud modulada). Existen dos tipos de modo dinamico: el modo de no
contacto, en el que la punta nunca toca la muestra (puede ser modo FM o AM) y el modo
repiqueteo (tapping mode) en el que la punta estd en contacto intermitente con la
muestra, para el cual se usa el modo AM. Dependiendo del modo de operacién, el
sistema de retroalimentacién controla la distancia entre la punta y la muestra
manteniendo constante: la fuerza aplicada para el modo de contacto, la frecuencia o
amplitud para el modo de no contacto y la amplitud de oscilacidn para el modo tapping.
Finalmente, a partir del registro de las sefiales de retroalimentacion (altura del
cantilever) medidas en cada punto de escaneo, se construye una imagen de la topografia

de la muestra.
Fotodetector

— Laser o

Cantilever

Figura 25. Componentes principales de un microscopio de fuerza atémica.

En este trabajo, con el objetivo de poder distinguir la presencia o ausencia de
triptéfano en las muestras de grafeno u éxido de grafeno, medimos la topografia de las
muestras mediante la técnica de microscopia de fuerza atémica (AFM) antes y después
del experimento de cinética de adsorcion con sustratos de didxido de silicio. El
instrumento utilizado en esta investigacion consiste en un FlexAFM de marca Nanosurf,
equipado con una punta PPP-FMR. Para analizar las muestras usamos el modo de
repiqueteo (tapping mode) y mediante el software Gwyddion obtuvimos imdagenes
topograficas de 10x10 um, 5x5 ymy 2x2 ym.
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3. Resultados
3.1. Sintesis de Nanomateriales

De acuerdo con las mediciones de espectroscopia Raman sobre cobre (Figura 26),
obtuvimos muestras de grafeno y d6xido de grafeno como resultado del proceso de
sintesis utilizando la técnica de PECVD. En el caso del grafeno sobre cobre, se observa la
presencia de las bandas G en ~1588 cm™ y 2D en ~2673 cm?, mientras que la banda D
es casi inexistente, indicando la ausencia o poca cantidad de defectos en la muestra. Al
contrario, en el caso del 6xido de grafeno, observamos que las bandas D en ~1346 cm™
y G en ~1592 cm™ son los peaks mas prominentes y el gran ancho de estas bandas nos
dan indicio de la presencia de éxido en la muestra, mientras que la banda 2D en ~2665
cm! estd casi ausente.

—&— Grafeno / Cu
—&— Oxido de grafeno / Cu

Intensity [a.u.]

T N T N T

- T -
1000 1500 2000 2500 3000

Raman shift [cm™]

Figura 26. Espectro Raman de grafeno sobre cobre (negro) y 6xido de grafeno sobre cobre (rojo).

Para realizar los experimentos de adsorcidn, transferimos el grafeno y el éxido de
grafeno sobre dos tipos de sustrato: placas de cultivo (Figura 27a) y obleas de didxido
de silicio (Figura 27b). En el caso de las placas de cultivo, obtuvimos distintos valores de
area de grafeno, siendo la mas grande de 2,8 cm?. Mientras que, en el caso de los
sustratos de didxido de silicio, las dreas de los nanomateriales transferidos se
encuentran en un rango entre 1 cm?y 2,7 cm?. La diferencia entre las areas transferidas
de nanomateriales es resultado del proceso de transferencia de grafeno, en el cual el
nanomaterial puede fragmentarse, dificultando la posibilidad de transferir el area
completa de nanomaterial.
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Figura 27. Grafeno transferido sobre: a) una placa de cultivo, b) una oblea de diéxido de silicio.

En el caso de los nanomateriales transferidos sobre placas de cultivo solo tenemos
la informacion de su espectro Raman sobre cobre, que nos permite distinguir entre
grafeno y doxido de grafeno, pues no es posible realizar mediciones Raman sobre este
tipo de sustrato. Sin embargo, en el caso de los sustratos de didxido de silicio, si pudimos
realizar mediciones de espectroscopia Raman para estudiar con mas profundidad los
nanomateriales sintetizados en este experimento. En la Figura 28 se muestran curvas
representativas de estos espectros. En el caso del grafeno observamos que la banda D
ubicada en ~1344 cm™ es muy pequefia en comparacion a las demds bandas, indicando
gue corresponde a una muestra con muy pocos defectos. Ademas, al comparar la
intensidad de las bandas G ubicada en ~1584 cm™ y 2D ubicada en ~2690 cm,
observamos que el grafeno sintetizado corresponde a una monocapa, ya que la razén
entre las intensidades 2D/G es 3,4. En cuanto al 6xido de grafeno, observamos que la
banda 2D localizada en ~2702 cm™ es pequefia respecto a las demds bandas, mientras
que el ancho e intensidad de las bandas D ubicada en ~1350 cm™ y G ubicada en ~1595
cmL, nos indican la presencia de éxido en la muestra.

] —&— Grafeno / SiO,

4 —o— Oxido de grafeno / SiO,
£l
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Figura 28. Espectro Raman de grafeno sobre SiO; (negro) y éxido de grafeno sobre SiO; (rojo).
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3.2. Caracterizacion Triptofano

Como mencionamos en la Metodologia, en este trabajo utilizamos tres tipos de
triptofano y caracterizamos cada uno de ellos mediante espectroscopia Raman,
microscopia 6éptica y mediciones de absorbancia. En la Figura 29, se muestran los
espectros Raman de los distintos tipos de triptéfano sobre sustratos de didxido de silicio.
Observamos que existen diferencias entre un espectro y otro, lo cual es algo esperable
debido a la diferencia en la estructura quimica de cada reactivo.

En la Figura 30 se muestran imagenes de microscopio dptico (de la misma escala,
con una maghnificacién de x50) de triptéfano sobre sustratos de didxido de silicio. Se
observan diferencias entre los tres tipos de muestra: en el caso del TRP1 se observan
aglomeraciones de triptéfano, mientras que para el TRP2 y para el TRP3, se observa una
estructura prismatica, siendo el TRP2 mas largo que el TRP3.

) Espectro Raman TRP, laser 1%, objetivo x50 Espectro Raman TRP, laser 1%, objetivo x50
: i 25000 »
200001 o TRP1: unknown VS:,‘;M,?._;*‘ ; WM% )
[ © TRP2: C12H12N203+HCI ;@M;"dw‘f . . w"’wx%
15000 ® TRP3: C14H16N203 e 20000
= i ; ™ 5
3 i e z TRP1: unknown
> LA < 15000
Z [ PR z ® TRP2: C12H12N203+HCI
§ 10000p  fed g
e L™ ) shA 2 © TRP3: C14H16N203
- il ‘n.\, i LN e i ~ 10000 St
: . :‘:“ﬂ_.wff P il ”,M" o o 8 'ﬁ.-w’g.a‘m_
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Figura 29. Espectroscopia Raman de TRP1 (verde), TRP2 (azul) y TRP3 (rosa) sobre obleas de didxido de silicio.

Figura 30. Imagenes de microscopio dptico de triptéfano (sélido) sobre obleas de diéxido de silicio: a) TRP1, b) TRP2
y c) TRP3.
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Absorbancia [a.u.]

Por ultimo, medimos el espectro de absorbancia para distintas concentraciones
de triptéfano con cada muestra a una temperatura de 4°C (Figura 31). En cada caso,
preparamos la solucién madre y la diluimos en concentraciones menores usando la
misma metodologia. Sin embargo, debido a los distintos pesos moleculares de los tipos
de triptéfano, las concentraciones varian entre un trp y otro. Cabe destacar que el
espectro de absorbancia del TRP1 y del TRP2, fueron medidos con el espectrofotémetro
Lambda 750, mientras que el espectro de absorbancia del TRP3, fue medido con el
espectrofotdémetro Spectroquant Prove, debido a que el primero no estaba disponible.
Lo primero que observamos es que a medida que aumenta la concentracién de
triptéfano, aumenta también la absorbancia. En el caso del TRP1 (triptéfano de prueba)
y del TRP3, el peak en la absorbancia se encuentra aproximadamente en una longitud
de onda de 280 nm, mientras que en el caso del TRP3 el peak se encuentra en una
longitud de onda de 298 nm.

Espectro de absorbancia TRP 1 (4°C) b) 05 Espectro de absorbancia TRP 2 (4°C)
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Figura 31. Espectros de absorbancia de los distintos tipos de triptéfano: a) TRP1, b) TRP2 y c) TRP3 medidos a 4 °C.
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3.3. Experimentos de adsorcion

3.3.1. TRP1

Antes de informar los resultados de los experimentos, cabe mencionar algunos
aspectos importantes sobre las mediciones del triptéfano de prueba TRP1. En primer
lugar, todas las mediciones de absorbancia para el TRP1, fueron realizadas con el
espectrofotdémetro Lambda 750. En segundo lugar, las concentraciones reportadas en
estos experimentos fueron preparadas asumiendo una masa molar de 204,23 g/mol
para el triptéfano de prueba. En tercer lugar, es relevante sefialar que previo a cada
experimento, medimos el espectro de absorbancia de las soluciones de triptéfano de
prueba antes de la interaccidn con los nanomateriales. En todas estas mediciones
observamos que las mediciones de absorbancia tenian la forma del espectro de la Figura
31a, en donde se distingue un peak caracteristico en los 280 nm. Por ello elegimos esta
longitud de onda para comparar y analizar los valores de absorbancia antes y después
de cada interaccidn con el triptéfano de prueba TRP1.

3.3.1.1. Interaccion con grafeno por 3 horas a T° ambiente

El primer experimento con el triptéfano de prueba TRP1 que realizamos en esta
investigacion consistio en colocar un volumen de 3 ml de soluciones de triptéfano de
distinta concentracion (entre 1y 10 uM) en contacto con peliculas de grafeno (con areas
entre 0,17 y 0,3 cm?) depositadas sobre placas de cultivo y dejar interactuar por 3 horas
a temperatura ambiente. Una vez pasado el tiempo de interaccion, retiramos las
soluciones de las placas de cultivo y medimos su espectro de absorbancia en el
espectrofotémetro.

Analisis Absorbancia

En la Figura 32 se encuentran los resultados de las mediciones de absorbancia a
los 280 nm antes (datos calibracion) y después (datos post adsorcion) de la interaccion.
Lo primero que observamos fue que mientras mayor es la concentracidn inicial, mayor
es la absorbancia medida. Al comparar las mediciones previo y posterior a la interaccion,
observamos que en todos los casos la absorbancia aumentd después de las 3 horas del
experimento. Esto es contrario a lo esperado, ya que la adsorcion del aminoacido en
grafeno baja su concentracion en la solucidn y por ende la absorbancia. Creemos que
esto se debe a que el agua se evapord, por lo tanto, no fue posible detectar si
efectivamente el triptéfano se adsorbio al grafeno.
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A (280 nm) [a.u.]
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Figura 32. Absorbancia a los 280 nm en funcién de la concentracién inicial de las soluciones de TRP1 antes del
experimento de adsorcidn (negro) y después de 3 horas de interaccidn con grafeno a temperatura ambiente (verde).
Los valores encima de los datos corresponden a las areas de los grafenos.

Otra posibilidad que consideramos como causa del aumento de la absorbancia
fue que el grafeno se podria estar disolviendo en el agua, asi que a continuacion
realizamos un experimento para poner esta hipdtesis a prueba. Para ello pusimos agua
en contacto con grafeno transferido en placas de cultivo por 24 horas, a 4°C, medimos
su espectro de absorbancia después de la interaccion y comparamos con el espectro de
absorbancia del agua MQ. Los resultados se muestran en la Figura 33. De acuerdo con
lo medido, el cambio en el espectro del agua MQ después de la interaccidén con grafeno
no es significativo. Existe la posibilidad de que el grafeno se disuelva en el agua, pero el
equipo mide una diferencia muy pequefia, por lo cual no podemos saber a ciencia cierta
si el cambio se debe a eso o a un error del equipo de medicién. Sin embargo, en
cualquiera de los dos casos, la diferencia es tan pequefia, que descartamos la hipétesis
de que ésta sea la causa del aumento en la absorbancia del experimento de adsorcion
anterior.

INTERACCION AGUA MQ-GRAFENO(24 hrs 4°C)
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Figura 33. Espectro de absorbancia del agua MQ después de estar en contacto con grafeno por 24 horas a 4°C. Las
leyendas indican las areas de los grafenos.
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3.3.1.2. Interaccion con grafeno por 3 horas a 4°C

Para evitar el problema de la evaporacion del agua, decidimos realizar un
segundo experimento de adsorcion con el triptéfano de prueba TRP1 en grafeno con las
mismas condiciones de tiempo (3 horas), volumen (3 ml), concentracidn inicial de
triptéfano (entre 1y 10 uM) y sustrato (placa de cultivo) del primer experimento, pero
esta vez a una temperatura de 4°C. En la primera prueba utilizamos un rango pequefo
de areas de grafeno: entre 0,07 y 0,3 cm?, mientras que para la segunda prueba
utilizamos rangos mas grandes: entre 1,0y 2,3 cm?.

Analisis Absorbancia

Lo primero que analizamos a partir de los datos medidos en el
espectrofotémetro fue el comportamiento de la absorbancia (a los 280 nm) en funcién
de la concentracion inicial (Figura 34). En la Prueba 1, que corresponde a las areas
pequeias de grafeno, al comparar las absorbancias de las soluciones de TRP1 antes y
después de la interaccién con grafeno, observamos que hubo adsorcién de triptéfano
sobre grafeno para concentraciones iniciales de triptéfano entre 5 y 10 uM, pues la
disminucion en la absorbancia se relaciona con una disminucion de la concentracion.
Para la concentracion de 3,34 uM observamos que la absorbancia post adsorcién
aumentd. En el caso de la solucion de 1,12 uM, la absorbancia se mantuvo
practicamente constante después de estar en contacto con grafeno. Dado que el
espectro de absorbancia para esta concentracién se encontraba cerca del espectro del
agua, la descartamos para los experimentos posteriores.

En la Prueba 2 (Figura 34a), que corresponde a las areas grandes de grafeno,
observamos que en el caso de las tres concentraciones mas altas (entre 5y 10 uM), la
absorbancia post adsorcidén disminuyd, lo cual es un indicio de que si hubo adsorcidn de
triptéfano sobre grafeno. En cuanto a la solucion de concentracién de 3,34 uM, se
observé un leve aumento en la absorbancia, que creemos se encuentra dentro del error
del equipo.

Otro aspecto del experimento que estudiamos a partir de los datos medidos fue
el comportamiento de el porcentaje de cambio en la absorbancia (Ecuacién 16) en
funcién de la concentracion inicial a los 280 nm (Figura 35). De acuerdo con la Ecuacidn
16, los valores positivos en el grafico de barras indican que hubo adsorcion. Observamos
que en el caso de la Prueba 1, para areas pequefas, hay una tendencia de aumento de
%AA en funcidn de la concentracion inicial excepto para la concentracion de 3,34 uM.
En cuanto a la Prueba 2, para dreas grandes, no observamos ninguna tendencia en
particular del porcentaje de cambio de la absorbancia en funcion de la Cjyiciqr- En @ambas
pruebas, no se observé adsorcion para la concentracion de 3,34 uM.
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Figura 34. Absorbancia a los 280 nm en funcién de la concentracidn inicial de las soluciones de TRP1 antes del
experimento de adsorcién (calibracién) y después de 3 horas de interaccidn (post adsorcidn) con grafeno a 4°C para
a) Areas pequefias y b) Areas grandes de grafeno (los valores de las dreas se encuentran encima de los datos).
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Figura 35. %AAbsorbancia a los 280 nm en funcidn de la concentracién inicial de las soluciones de TRP1 después de 3
horas de interaccion con grafeno a 4°C para: Prueba 1 (dreas pequefias) y Prueba 2 (4reas grandes). Los valores de las
areas se encuentran encima de los datos.
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Analisis Concentracion

Ademas del cambio en la absorbancia, estudiamos también el cambio en la
concentracion de las soluciones, de acuerdo con la Ecuacién 17, en funcidon de la
concentracion inicial. Calculamos la concentracion final a partir de la curva de
calibracion, reemplazando el valor medido de la absorbancia post adsorcidén en la
ecuacion de la curva de calibraciéon. En cuanto a la concentracion inicial, conocemos su
valor debido a que sabemos con cuanta masa de triptéfano preparamos la solucién. Sin
embargo, al reemplazar la Cjpiciq conocida y la Cyipnq calculada en la Ecuacion 17, los
valores no concordaban con lo observado en el andlisis de absorbancia. Una disminucion
en la absorbancia significa una disminucién en la concentracidn. Sin embargo, a pesar
de que en algunos casos la absorbancia disminuia, el cdlculo de la Ecuacion 17 indicaba
gue la concentracidon aumentaba para las concentraciones iniciales menores. Con esto
concluimos que la curva de calibracién no funciona para concentraciones iniciales
pequefias, y por ello, decidimos calcular el AC con una Cjy,;.iq; Calculada a partir de la
curva de calibracion. Es decir, introducimos el valor de absorbancia de la solucién antes
de la interacciéon en la ecuacion de la curva de calibracién para obtener una
concentracion inicial calculada.
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Figura 36. Diferencia de concentracidn AC en funcidn de a) la Ciyiciq1Y b) €l drea del grafeno; y porcentaje de cambio
de la concentracién %AC en funcién de c) la Ciyiciqry d) el drea de grafeno, después de 3 horas de interaccién con
grafeno a 4°C para: Prueba 1 (rosado) y Prueba 2 (morado). En a) y c) los valores de las areas se encuentran encima
de los datos. En b) y d) los valores de la C;y,;ciqiS€ €ncuentran encima de los datos.

En la Figura 36a, reportamos el AC obtenido con la Cj;,;iq; calculada en funcidn
de la Cipjciqr cOnocida (no calculada). La razén de no reportar la Ciyiciq Calculada en el
eje x es que asi es mas facil comparar ambas pruebas para las mismas concentraciones
iniciales conocidas. Los valores positivos de AC indican que hubo adsorcidn. Observamos
gue tanto en la Prueba 1, para areas pequefias, como en la Prueba 2, para areas grandes,
hay una tendencia de aumento de AC en funcidon de la concentracién inicial
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exceptuando la solucién con Ciyiciq; de 3,34 uM. Es decir, a mayor concentracion inicial
de triptdéfano, mayor es el cambio en la concentracion.

Ademas de la diferencia de concentracion, también estudiamos el cambio en
porcentaje de la concentracion (de acuerdo con la Ecuacidn 18) en funciéon de la Cipjciq:-
Los resultados se encuentran en la Figura 36¢. Al igual que para AC, calculamos %AC con
la Ciniciar calculada con la curva de calibracidn. En el caso de la Prueba 1 se observa una
tendencia de aumento en el cambio porcentual de la concentracién en funcién de la
Cinicial €xceptuando la solucién con Cipjciq; de 3,34 uM. El mayor cambio fue de un 6%
respecto ala Ci,iciq; de 10 uM. Para la Prueba 2 no observamos una tendencia del %AC
en funcion de la Cipiciar-

Para estudiar el comportamiento de la adsorcidn en funcion del area, graficamos
el cambio de concentraciéon AC y el cambio porcentual de la concentracién %AC en
funcién del drea del grafeno (Figura 36 b y d respectivamente). A partir de los resultados
se observa que no hay relacion entre el cambio de concentracion y el drea del grafeno.

Isoterma de adsorcion q (Cipnicial)

El dltimo andlisis que realizamos para este experimento fue construir una
isoterma de adsorcion que cuantificara la cantidad de moles adsorbidos por unidad de
area (g, Ecuacion 19) en funcion de la Cipiciq; (Figura 37). Cabe mencionar que
calculamos q con los valores de Cjy;ciq; Calculados con la curva de calibracién.

En el caso de la Prueba 1 (Figura 37a), pudimos hacer un ajuste cuadratico a la
isoterma de adsorcidn incluyendo solo las 3 concentraciones mas altas, mientras que en
la Prueba 2 no pudimos realizar un ajuste a la curva debido a que no observamos un
comportamiento en particular de los datos. Ademas, debido a la poca cantidad de datos
fue dificil observar su comportamiento y modelarlo segun la tendencia de los datos.

a) 3 horas, 4°C,Grafeno-TRP1 b) 3 horas, 4°C,Grafeno-TRP1
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Figura 37. Isotermas de adsorcion q (Cipiciq) Para: a) Prueba 1 (dreas pequefias) y b) Prueba 2 (dreas grandes),
después de 3 horas de interaccién con grafeno a 4°C.
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3.3.1.3. Interaccidn con grafeno por 24 horas a 4°C

A continuacion, decidimos estudiar la adsorcién del triptéfano TRP1 sobre
grafeno en placas de cultivo a 4°C después de 24 horas de interaccion. Para ello,
realizamos el experimento de adsorcién dos veces con distintas muestras de grafeno (de
areas grandes entre 1,7 y 2,7 cm?). Dado que en el experimento anterior los resultados
para la concentracién de 3,34 uM no eran concluyentes y la concentracion de 1,12 uM
tenia un espectro de absorbancia muy similar al del solvente (agua MQ), en este
experimento eliminamos ambas concentraciones y trabajamos con valores de Ci,icia
entre 4y 10 uM.

Analisis Absorbancia

Para estudiar el comportamiento de adsorcién primero graficamos la
absorbancia (a los 280 nm) en funcién de la concentracién inicial (Figura 38).
Nuevamente, en ambas pruebas observamos que la absorbancia aumenta con la
concentracion inicial. En la Prueba 1 (Figura 38a) observamos que en todos los casos la
absorbancia de las soluciones de triptéfano aumentd después de la interaccidén de 24
horas. Esto puede deberse a que, a pesar de la baja temperatura, el agua se evapord en
las 24 horas del experimento. Por lo tanto, no obtuvimos resultados concluyentes
respecto a si ocurre o no adsorcion de TRP1 sobre grafeno tras 24 horas de interaccién.
En la Prueba 2 (Figura 38b) observamos que en los casos de las concentraciones de 7,78
UM y 5,56 uM, la absorbancia post adsorcidn disminuyé después de la interaccion de 24
horas. Sin embargo, en el caso de la concentracién de 5,56 uM, el cambio fue minimoy
casi se mantuvo constante el valor de la absorbancia. Para todas las demas
concentraciones de triptofano, los valores de absorbancia aumentaron después de la
interaccidon de 24 horas. Esto coincide con los resultados de la Prueba 1 y concluimos
gue el agua se evapora durante el proceso de interaccién de 24 horas.

Debido a que no observamos adsorcion de triptéfano en grafeno a las 24 horas,

no realizamos otros analisis de datos para este experimento ni calculamos la isoterma
de adsorcion.
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Figura 38. Absorbancia a los 280 nm en funcién de la concentracion inicial de las soluciones de TRP1 antes del
experimento de adsorcién (calibracién) y después de 24 horas de interaccién (post adsorcién) con grafeno a 4°C para

a) Prueba 1y b) Prueba 2 (los valores de las dreas se encuentran encima de los datos).
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3.3.2. TRP2

Una vez que disefiamos y perfeccionamos los experimentos de adsorcion con el
triptéfano de prueba TRP1 que se encontraba en el laboratorio, continuamos nuestro
estudio con un nuevo tipo de triptéfano: N'-FORMYL-L-TRYPTOPHAN HYDROCHLORIDE
(TRP 2, C;,H{;,N,03"HCl). Antes de proseguir con los resultados de los experimentos,
es relevante sefalar que previo a cada experimento, medimos el espectro de
absorbancia de las soluciones de triptofano TRP2 antes de la interaccién con los
nanomateriales. En todas estas mediciones observamos que las mediciones de
absorbancia tenian la forma del espectro de la Figura 31b, en donde se distingue un peak
caracteristico en los 298 nm. Por ello elegimos esta longitud de onda para comparar y
analizar los valores de absorbancia antes y después de cada interaccién con el triptéfano
TRP2. En este proyecto realizamos dos tipos de experimentos con el TRP2: primero
estudiamos la interaccion con grafeno por 3 horas a 4°C, y medimos su absorbancia con
el espectrofotémetro Lambda 750; luego estudiamos la cinética de adsorcion del TRP2
en grafeno y éxido de grafeno durante 4 horas, para lo cual medimos su absorbancia
con el lector de placas Synergy HTX.

3.3.2.1. Interaccion con grafeno por 3 horas a 4°C

En base a los resultados de los experimentos realizados con el triptéfano de
prueba TRP1, decidimos estudiar la adsorcién del TRP2 en grafeno sélo a las 3 horas de
interaccion. No estudiamos la adsorcién a las 24 horas de interaccion debido a nuestra
suposicidon de que el agua se evapora en este lapso a pesar de que la interaccidén ocurra
a 4 °C. Ademas, debido a la gran cantidad de triptéfano TRP2 que teniamos a nuestra
disposicion en el laboratorio, (a diferencia de la cantidad de TRP1 que era muy limitada)
y a las grandes areas de grafeno que logramos transferir en los Ultimos experimentos,
decidimos trabajar con concentraciones iniciales mas altas de triptéfano. Basandonos
en el trabajo de Mallineni et al.[1], utilizamos concentraciones iniciales entre 10 y 60
UM, para llevar a cabo los experimentos con el tripté6fano TRP2.

Para estudiar la reproducibilidad del experimento de adsorcion, en total
llevamos a cabo tres pruebas de 3 horas a 4 °C, con concentraciones altas de triptofano
TRP2 y areas grandes de grafeno.

Analisis Absorbancia

El primer andlisis que hicimos a partir de los datos medidos fue estudiar el
comportamiento de la absorbancia (a los 298 nm) en funciéon de la concentracidn inicial
(Figura 39). A simple vista los datos de absorbancia antes y después de la interaccion
parecen ser los mismos. Para estudiar el tema mas a fondo, realizamos un andlisis del
porcentaje de cambio de la absorbancia %AA en funcién de la concentracién inicial
(Figura 40) segun la Ecuacién 16.
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Figura 39. Absorbancia a los 298 nm en funcién de la concentracién inicial de las soluciones de TRP2 antes del
experimento de adsorcién (calibracién) y después de 3 horas de interaccidn (post adsorcidn) con grafeno a 4°C para
a) Prueba 1, b) Prueba 2 y c) Prueba 3 (los valores de las dreas se encuentran encima de los datos).

50



Segun los resultados de la Figura 40, el triptéfano se adsorbié en grafeno en
todas las pruebas para todas las concentraciones. En la Prueba 1, a medida que
aumentamos la concentracion inicial, desde los 15 uM hasta los 45 uM, el cambio
porcentual de la absorbancia disminuyd y luego aumentd para la concentracion de 52
UM. En la Prueba 2 el cambio porcentual de la absorbancia para la concentracion inicial
de 15 uM fue pequefio en comparacidon con las demds concentraciones. Desde la
concentracion de 22 uM hasta la concentracién de 37 uM hubo una disminucién del
porcentaje de cambio de la absorbancia en funcidn de la concentracién inicial. Luego
aumentd para la concentracion de 45 uM y finalmente disminuyé para la concentracion
de 52 uM. En la Prueba 3 el cambio porcentual de la absorbancia disminuyé a medida
que aumentamos la concentracion inicial, desde los 15 uM hasta los 37 uM. Luego
aumentd para la concentracion de 45 uM y volvid a disminuir para la concentracidn de
52 uM.

A partir de los resultados observamos que en general, para concentraciones
iniciales pequenas de TRP 2, se registran los mayores valores de %AA, después de la
interaccion con grafeno. Es decir, para concentraciones iniciales pequeifias, la
absorbancia presenta los mayores cambios con respecto a su valor original. Y el hecho
de que los valores de %AA sean positivos, nos indica que la adsorcién fue mas favorable
a concentraciones pequefias (con excepcién de la concentracion de 15 uM de la Prueba
2).
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Figura 40. %AAbsorbancia a los 298 nm en funcidn de la concentracién inicial de las soluciones de TRP2 después de 3
horas de interaccion con grafeno a 4°C para: Prueba 1 (rosado), Prueba 2 (morado) y Prueba 3 (celeste). Los valores
de las dreas se encuentran encima de los datos.
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Analisis concentracion

A continuacién, estudiamos el cambio y el porcentaje de cambio de la
concentracion de las soluciones, de acuerdo con la Ecuacién 17 y la Ecuacién 18, en
funcién de la Cincial y el area del grafeno (Figura 41). En virtud de la consistencia entre
los datos analizados, al igual que en la seccidn 3.1.2.2. realizamos el calculo de AC y de
%AC usando los valores de la concentracidn inicial calculada a partir de la curva de
calibracion (es decir, a partir de la absorbancia medida). Sin embargo, los valores de
concentracion inicial reportados en el eje x de la Figura 41 corresponden a la Ciyicia
conocida para facilitar la comparacién de los resultados de las tres pruebas.

Los valores positivos de AC de la Figura 41a indican que hubo adsorcién de TRP2
en grafeno. Sin embargo, no observamos una tendencia del cambio de concentracién
en funcién de la C incial. Luego, en la Figura 41b, reportamos los valores de AC en
funcidn del area del grafeno. En este caso tampoco observamos una tendencia en
particular para la diferencia de concentracidén en funcién del drea del grafeno.

En el caso del cambio porcentual de la concentracion %AC, segun los resultados
de la Figura 41c se observa una disminucién de %AC a medida que la Ciy;ciq; aUmMenta.
El mayor cambio porcentual de la concentracidn se observd para la concentracion inicial
de 15 uM de la Prueba 3, con un valor de 2,7%. Es decir, un 2,7% del TRP2 se adsorbio
en el grafeno. Finalmente, al graficar %AC en funcién del area del grafeno (Figura 41d)
no se observo una tendencia en especifico.
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Figura 41. Diferencia de concentracién AC en funcién de a) la Cjp;ciq1 Y b) €l drea del grafeno; y porcentaje de cambio
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encuentran encima de los datos.
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Isoterma de adsorcion q (Cipnicial)

En cuanto al analisis de la cantidad de TRP2 adsorbido en funcion de la Ciniciars
construimos isotermas de adsorcidn para las tres pruebas a partir de la Ecuacién 19
usando los valores de Ciniciq; Calculada con la curva de calibracidon, obteniendo los
resultados de la Figura 42. Las lineas punteadas no corresponden a ajustes de curvas,
sino que simplemente siguen la dispersién de los datos para facilitar la visualizacion de
su comportamiento.

Si bien las isotermas de adsorcion no se asemejan a los modelos de Langmuir ni
de BET, si son consistentes entre las tres pruebas. Entre las concentraciones iniciales de
20y 40 uM, la cantidad de TRP2 adsorbido por unidad de area en el grafeno disminuye,
luego aumenta para la concentracion de 45 uM y finalmente, en los casos de la Prueba

1y 3 sigue aumentando, mientras que disminuye para la Prueba 2 en la concentracién
de 52 p.

«-@-+- Prueba 1

a[umol/m?]

C'. ceo@-++ Prueba 2
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Figura 42. Isotermas de adsorcién q (Cipiciqr) Para: a) Prueba 1 (rosado), b) Prueba 2 (morado) y c) Prueba 3 (celeste),
después de 3 horas de interaccién entre TRP2 y grafeno a 4°C. Las lineas punteadas no son ajustes de curva, son lineas
de dispersion.
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3.3.2.2. Cinética Adsorcion de 4 horas a 4°C para grafeno y oxido de
grafeno

A continuacidn, realizamos un experimento de cinética de adsorcion de TRP2 en
grafeno y 6xido de grafeno transferidos en placas de cultivo. Este experimento consiste
en medir la absorbancia de la solucidén en funcidn del tiempo. En este caso el equipo de
medicidn que utilizamos (lector de placas Synergy HTX) mide la absorbancia para valores
especificos de longitud de onda. Basandonos en el espectro de la Figura 31b, decidimos
medir la absorbancia a los 298 nm (peak del espectro).

En este experimento, los nanomateriales transferidos en las placas de cultivo se
depositaron en las orillas de los pocillos de la placa (Figura 43). De esta manera, al medir
con el lector de placas (donde el haz de luz pasa por el centro de cada pocillo), el
nanomaterial no interferia en la medicién de la absorbancia de la solucidon de triptéfano
TRP2. El disefio de este experimento consistié en medir la absorbancia de las soluciones
de TRP2 durante la interaccion, cada 30 minutos hasta completar 4 horas de interaccion.
Entre cada medicidn colocamos las placas de cultivo con las soluciones de triptéfano en
un refrigerador a 4 °C para que el agua no se evapore.

Figura 43. Imagen representativa de grafeno transferido sobre una placa de cultivo. El grafeno es depositado en las
orillas y no en el centro.

Los resultados de la absorbancia a los 298 nm en funcidn del tiempo para grafeno
y oxido de grafeno se observan en las Figuras 44a y b respectivamente. En el caso del
grafeno, para la concentracién de 30 uM se observé una disminucidn de la absorbancia
después de la primera hora de interaccidn (indicando la adsorcién de TRP2 en grafeno),
luego se mantuvo constante hasta la hora 3,5 de la interaccion para luego disminuir un
poco mas en la hora 4 del experimento. En el caso de la concentracion de 22 uM, el valor
de absorbancia se mantuvo completamente constante durante las 4 horas de
interaccion por lo que no pudimos observar indicios de adsorcién de TRP2 en grafeno,
Luego para la concentracion de 15 uM, observamos una disminucidn de la absorbancia
a los 30 minutos de interaccién, indicando que el TRP2 se adsorbid en el grafeno, luego
se mantuvo constante hasta que aumentd en la hora 1,5 del experimento (podria ser un
proceso de desorcion). Luego en la segunda hora la absorbancia disminuyd de nuevo,
indicando que el TRP2 se volvid a adsorber en el grafeno y se mantuvo constante hasta
la hora 4 del experimento.
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En el caso del éxido de grafeno, para la concentracion inicial de 30 uM, la
absorbancia aumentd a los 30 minutos de interaccion. Luego, al llevar 1 hora de
interaccion la absorbancia disminuyd a un valor menor que el de la absorbancia inicial
(hora 0). A continuacion, siguié disminuyendo hasta la segunda hora de interaccién,
después de la cual la absorbancia mantuvo un valor constante hasta las 4 horas de
interaccion. En el caso de la concentracion inicial de 22 uM la absorbancia se mantuvo
constante durante los primeros 30 minutos y luego disminuyé en la primera hora de
interaccion (el TRP2 se adsorbio en el 6xido de grafeno). Media hora después medimos
una absorbancia mayor, lo cual puede ser un indicio de desorcién del TRP2 de la
superficie. En la segunda hora de interaccién la absorbancia disminuyé de nuevo y se
mantuvo constante hasta la hora 3,5 del experimento. En la hora 4 se observé un
aumento de la absorbancia.
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Figura 44. Absorbancia a los 298 nm en funcién del tiempo para las soluciones de TRP2 durante la interaccion con a)

grafeno y b) éxido de grafeno. Las concentraciones iniciales y areas de los nanomateriales se encuentran en la
leyenda.
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Al comparar los resultados en grafeno y en éxido de grafeno, lo mas interesante
es que para la concentracién de 30 uM de TRP2, la adsorcion fue mas favorable en el
caso del 6xido de grafeno, en el cual el cambio de absorbancia y por consiguiente el
cambio de concentracion fue mas drastico. No obstante, en el caso de la concentracion
de 22 uM la adsorcion en 6xido de grafeno fue leve.

Cabe aclarar que en este experimento medimos también las soluciones de TRP2
en placas de cultivo sin nanomaterial como blanco de referencia, y los resultados que
obtuvimos fueron poco confiables. Al construir la curva de calibracién con los datos de
absorbancia medidos en funcidn de las tres concentraciones iniciales (15, 22 y 30 uM)
en la hora 0 del experimento con el é6xido de grafeno, obtuvimos un coeficiente R?=0,69,
mientras que para el grafeno obtuvimos un coeficiente R?=0,98 para dichas
concentraciones iniciales.

Estos errores de medicion podrian deberse a que el disefio del experimento
involucra una alta manipulacion de las muestras durante la interaccién. El hecho de
colocar las placas de cultivo en el espectrofotometro, el movimiento que experimentan
durante la medicién dentro del equipo cuando al cambiar de pocillo y el transporte hasta
el refrigerador para luego comenzar el mismo ciclo significa que la muestras estdn en
constante movimiento lo cual podria afectar la medicidn. Los errores de medicion
también podrian deberse a problemas del equipo para realizar mediciones en el rango
ultravioleta. Ademas de la longitud de onda de 298 nm intentamos medir la absorbancia
de las soluciones a longitudes de onda menores, pero los valores de A obtenidos fueron
mayores a 1 lo cual discrepa con la ley de Beer-Lambert, por lo cual descartamos estas
mediciones. Si bien para la longitud de onda de 298 nm los valores de absorbancia
fueron menores a 1, no podemos asegurar mediciones confiables en el rango
ultravioleta.

3.3.3. TRP3

El ultimo triptéfano que utilizamos en este estudio fue el NALPHA-ACETYL-DL-
TRYPTOPHAN METHYL ESTER (TRP3, C;,H;4N,053), con el cual llevamos a cabo tres
estudios de cinética de adsorcién con nanomateriales transferidos en sustratos de
dioxido de silicio. El primer estudio para 6xido de grafeno de areas pequefias durante 4
horas, y el segundo y tercero para 6xido de grafeno y grafeno de dreas grandes durante
24 horas. Antes de realizar estos experimentos estudiamos el espectro de absorbancia
del TRP3 en el espectrofotometro Spectroquant Prove y obtuvimos el grafico de la Figura
31c, en el cual observamos que el peak caracteristico del TRP3 se encontraba en los 280
nm. Los tres experimentos de adsorcion de TRP3 fueron realizados en el
espectrofotdémetro Spectronic Genesys 5, en el cual medimos los valores de absorbancia
de las soluciones a los 280 nm (este equipo no mide espectros de longitud de onda, sino
valores especificos). Los experimentos de cinética de adsorcién consistieron en colocar
los sustratos de didxido de silicio con el nanomaterial transferido encima de ellos en las
cubetas de cuarzo dentro del espectrofotdmetro, y dejar interactuar con las soluciones
de triptéfano TRP3 a temperatura ambiente. Esto disminuyd la manipulacion de las
muestras, al dejar las cubetas dentro del espectrofotdémetro durante toda la interaccién.
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Para asegurarnos de que el equipo era capaz de medir diferencias pequefias de
concentracion, antes de realizar los experimentos de cinética de adsorcidn con los
nanomateriales, llevamos a cabo una macrocalibracidn (Figura 45a) para soluciones de
TRP3 de concentraciones entre 10 y 50 uM, a intervalos de 10 uM, y una
microcalibracion (Figura 45b) para concentraciones entre 27 y 33 uM, a intervalos de 1
UM (en ambas mediciones colocamos sustratos de didxido de silicio sin nanomaterial
transferido dentro de las cubetas). La diferencia entre las ecuaciones de las curvas de
calibracion se debe a que las mediciones se hicieron en dias distintos, no obstante, en
ambas calibraciones los datos tuvieron un excelente ajuste lineal con un R?>=0,9998 para
la calibracion macro y un R?=0,9942 para la calibracion micro. Con esto quedd
demostrado que el equipo Spectronic Genesys 5 es capaz de detectar un cambio de 1
uMde la concentracién de TRP3.

a) Calibraciéon macro b) Calibracion micro
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Figura 45. Curvas de calibracidn del TRP3 a temperatura ambiente (Absorbancia a los 280 nm en funcién de la
Ciniciql) Para a) concentraciones mayores y b) concentraciones menores.

3.3.3.1. Cinética Adsorcion de 4 horas a T°’ambiente para 6xido de
grafeno

El primer experimento que realizamos con el triptéfano TRP3 consistid en
estudiar la interaccidn entre 6xido de grafeno de areas pequefias (entre 0,2 y 0,5 cm?)
transferidos sobre sustratos de didxido de silicio y soluciones de TRP3 con
concentraciones entre 10 y 50 uM a temperatura ambiente. Estudiamos la interaccion
durante 4 horas, midiendo la absorbancia de las soluciones de TRP3 cada media hora en
el espectrofotdmetro.

Analisis Absorbancia

El primer analisis que realizamos fue sobre el comportamiento de la absorbancia
a los 280 nm en funcién del tiempo (Figura 46). Como es esperable, observamos que a
medida que la Cj,;ciq; aUmMentaba, la absorbancia también aumentaba. A simple vista la
absorbancia pareciera mantenerse constante en el tiempo segun el grafico de la Figura
46. Asi que decidimos estudiar el cambio porcentual de la absorbancia en funcién del
tiempo (Figura 47). Lo que observamos fue que la absorbancia aumenté a medida que
pasaba el tiempo. Creemos que se debe al hecho de realizar el experimento a
temperatura ambiente y a que al tener areas de éxido de grafeno pequefias no hubo
una gran adsorcién que pudiéramos observar a partir de las mediciones de absorbancia.
En general las concentraciones mas pequefias fueron las que experimentaron los
cambios porcentuales mas grandes de la absorbancia con respecto a su valor inicial.
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Figura 46. Absorbancia a los 280 nm en funcidn del tiempo para las soluciones de TRP3 durante la interaccién con
oxido de grafeno a temperatura ambiente. Las concentraciones iniciales y areas de éxido de grafeno se encuentran
en la leyenda.
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Figura 47. %AAbsorbancia a los 280 nm en funcidn del tiempo para las soluciones de TRP3 durante la interaccién con
oxido de grafeno a temperatura ambiente. Las concentraciones iniciales y areas de éxido de grafeno se encuentran

en la leyenda.

3.3.3.2. Cinética Adsorcion de 24 horas a T°’ambiente para 6xido de
grafeno

El segundo experimento que realizamos con el triptéfano TRP3 consistidé en
estudiar la interaccion entre éxido de grafeno de dreas grandes (entre 1,3 y 2,7 cm?)
transferidos sobre sustratos de didxido de silicio y soluciones de TRP3 con
concentraciones entre 20y 70 uM a temperatura ambiente. Estudiamos la interaccion
durante 24 horas. En un principio el objetivo era medir la absorbancia de las soluciones
de TRP3 cada media hora durante las primeras 4 horas y luego realizar otras dos
mediciones a la hora 19 y 24 del experimento. Sin embargo, durante la medicién hubo
un corte de luz y solo alcanzamos a medir la absorbancia hasta la hora 2,5 de interaccién
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en vez de la hora 4. Aun asi, fue posible realizar las mediciones posteriores a las horas
19y 24 del experimento.

Analisis Absorbancia

Al analizar el comportamiento de la absorbancia a los 280 nm en funcién del
tiempo (Figura 48), observamos como se esperaba que, a medida que la Ciicial
aumentaba, la absorbancia también aumentaba. Segln las mediciones de absorbancia,
observamos adsorcion de TRP3 en 6xido de grafeno para las concentraciones iniciales
de 30, 40,50y 70 uM en algin momento en las primeras 2,5 horas. Ademas, en los casos
de las concentraciones iniciales de 30 y 50 uM observamos que la absorbancia volvié a
aumentar alas 2y 2,5 horas de interaccidn respectivamente, lo cual puede deberse a la
desorcidn del triptofano. En el caso de la concentracion inicial de 20 uM la absorbancia
se mantuvo constante durante las primeras 2,5 horas de interaccién. Por otro lado, la
concentracion inicial de 60 uM aumentd constantemente y no pudimos observar a partir
de las mediciones de absorbancia si el TRP3 se adsorbio en el 6xido de grafeno para esa
Cinicia1- Todas las soluciones de TRP3 aumentaron su absorbancia a las 19 y 24 horas
(posiblemente debido a la evaporacion del agua).
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Figura 48. Absorbancia a los 280 nm en funcidn del tiempo para las soluciones de TRP3 durante la interaccién con
oxido de grafeno a temperatura ambiente. Las concentraciones iniciales y areas de éxido de grafeno se encuentran
en la leyenda.

Para estudiar el porcentaje de cambio de la absorbancia %AA en funcién de la
concentracion inicial segun la Ecuacién 16, escogimos dos tiempos en los cuales
observamos adsorcion para la mayoria de las concentraciones iniciales: a la hora y media
de interaccidn (Figura 49a) y a las 2 horas y media de interaccidon (Figura 49c). Los valores
positivos de %AA son indicio de que si hubo adsorcién de TRP3. Como dijimos
anteriormente, 1a Cipicia; de 20 uM se mantuvo constante durante las primeras horas
de interaccion por lo que el cambio porcentual de la absorbancia fue nulo en ambas
mediciones. Y la concentracion inicial de 60 uM mostré un inusual aumento de la
absorbancia en todas las mediciones durante el experimento. Si bien a partir de las
mediciones pudimos observar si hay o no adsorcion de TRP 3 en éxido de grafeno, no
encontramos una tendencia en particular para el porcentaje de cambio de la
absorbancia en funcién de la Cipiciqi- En l1a hora 1,5 de interaccion, la Ciyjciq; de 50 uM
fue la que mostré un mayor %AA igual a 0,78%, mientras que en la hora 2,5 de
interaccion, la Cipjciq; de 30 uM fue la que mostré un mayor %AA igual a 0,64%.
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Figura 49. %AAbsorbancia a los 280 nm para la interaccién de TRP3 con éxido de grafeno a temperatura ambiente: a
las 1,5 horas de interaccion en funcién de a) la concentracién inicial y del b) area del nanomaterial; y a las 2,5 horas
de interaccion en funcidn de c) la concentracion inicial y del d) drea del nanomaterial. En a) y c) los valores de las
areas se encuentran encima de los datos. En b) y d) los valores de la C;y;ciq15€ €ncuentran encima de los datos.

Otro aspecto del proceso de adsorcién que estudiamos fue el porcentaje de
cambio de la absorbancia %AA en funcion del area del éxido de grafeno, a la hora'y
media de interaccién (Figura 49b) y a las 2 horas y media de interaccion (Figura 49d). A
partir de las mediciones no observamos una tendencia que dependiera del area del
nanomaterial.

Isoterma de adsorcion q(C)

En cuanto al analisis de la cantidad de TRP3 adsorbido en funcion de la Ciniciar,
construimos isotermas de adsorcién a partir de la Ecuacién 19 usando los valores de
Cinicial Calculada con la curva de calibracién, a la hora y media de interaccién (Figura
50a) y a las 2 horas y media de interaccidon (Figura 50b). Las lineas punteadas no
corresponden a ajustes de curvas, sino que simplemente siguen la dispersion de los
datos para facilitar la visualizacién de su comportamiento. En las isotermas de adsorcién
no consideramos los datos correspondientes a la Ciciq; d€ 60uM debido a que los datos
no eran confiables.

Las isotermas de adsorcion no se asemejan a los modelos de Langmuir ni de BET,
pero muestran un comportamiento similar a las isotermas de la Figura 42 para el TRP2.
En la hora 1,5 de interaccién, la cantidad de TRP3 adsorbido en la superficie del éxido
de grafeno es nula tanto para las concentraciones de 20 y 40 uM. Entre la Cjyiciq; de 30
uM y de 50 uM, la cantidad de TRP3 adsorbido por unidad de superficie aumentd con la
Cinicia1 Y luego entre 1a Cipiciq; de 50 uMy de 70 uM la cantidad de TRP3 adsorbido por
unidad de superficie disminuyo con 1a Cipiciai-
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En la hora 2,5 de interaccidn, la cantidad de TRP3 adsorbido en la superficie del
oxido de grafeno es nula para la Ciyjciq; de 20 uM y luego aumenta para la Cipjciq; de 30
UM. Entre la Cipjciq; de 30 uM y de 50 uM, la cantidad de TRP3 adsorbido por unidad de
superficie disminuyd con la Cipicia; Y luego entre la Cipiciqr de 50 uMy de 70 uM la
cantidad de TRP3 adsorbido por unidad de superficie aumentd con la Ciyiciai-

a) 1,5 horas b) 2,5 horas
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Figura 50. Isotermas de adsorcion q (Cipiciqr) €ntre TRP3 y 6xido de grafeno a temperatura ambiente a las a) 1,5 horas
y b) 2,5 horas de interaccidn. Las lineas punteadas no corresponden a ajustes de curva, son lineas de dispersion.

3.3.3.3. Cinética Adsorcion de 24 horas a T°’ambiente para grafeno

El tercer experimento que realizamos con el triptéfano TRP3 consistid en
estudiar la interaccion entre grafeno de dreas grandes (entre 1,1y 2,4 cm?) transferidos
sobre sustratos de didxido de silicio y soluciones de TRP3 con concentraciones entre 20
y 70 uM a temperatura ambiente. Estudiamos la interaccion durante 24 horas, midiendo
la absorbancia de las soluciones de TRP3 cada media hora durante las primeras 4 horas
y luego realizamos otras dos mediciones a la hora 19 y 24 del experimento.

Analisis Absorbancia

Al analizar el comportamiento de la absorbancia a los 280 nm en funcién del
tiempo (Figura 51), observamos que, a medida que la Cjyiciq; @Umentaba, la absorbancia
también aumentaba. Segin las mediciones de absorbancia, observamos adsorcién de
TRP3 en grafeno para las concentraciones iniciales de 20, 50, 60 y 70 uM en algun
momento durante las primeras 4 horas de interaccién. Ademas, en todas esas
concentraciones, excepto la de 60 uM observamos que la absorbancia volvié a
aumentar, lo cual puede deberse a la desorcién del triptdfano o a la evaporacién del
agua. En el caso de la concentracion inicial de 40 uM la absorbancia se mantuvo
constante durante las primeras 4 horas de interaccion por lo cual no podemos afirmar
que se haya adsorbido el TRP en el grafeno. Por otro lado, la concentracién inicial de 30
UM aumentd después de la primera hora de interaccion y se mantuvo constante hasta
la cuarta hora de interaccion, por lo cual tampoco pudimos observar a partir de las
mediciones de absorbancia si el TRP3 se adsorbié en el grafeno para esa Cjpjciq;- Todas
las soluciones de TRP3 aumentaron su absorbancia a las 19 y 24 horas (posiblemente
debido a la evaporacion del agua).
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Figura 51. Absorbancia a los 280 nm en funcidn del tiempo para las soluciones de TRP3 durante la interaccién con
grafeno a temperatura ambiente. Las concentraciones iniciales y dreas de grafeno se encuentran en la leyenda.

Para estudiar el porcentaje de cambio de la absorbancia %AA en funcién de la
concentracion inicial (Figura 52a), escogimos los datos correspondientes a la hora 1,5 de
interaccidon porque en ese momento observamos adsorcién para la mayoria de las
concentraciones iniciales. Los valores positivos de %AA son indicio de que si hubo
adsorcion de TRP3. Como dijimos anteriormente, la Cjpicia; de 40 uM se mantuvo
constante durante las primeras horas de interaccidn por lo que el cambio porcentual de
la absorbancia fue nulo (%AA = 0). La concentracion inicial de 30 uM mostré un
aumento de la absorbancia. Si bien a partir de las mediciones pudimos observar que
hubo adsorciéon de TRP 3 en grafeno para las Ciyicia; de 20, 50, 60 y 70 uM, no
encontramos una tendencia en particular para el porcentaje de cambio de la
absorbancia en funcion de la Cjpjciqi- En la hora 1,5 de interaccidn, la Cipiciq; de 20 uM
fue la que mostrd un mayor %AA igual a 0,98%.

Otro aspecto del proceso de adsorcién que estudiamos fue el porcentaje de
cambio de la absorbancia %AA en funcién del drea del grafeno, a la hora y media de
interaccién (Figura 52b). A partir de las mediciones no observamos una tendencia de
%AA que dependiera del area del nanomaterial.

a) _ TRP3-Grafeno 1,5horas b) TRP3-Grafeno 1,5 horas
& &
1,2 RS 12 | D
1 1
& ¢ Y
038 a2 oS 08 o8
=] & & v 3 N
H 06 N 'L‘Q(l & 06 %0\\ \&\ °
= 04 = 04 I3
£ & & £
R & B . 02 &
0 0 bb
Q0 a0 o
S 02 20 40 50 60 70 S22 1 12 14 16 18 2 2,2 2,4 26
R x &
-0,4 -0,4 )
-0,6 -0,6 °
0,38 0,38 )
Cinicial [uM] Area [cm?]

Figura 52. %AAbsorbancia a los 280 nm para la interaccién de TRP3 con grafeno a temperatura ambiente a las 1,5
horas de interaccién en funcién de a) la concentracion inicial y del b) drea del nanomaterial. En a) y b) los valores de
encima de los datos corresponden al area de grafeno y a la Cjy,iciqirespectivamente.
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Isoterma de adsorcion q(C)

En cuanto al analisis de la cantidad de TRP3 adsorbido en funcion de la Ciniciars
construimos isotermas de adsorcién a partir de la Ecuacién 19 usando los valores de
Cinicial Calculada con la curva de calibracién, a la hora y media de interaccién (Figura
53). Las lineas punteadas no corresponden a ajustes de curvas, solo siguen la dispersion
de los datos para facilitar la visualizacién de su comportamiento. En las isotermas de
adsorcion no consideramos los datos correspondientes a la Ciyjciq; de 30uM debido a
gue la absorbancia aumentd y no sabemos si hubo adsorcion.

La isoterma de adsorcién no se asemeja a los modelos de Langmuir ni de BET,
pero muestra un comportamiento similar a las isotermas de las Figuras 42 y 50. En la
hora 1,5 de interaccion, la cantidad de TRP3 adsorbido en la superficie del grafeno por
unidad de superficie, g, es nula para la concentracidn inicial de 40 uM. Entre la Cipicia
de 20 uM y de 60 uM, la cantidad de TRP3 adsorbido por unidad de superficie disminuyo
con el aumento de la Cipjciq; Y luego aumentd para la Cipjciq; de 70 uM.
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Figura 53. Isoterma de adsorcion q (Cipiciq1) €ntre TRP3 y grafeno a temperatura ambiente después de 1 hora y media
de interaccion. Las lineas punteadas no corresponden a ajustes de curva, son lineas de dispersion.
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3.3.3.4. Mediciones AFM

Para los experimentos de cinética de adsorcion de 24 horas con TRP3, medimos
las muestras de grafeno y de dxido de grafeno mediante AFM antes y después de la
interaccidn con triptéfano.

Las Figuras 54 a,b,c corresponden a imdagenes topograficas de dxido de grafeno
sobre oxido de silicio en distintas zonas de la misma muestra. Después de interactuar
por 24 horas con una solucién de TRP3 de 70 uM, al medir esta muestra mediante AFM
obtuvimos las imagenes de las Figuras 54 d,e,f. Al comparar las imagenes previas y
posteriores a la interaccidn con TRP3 notamos algunas diferencias en la topografia de la
muestra, sin embargo, esto puede deberse a que las imdgenes post-adsorcién
corresponden a distintas zonas de la muestra que las imagenes pre-adsorcion. No
obstante, en la Figura 54f observamos una rugosidad de la muestra, que podria deberse
a la adsorcién de TRP3, aunque no es posible saberlo con certeza sélo a partir de la
imagen AFM.

& .A v \ 40 Al ¥ p
B e a2 > ey
a 33 . s o 02 y a Nt 0.1

Figura 54. Imagenes AFM de 6xido de grafeno sobre éxido silicio antes (a,b y c) y después (d,e y f) de interactuar por
24 horas con una solucién de TRP3 de 70 uM. Cada imagen tiene dimensiones de 2 X 2 um.

Las Figuras 55 a,b,c corresponden a imdgenes topograficas de grafeno sobre
oxido de silicio en distintas zonas de la misma muestra. Después de interactuar por 24
horas con una solucién de TRP3 de 50 uM, al medir esta muestra mediante AFM
obtuvimos las imagenes de las Figuras 55 d,e,f. Igual que con el dxido de grafeno, las
principales diferencias que observamos entre las imagenes antes y después de la
interaccidon se deben a que fue imposible medir la muestra exactamente en la misma
zona a una escala tan pequefia. Sin embargo, en las imagenes post adsorcién (Figuras 55
d,e,f) observamos una mayor rugosidad de la muestra.
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Figura 55. Imagenes AFM de grafeno sobre 6xido de silicio antes (a,b y c) y después (d,e y f) de interactuar por 24
horas con una solucién de TRP3 de 50 M. Cada imagen tiene dimensiones de 2 X 2 um.
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Figura 56. a) Imagen magnificada de la Figura 55f, b) perfil de altura de la linea roja en la imagen AFM de esta Figura.

Para estudiar con mayor detalle la rugosidad recién mencionada, medimos la
muestra de grafeno post adsorcidn en la misma zona de la Figura 55f, pero con una
mayor magnificacién, obteniendo la imagen AFM de la Figura 56a. Luego, medimos su
perfil de altura donde esta marcado con una linea roja en la imagen de la Figura 56a,
obteniendo el grafico de la Figura 56b. Segun lo observado en el perfil de altura, creemos
gue se trata de aglomeraciones de triptéfano.

3.3.3.5. Resumen isotermas de adsorcion

A partir de los resultados de esta investigacion, en la Figura 57 mostramos una
recopilacion de todas las isotermas de adsorcién de triptéfano obtenidas en este
trabajo, excepto la de la Figura 37a, que toma valores de g mucho mas grandes que los
de las demads isotermas y presenta un caracter cuadratico. A partir de la forma de las
isotermas de adsorcién descartamos la isoterma de Langmuir como posible modelo de
nuestros datos. Esto concuerda con las mediciones de AFM que sugieren que la
adsorcién de triptéfano en grafeno y en éxido de grafeno ocurre en aglomeraciones de
moléculas y no en una adsorcién de monocapa de adsorbato. Independiente del tipo de
triptofano y del nanomaterial, las isotermas de la Figura 57 son similares entre si y si
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bien no realizamos ajustes de curva, creemos que el modelo BET podria servir como un
modelo base de nuestros datos.

Isotermas de Adsorcion

10
8
6 e.. TRP1 Grafeno 3 hrs
NE ..' ....@--- TRP2 Grafeno 3 hrs Prueba 1
< e
E 4 .---@--- TRP2 Grafeno 3 hrs Prueba 2
3 ----@--- TRP2 Grafeno 3 hrs Prueba 3
o LA
, ; «eekee+» TRP3 GrO 1,5 hrs
«.-.@--- TRP3 Grafeno 1,5 hrs
0 ¢ g
0 10 20 30 40 50 60 70 80
-2
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Figura 57. Isotermas de adsorcidn para los distintos experimentos llevados a cabo en esta investigacién. En la leyenda
indicamos el tipo de triptéfano, el nanomaterial utilizado y el tiempo en el cual medimos la cantidad de trp adsorbido.
Las lineas punteadas indican la tendencia de cada experimento, no son ajuste de modelo.
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4. Pasantia CEA INES

Con el proposito de profundizar en la caracterizacién de nuestras muestras de
grafeno, durante el proyecto de investigacion fuimos al Instituto Nacional de Energia
Solar en Francia (INES: Institut National de I'Energie Solaire), en el contexto de una
pasantia, y analizamos nuestras muestras mediante las técnicas de elipsometria
espectroscépica (SE: Spectroscopic Ellipsometry), microscopia Optica, microscopia
electrénica de barrido (SEM: scanning electron microscopy) y espectroscopia de rayos X
de energia dispersiva (EDX: Energy Dispersive X-Ray spectroscopic), bajo la tutela de
Delfina Mufioz y Perrine Carroy.

El primer objetivo de este trabajo fue calcular el grosor de las peliculas de
grafeno transferidas en dos tipos de sustrato: obleas de didxido de silicio y vidrio; y
calcular los indices de refracciéon n y k, a partir de mediciones de elipsometria
espectroscopica. En general estos indices se conocen como indice de refracciéon n y
coeficiente de extincion k, y corresponden a la parte real e imaginaria respectivamente
del indice de refraccion complejo n + ik. Antes de discutir nuestros resultados,
mencionaremos algunos estudios experimentales que se han hecho al respecto.

4.1. Estado del Arte

En el trabajo de Li et al.[44] transfirieron peliculas de grafeno crecidas mediante la
técnica de CVD sobre sustratos de cuarzo de 11 mm de grosor y realizaron mediciones
de elipsometria espectroscopica en un rango de energia de 0,7 eV a 9,0 eV (~130 nm a
1800 nm). Las muestras de este trabajo consistian en monocapas, bicapas y tricapas de
grafeno (las dos ultimas fueron preparadas repitiendo el proceso de transferencia). A
partir de las mediciones de SE, y fijando los grosores de monocapa, bicapa y tricapa de
grafeno a sus valores conocidos: 0,335 nm; 0,67 nm y 1,005 nm, respectivamente,
obtuvieron los valores de ny k reportados en la Figura 58, y los compararon con los
indices del grafito. A partir de los resultados observaron que, para los 4 materiales
(monocpa, bicapa, tricapa de grafeno y grafito) para energias sobre 1 eV, a medida que
la energia del fotén aumenta, el coeficiente k primero decrece y luego aumenta hasta
llegar a un peak alrededor de los 4,8 eV (~258 nm), mientras que n decrece alrededor
de esa energia. En los rangos de energia entre 1 eV y 4,8 eV; y entre 6 eV y 8 eV,
observaron que el indice de refraccion n decrece al aumentar el nimero de capas de
grafeno. Por otro lado, en el rango de energia entre 1 eV y 4,8 eV observaron que el
indice k es mayor mientras mas capas de grafeno tenga la muestra.
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Figura 58. Resultados de Li et al. para a) el indice de refraccién n y b) el coeficiente de extincién k para monocapa

(negro), bicapa (rojo) y tricapa (verde) de grafeno crecido mediante CVD. Las curvas azules corresponden a grafito
usado como referencia.

En el trabajo de Weber et al. [45] prepararon una monocapa de grafeno mediante la
técnica de exfoliacion mecdnica y la depositaron sobre un sustrato de diéxido de silicio
de 98 nm de grosor sobre silicio cristalino. Esta muestra fue analizada mediante SE en
un rango de longitud de onda entre 210 nm y 1000 nm. A partir de las mediciones de SE
calcularon un grosor de 0,34 + 0,004 nm para el grafeno. Los resultados para las
constantes dpticas ny k del grafeno obtenidas en este trabajo se encuentran en la
Figura 59. Para el caso del coeficiente k, observaron un peak a los 270 nm (4,6 eV),
mientras que el indice n presenté un peak cerca de los 300 nm (4,1 eV). Ambos indices
aumentaron con la longitud de onda al acercarse al espectro infrarrojo.
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Figura 59. Resultados de Weber et al. para el indice de refraccién n (linea sélida) y coeficiente de extincién k (linea
punteada) para una monocapa de grafeno obtenida mediante exfoliacidon mecanica. Recuadro: estimador de la
calidad de ajuste y,..q en funcidn del pardmetro de ajuste del grosor de grafeno.
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En el trabajo de Kravets et al. [46] depositaron grafeno sobre dos tipos de sustrato:
oxido de silicio (300 nm) sobre silicio y cuarzo amorfo. La técnica de preparacion de
grafeno no fue descrita por los autores. A partir de las mediciones de SE, y fijando el
grosor del grafeno a 0,335 nm, obtuvieron los coeficientes n y k del grafeno reportados
en las Figuras 60a y 60b para los sustratos de silicio y cuarzo respectivamente. En la
Figura 60a excluyeron los datos cerca de las longitudes de onda de 380 nm y 800 nm
debido a que los datos no eran confiables, y la irregularidad alrededor de los 540 nm
(2,3 eV) puede atribuirse a una contaminacion del grafeno. El coeficiente k del grafeno
sobre cuarzo (Figura 60b) mostré un peak a los 256 nm (4,8 eV), mientras que el indice
n mostré una caida abrupta para longitudes de onda menores del espectro UV.
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Figura 60. Resultados de Kravets et al. para el indice de refraccién n (rojo oscuro) y coeficiente de extincién k (naranja)
de grafeno sobre a) sustratos de silicio y b) sustratos de cuarzo amorfo.

En el trabajo de Isic” et al. [47] prepararon muestras de grafeno mediante exfoliacion
micromecanica y las depositaron sobre sustratos de didxido de silicio de 300 nm sobre
silicio dopado tipo n. Mediante mediciones de AFM encontraron que el grosor del
grafeno era de 2,3 nm, y a partir de mediciones de espectroscopia Raman determinaron
que el grafeno era de buena calidad y tenia mas de una capa. A partir de mediciones de
SE en un rango de longitud de onda de 250 nm a 650 nm y considerando un grosor del
grafeno de 2 nm, obtuvieron los espectros de ny k para el grafeno reportados en la
Figura 61. Encontraron que el indice de refraccidn n era menor que en los estudios de
Weber et al. y Kravets et al. y no observaron la fuerte disminucion de n al acercarse a
longitudes de onda menores a 300 nm que se observa en dichos estudios. Ademas, el
caracter decreciente de n al aumentar la longitud de onda no estd claro y podria deberse
a errores de medicién. En el caso del coeficiente de extincién k, a longitudes de onda
mayores a 450 nm se observa una pendiente negativa del coeficiente k, en desacuerdo
con las referencias de estudios previos. Sin embargo, al acercarse al espectro UV se
observa una tendencia de aumento de k de acuerdo con los trabajos anteriores.
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Figura 61. Resultados de Isic” et al. (negro) para: a) el indice de refraccién y b) el coeficiente de extincién k de grafeno
sobre sustratos de silicio. Las curvas en rojo, azul, magenta y verde corresponden a referencias de otros estudios.

En el trabajo de Nelson et al. [48] crecieron muestras de grafeno mediante la
técnica de CVD vy las transfirieron a sustratos de vidrio. Mediante mediciones de
espectroscopia Raman determinaron que el grafeno que transfirieron consistia en una
monocapa. Por ello usaron un grosor de grafeno de 0,335 nm para ajustar las mediciones
de SE que fueron llevadas a cabo en un espectro de longitud de onda entre 150 nm y
1700 nm. Los resultados de los indices de refraccién obtenidos en este trabajo se
encuentran en la Figura 62. Los valores de ny k del grafeno que obtuvieron en este
estudio son relativamente cercanos a los valores generalmente aceptados para el
grafito: n~2,6 y k~1,3 (valores constantes en un rango de longitud de onda entre 300
nm y 590 nm) [49,50]. Ademds, observaron un peak en el espectro del coeficiente de
extincion k a los ~275 nm (~4,5 eV) y un aumento tanto para n como para k con el
aumento de la longitud de onda en la region infrarroja.
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Figura 62. Resultados de Nelson et al. para el indice de refraccién n (azul) y el coeficiente de extincién k (rojo) de
grafeno sobre vidrio a) para un rango de longitudes de onda entre 200 nm y 1700 nm usando dos modelos distintos
y b) entre 150 nm y 800 nm para los dos elipsémetros utilizados en el experimento (RC2 y VUV-VASE).

Finalmente, en el trabajo de Schohe et al. [51] estudiaron las propiedades épticas
de muestras de éxido de grafeno (GO) y 6xido de grafeno reducido (r-GO) mediante SE
en un rango de longitud de onda de 193 nm a 1690 nm. El GO fue preparado mediante
el método de Hummers y depositado en sustratos de Si0, sobre silicio. Al modelar sus
resultados, encontraron que el grosor del GO era de 1926,3 nm (muchas capas),
mientras que, luego del proceso de reduccion, encontraron que la muestra estaba
compuesta por GO de 1828,1 nm de grosor con una capa de r-GO de 36,4 nm.
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Figura 63. Resultados de Schdche et al. para el indice de refraccién n del 6xido grafeno sobre silicio. Los indices ny k
ordinarios (rojo y verde) y extraordinarios (azul y naranjo) estan asociados a las componentes del tensor de funcidn
dieléctrica perpendicular y paralela a la normal de la superficie de la muestra respectivamente.

Los resultados de las constantes dpticas del dxido de grafeno se encuentran en
la Figura 63, y estan separados en indices ordinarios y extraordinarios. Para materiales
Opticamente isotropicos, el indice de refraccién complejo se relaciona con la funcion
dieléctrica € mediante la Ecuacion (20). Para materiales dpticamente anisotrdpicos,
como es el caso del GO de este trabajo, la funcidn dieléctrica & corresponde a un tensor
de dos componentes independientes: €, y g, , que son perpendicular y paralela a la
normal de la superficie de la muestra, respectivamente. Los indices ordinarios vy
extraordinarios de la Figura 63 estan asociados a &, y g, respectivamente, segun la
Ecuacidn (20). Los resultados de los indices n y k del 6xido de grafeno se asemejan a la
forma de los indices del grafeno de estudios previos, pero con magnitudes menores. El
indice n ordinario tiene una forma similar al del trabajo de Weber et al., mientras que
el indice n extraordinario es similar al de los trabajos de Li et al., Kravets et al. y Nelson
etal.

e = (n+ ik)? (20)
3.0
a) b) 3.0 — this work
25 Kravets et al. - graphene|
25 ’ —— Shen et al. - r-GO

2.0

— this work
15 Kravets et al. - graphene| 1.0

Jung et al. - r-GO stack
0.5

200 400 600 800 1000 1200 200 400 600 800 1000 1200
% (nm) A (nm)
Figura 64. Resultados de Schéche et al. (curvas negras) para: a) el indice de refraccién ny b) el coeficiente de extincién
k del éxido de grafeno reducido r-GO.

En la Figura 64 observamos los resultados de los indices ny k del 6xido de
grafeno reducido. Al igual que con el GO, la forma de las curvas de n y k del r-GO (curvas
negras) se asemejan a las del grafeno (curvas rojas) del trabajo de Kravets et al., sin
embargo, ambos indices ny k presentan valores menores para el r-GO, lo cual puede
deberse a la incompleta reduccidn del GO.
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En las Tablas 4 y 5, mostramos un resumen de los nanomateriales y sustratos
utilizados en cada trabajo, los grosores calculados (o asumidos), y valores de los indices
ny k para longitudes de onda especificas. En particular, reportamos los valores maximos
del indice de refraccidn (n,,s,) y el coeficiente de extincion (k,,4,) en el espectro UV, y
también los valores de ny k a los 620 nm. Cabe mencionar los valores maximos de los
indices fueron considerados solo para el espectro UV porque aqui es donde en general
pueden ser observados los peaks del coeficiente k o las caidas abruptas de n.

Ademas, en la Figura 65 mostramos un resumen de los resultados para los indices
del grafeno en funcion del espesor del material de los estudios recién mencionados. Para
el grosor correspondiente a una monocapa de grafeno (~0,3 nm), el indice de refraccion
n se encuentra en un rango entre 2,7 a 2,9. Si bien para espesores de grafeno mayores
a 0,6 nm observamos una disminucion del indice n al aumentar el espesor, al considerar
los datos para el espesor de la monocapa no podemos afirmar que exista una correlacién
entre el indice n y el espesor del grafeno. Por otro lado, los valores del coeficiente
k varian en un rango entre 1,3 a 1,7, para el espesor correspondiente a una monocapa
de grafeno (~0,3 nm). A partir de los datos de la Figura 65, tampoco encontramos una
correlacién entre el coeficiente k y el espesor del grafeno segun los valores reportados
en la literatura para el grafeno.
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Figura 65. indice de refraccién n (rosado) y coeficiente de extincién k (azul) a los 620 nm en funcién del espesor del
grafeno calculados en los estudios de Li et al, Weber et al., Kravets et al., Isic’et al. y Nelson et al.
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Tabla 4. Resumen de los nanomateriales, sus grosores, métodos de preparacién y sustratos utilizados en los estudios

previos de elipsometria espectroscopica.

Nanomaterial/Método Grosor N
Autores » Sustrato utilizado nanomaterial de
de preparacién
[nm] capas
0,335 1
Liet al. Grafeno/CVD Cuarzo (11 mm) 0,67 2
1,005 3
w Graf Exfoliacid
eber | Grafeno/Exfoliacion | ¢, o8 1 /si(100) | 0,34 £ 0,004 | 1
etal. mecadnica
Si0,(300 nm)/Si (100
Kravets Grafeno/- 2( )/Si (100) 0,335 1
etal. Cuarzo amorfo
Isic” et Grafeno/Exfoliacion | Si0,(300 nm)/Si (100) 53 o1
al. mecanica dopado tipo n ’
Nelson Grafeno/CVD Vidrio 0,335 1
etal.
GO/método de
hoch 1926,3 -
Scetc’;I € Hummer Si0,/Si (100)
' r-GO/- 36,4 -

Tabla 5. Resumen de los indices de refraccidn n y coeficientes de extincidn k de los estudios previos de elipsometria
espectroscopica. Reportamos los valores maximos de los indices con su longitud de onda respectiva y los valores de
los indices a los 620 nm. Para determinar estos datos, analizamos los graficos en el software WebPlotDigitizer. [52]

Autores Npse(4) kmax(4) Ne20 nm k620 nm
Monocapa 2,9 (298 nm) | 2,8 (258 nm) 2,9 1,5
lietal. Bicapa 2,8 (316 nm) | 2,7 (263 nm) 2,9 1,6
Tricapa 2,6 (312 nm) | 2,8 (265 nm) 2,8 1,7
Grafito 2,7 (296 nm) | 2,8 (255 nm) 2,7 1,7
Weber et al. 3,4 (306 nm) | 2,9 (269 nm) 2,7 1,3
Kravets et Silicio 2,9 (281 nm) | 3,1 (264 nm) 2,7 1,3
al. Cuarzo 2,9 (287 nm) | 2,7 (256 nm) 2,8 1,4
Isic” et al. 2,2 (250 nm) | 2,6 (250 nm) 1,7 1,2
Nelson et al. 2,7 (300 nm) | 2,4 (266 nm) 2,7 1,5
GO (ordinario) | 1,9 (244 nm) | 0,4 (227 nm) 1,8 0,03

Schoche GO

etal. (extraordinario) 1,5(252nm) | 0,4 (198 nm) 15 0,04
r-GO 1,8 (316 nm) | 0,9 (249 nm) 1,9 0,8
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4.2. Metodologia

4.2.1. Muestras

Las muestras que analizamos en esta pasantia consistian en 10 muestras de
grafeno sobre sustratos de silicio y 4 muestras de grafeno sobre vidrio (Figura 66). Los
sustratos de silicio se componen de una base de silicio cristalino dopado tipo p de 500
um de grosor con una capa de diéxido de silicio encima de 285 nm de grosor, mientras
que los sustratos de vidrio tienen un grosor de 1mm.

Grafeno

Diéxido de silicio
(285 nm)

Silicio cristalino dopado tipo p
(500 pm)

10 muestras 4 muestras

Figura 66. Muestras que analizamos en la pasantia: grafeno sobre sustratos de didxido de silicio (izquierda) y grafeno
sobre vidrio (derecha).

4.2.2. Elipsometria Espectroscdpica

La elipsometria espectroscépica es una técnica no destructiva que sirve para
caracterizar las propiedades épticas de los materiales. Esta técnica mide el cambio en la
polarizacién de la luz después de ser reflejada por una muestra (Figura 67), en especifico,
mide el cambio de amplitud (V) y la diferencia de fase (A) entre la luz incidente y
reflejada en un espectro de longitud de onda. Los pardmetros W y A estan relacionados
segun la Ecuacion (21), donde 1, y 75 son los coeficientes de reflexion de Fresnel de Ia
luz de las polarizaciones p y s de la luz reflejada, respectivamente [53]. Los resultados
de las mediciones de SE dependen de las propiedades dpticas del material y de su
espesor, por lo que la SE permite determinar indirectamente las constantes dpticas
(como el indice de refraccién n y el coeficiente de extincion k), y el grosor del material.
Incluso en muestras con multicapas, permite calcular el grosor de las peliculas que
componen la muestra.

/Ty = tan'¥ exp i A. (22)
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Figura 67. Esquema de medicion mediante elipsometria espectroscépica [54].

En este trabajo, para realizar nuestras mediciones de SE utilizamos un
elipsémetro HYJ UVISEL, ubicado en INES (Chambéry, Francia), equipado con una
ldmpara de Xenon y un spot (tamafo del haz incidente) de 1 mm para medir los
parametros W y A de nuestras muestras. Para cada muestra realizamos 3 mediciones en
distintos lugares donde hubiera grafeno y una medicién del sustrato solo (sin grafeno
encima) en un rango de energia de fotén entre 1,5 eVy 4,7 eV (~260 nm a ~830 nm), a
intervalos de 0,1 eV, con un angulo de incidencia de 70°. Luego modelamos los datos
medidos mediante el software DeltaPsi y mediante simulaciones obtuvimos los valores
para el grosor de las peliculas de grafeno y los indices de refraccion ny k.

En el caso de las muestras con sustratos de silicio, empleamos un modelo de 3
capas con el software DeltaPsi: Si/Si0,/grafeno, usando los parametros de los
materiales que se encontraban en la libreria del software. Sin embargo, primero
modelamos el sustrato sin grafeno a partir de la medicion hecha en el elipsémetro con
un modelo de 2 capas. A pesar de que teniamos una idea de antemano del grosor de la
pelicula de diéxido de silicio (285 nm segun el fabricante), ésta fue determinada por las
mediciones de SE hechas en el sustrato solo (sin grafeno) para cada muestra. Para ello,
en el software DeltaPsi realizamos simulaciones del grosor de la pelicula de Si0, en un
rango entre 250 nm y 300 nm, a intervalos de 1 nm y escogimos la que mejor se ajusté
a los datos medidos. Luego, para realizar las simulaciones de las muestras con grafeno,
fijamos el valor que mejor se ajustod al grosor de la capa de didxido de silicio y buscamos
el mejor ajuste para el grosor del grafeno en un rango entre 1 nmy 10 nm, a intervalos
de 1 nm. En el caso de las muestras con sustratos de vidrio simplemente fijamos el
grosor del sustrato a 1 mm y empleamos un modelo de 3 capas: Vacio/vidrio/grafeno
para realizar simulaciones del grosor del grafeno en un rango entre 1 nmy 10 nm, a
intervalos de 1 nm para encontrar el mejor ajuste.

Finalmente para complementar los resultados obtenidos mediante SE,

obtuvimos imdagenes de algunas muestras mediante microscopia éptica y microscopia
electrénica de barrido (SEM).
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4.3. Resultados

Lo primero que calculamos a partir de las mediciones de elipsometria
espectroscépica fue el grosor de las peliculas de grafeno. En la Figura 68 observamos los
resultados de las simulaciones. En cada muestra el dato en color rojo representa el
promedio de los grosores medidos en las 3 mediciones que realizamos para cada
muestra y la barra azul indica la desviacidn estandar de los datos. Observamos que en
el caso del vidrio las barras de error son mucho mas grandes que para el silicio, lo cual
podria deberse a la rugosidad del sustrato. En el caso de las muestras con sustrato de
dioxido de silicio, el promedio del grosor de las peliculas de grafeno de las 10 muestras
fue de 6,9 + 2,7 nm. Mientras que para las 4 muestras sobre vidrio, el promedio del
grosor del grafeno fue de 7,7 + 5,9 nm.

a) Grafeno sobre silicio b) Grafeno sobre vidrio
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Figura 68. Grosor de las peliculas de grafeno calculadas mediante simulaciones de las mediciones de SE sobre a)
sustratos de didxido de silicio (10 muestras) y b) sobre vidrio (4 muestras).

Lo segundo que calculamos fueron los indices de refraccion ny k del grafeno a
partir de las mediciones de elipsometria espectroscépica. En las Figuras 69 y 70
mostramos los mejores resultados del indice n y del coeficiente k, respectivamente,
para las muestras de grafeno sobre sustratos de silicio. En todas las mediciones
observamos una caida abrupta de n en longitudes de onda entre 200 nm y 300 nm, y
una tendencia de n de aumentar en las longitudes de onda del espectro infrarrojo, lo
cual concuerda con los estudios de Li et al., Kravets et al. y Nelson et al. Considerando
que todos los graficos tienen la misma escala, podemos observar que los valores del
indice n para las muestras S4 y S7 (Figura 69a y c, respectivamente), se encuentran en
un rango mas acotado que en las muestras S5y S10 (Figura 69b y d, respectivamente).

El coeficiente k por otro lado, presenta un peak en todas las mediciones de
grafeno sobre silicio, en un rango aproximado de longitud de onda entre 280 y 300 nm.
Ademas, observamos una tendencia de aumento de k en las longitudes de onda del
espectro infrarrojo, lo cual concuerda con los estudios de Li et al., Weber et al., Kravets
et al. y Nelson et al. Al comparar los espectros de k de la Figura 70, observamos que la
muestra S10 (Figura 70d), que tiene los grosores mas bajos de grafeno es la que mostré
mayores valores del indice k, mientras que la muestra S4 (Figura 70a) es la que presenté
los menores valores del indice k.
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Figura 69. Resultados del indice de refraccién n de las peliculas de grafeno sobre sustratos de silicio para distintas
muestras. En cada una se reportan los indices calculados en cada una de las 3 mediciones por muestra. En la leyenda
se encuentran los grosores del grafeno asociados a las mediciones.
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Figura 70. Resultados del indice k de las peliculas de grafeno sobre sustratos de silicio para las mismas muestras de
la Figura 69. En cada una se reportan los indices calculados en cada una de las 3 mediciones por muestra. En la leyenda
se encuentran los grosores del grafeno asociados a las mediciones.

Los indices n y k que calculamos para algunas de las muestras de grafeno sobre
vidrio se encuentran en la Figura 71. Primero que todo, como mencionamos
anteriormente, los valores de los grosores de grafeno variaron mucho para la misma
muestra, lo cual puede deberse a la rugosidad del sustrato y por consecuente a la
rugosidad del grafeno. En la muestra VO1 (Figuras 71 a y c) observamos que hay una
diferencia notoria entre las 3 mediciones por muestra tanto para el indice n como para
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el coeficiente k, a diferencia de los resultados de grafeno sobre Si0,, en donde las 3
mediciones eran mas congruentes entre si para cada muestra. En el caso de la muestra
V06, entre las 3 mediciones por muestra, los indices de refraccion n (Figura 71b)
resultaron similares entre si, al igual que los valores para los coeficientes de extincion k
(Figura 71d) que si bien mostraron algunas diferencias, no distaban mucho entre si como
para la muestra VO1. Es posible que la discrepancia entre las 3 mediciones por muestra,
(tanto para n como para k) de la muestra VO1 se deba a la rugosidad y heterogeneidad
del grafeno, pues, como se observa en la Tabla 6 la desviacién estandar entre los
grosores calculados de grafeno de la muestra VO1 fue el doble que para la muestra VO6.

La forma del espectro del indice n de la muestra VO1 (Figura 71a) se asemeja a
los espectros de n que obtuvimos para las muestras de grafeno sobre Si0O, (Figura 69),
sin embargo el indice n de la muestra V06 (Figura 71b) presenta un peak cerca de los
300 nm, similar a lo observado por Weber et al. En ambas muestras: V01 y V06
observamos que k aumenta abruptamente hacia longitudes de onda pequefias, pero no
alcanzamos a observar el peak caracteristico que reportamos en los resultados de la
Figura 70 para el grafeno sobre diéxido de silicio y que es mencionado en la literatura.
Esto puede deberse a que el peak se encuentra justo en el limite, fuera del rango de
longitudes de onda que utilizamos en nuestras mediciones. En el estudio de Li et al., el
peak del coeficiente de extincidn se encontraba cerca de los 258 nm mientras que la
menor longitud de onda que utilizamos para medir nuestras muestras fue de 260 nm.
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Figura 71. Resultados de los indices de refracciéon n (a) y (b) y de los coeficientes de extincidn k (c) y (d) de dos
muestras de grafeno sobre sustratos de vidrio (V01 y VO6). En cada grafico se reportan los indices calculados en cada
una de las 3 mediciones por muestra. En la leyenda se encuentran los grosores del grafeno asociados a las mediciones.

En la Tabla 6 se encuentra un resumen de los resultados de las Figuras 69, 70 y
71 para los grosores de grafeno de cada muestra, con su error respectivo; los valores
maximos de los indices n y k (considerando solo el espectro UV), y el valor de los indices
nvy k para la longitud de onda de 620 nm (2 eV).
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El valor maximo del indice n en el espectro UV tomé valores bajos (entre ~1,66
y 1,9, en longitudes de onda entre 303 nm y 348 nm), en comparacion a los resultados
de los indices de refraccidon para el grafeno de trabajos previos (Tabla 5), que se
encontraban en rangos entre 2,2 y 3,4, y en longitudes de onda menores: entre 250 nm
y 316 nm.

El valor maximo de k de nuestras muestras de grafeno, que corresponde al peak
observado en el espectro UV, tuvo valores entre 0,42 y 1. La posicidon de este peak se
localizé entre 264 nmy 266 nm para grafeno sobre vidrio; y entre 282 nm y 295 nm para
grafeno sobre silicio. Los valores del coeficiente k de nuestro grafeno fueron mas bajos
que los de la literatura segun la Tabla 5 (entre ~2,4 y 3,1), en los cuales el peak estaba
posicionado entre 250 nmy 270 nm.

Por lo que se refiere a la longitud de onda de 620 nm, el indice de refraccién n
de nuestro grafeno tomé valores entre 1,59 y 1,9, mientras que en la literatura se
encuentra en un rango entre 2,7 y 2,9 (a excepcion del trabajo de Isic” et al. donde
Ne20nm = 1,7). Por otro lado, el coeficiente de extincién k de nuestro grafeno tomé
valores bajos (entre 0,22 y 0,84) en la longitud de onda de 620 nm en comparacion a la
literatura del grafeno donde reportan valores de k entre 1,2y 1,7 a los 620 nm.

Tabla 6. Valores calculados del grosor y los indices de refraccidon n y k del grafeno a partir de las Figuras 69-71. Los
valores de N4, Y Kimsx cOrresponden a los valores maximos de los indices en el rango UV. Los valores de ng,0nm Y
Ke20nm son los valores de los indices en la longitud de onda de 620 nm. Los valores reportados corresponden a los
promedios entre las 3 mediciones por muestra. Las muestras con nomenclatura Sx y Vx corresponden a grafeno
depositado sobre didxido de silicio y vidrio respectivamente.

Grosor
Muestra | grafeno Nnax Konax Ng20 nm k620 nm
[nm]

sS4 90+ 1,4 1,68 + 0,04 (~305 nm) 0,42 £+ 0,06 (~282 nm) 1,59+ 0,03 | 0,46 + 0,04
S5 6,6+ 1,0 1,77 £ 0,01 (~348 nm) 0,55 + 0,06 (~286 nm) 1,74+ 0,06 | 0,54+ 0,05
S7 9,7+0,3 1,66 + 0,02 (~318 nin) 0,52 + 0,04 (~295 nm) 1,67 £0,02 | 0,60+ 0,01
S10 41+0,2 1,84 + 0,03 (~332 nim) 0,86 + 0,02 (~286 nm) 1,85+ 0,07 | 0,84+0,01
Vo1 80+78 1,9+ 0,2 (~321 nm) 1,0 £ 0,5 (~264 nm) 19+0,2 0,4 +£0,2
Vo6 _1|_1‘;9 1,71 4+ 0,01 (~303 nm) 0,54 + 0,12 (~266 nm) 1,66+ 0,03 | 0,22 £ 0,06

Para estudiar la dependencia entre de los indices ny k, y el espesor del grafeno
graficamos ng0 nm Y K20 nm €N funcion del grosor de la pelicula de grafeno Figura 72.
Si bien, para las muestras de silicio S4, S5y S10, observamos que tanto el indice n como
el coeficiente k disminuyen de magnitud al aumentar el espesor del grafeno, la muestra
S7 no sigue esta tendencia, por lo cual no podemos afirmar que exista una correlacion
entre los indices dpticos y el espesor del grafeno. Esto concuerda con los resultados de
la literatura (Figura 65) en donde tampoco observamos una correlacién entre esas
magnitudes. En cuanto las muestras de grafeno sobre vidrio, no podemos inferir
informacidén sobre cdmo dependen los indices dpticos del espesor del grafeno debido a
que el error del espesor es muy grande en este tipo de muestra.
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Figura 72. a) indice de refraccién n y b) coeficiente de extincién k, a los 620 nm en funcién del espesor del grafeno
para las muestras sobre silicio (morado) y vidrio (celeste).

Para complementar las mediciones de elipsometria espectroscdpica y estudiar la
estructura de las muestras, realizamos algunas mediciones de microscopia Optica,
microscopia electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia de rayos X de energia
dispersiva (EDX). En las Figuras 73 a y b podemos observar la estructura de las muestras
de grafeno sobre didxido de silicio S4 y S5 respectivamente. En la imagen de la muestra
S4, el color mas oscuro representa el sustrato de Si0,, las zonas grises corresponden al
grafeno y las lineas blancas son los defectos del nanomaterial. Observamos que en
general la muestra S4 no era homogénea, pues, como observamos en la imagen el
grafeno se fragmento y el sustrato no quedd completamente cubierto, ademas de la
gran cantidad de defectos en la muestra, que pueden ser producto del proceso de
transferencia. Por otro lado, la imagen de la muestra S5 (Figura 73b) indica que tiene
mejor calidad, pues el grafeno no esta fragmentado en ese sector de la muestra y los
defectos (zonas blancas) son mas pequefios que para la muestra S4. Esto podria explicar
la irregularidad de los indices n (Figura 69a) y k (Figura 70a) de la muestra S4 alrededor
de los 400 nm. Ademads la desviacién estdndar del grosor de grafeno calculado para la
muestra S4 (Tabla 6), que tuvo un valor mas alto que para la muestra S5, podria
explicarse a la heterogeneidad de la muestra, pues, los distintos lugares en donde
realizamos las mediciones de SE podrian no ser equivalentes.
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Figura 73. Imagenes de microscopia Optica de grafeno sobre didxido de silicio de las muestras: a)S4 y b)S5. Ambas
imagenes estan a la misma escala, como indica la barra (de 200 um) en la esquina superior izquierda de las imagenes.

Para profundizar en los defectos que podrian presentar algunas de nuestras
muestras, analizamos la muestra S4, de grafeno sobre didxido de silicio, mediante la
técnica de SEM, obteniendo las imdagenes de la Figura 74. A diferencia de las imagenes
de microscopio Optico de la Figura 73, en las imagenes SEM las zonas mas claras
corresponden al sustrato de Si0, y las zonas mas oscuras corresponden a la pelicula de
grafeno. En la imagen milimétrica (Figura 74a) observamos que el grafeno estaba
fragmentado, lo cual puede ocurrir durante el proceso de transferencia al sustrato.
Ademads observamos algunas lineas donde pareciese ser que la muestra estaba rayada,
debido a una mala manipulacién de la muestra. Aun asi, observamos sectores de areas
de grafeno considerables para realizar mediciones de SE. En la imagen micrométrica
(Figura 74b) observamos una rugosidad del grafeno que podria deberse a que en el
proceso de transferencia, la pelicula de grafeno se arruga en el momento en que se
evapora el agua después de haber sido transferida al sustrato.

104510 AM 5 8 3 E 5 5 2.00 5455 )
Figura 74. Imdgenes SEM de grafeno sobre diéxido de silicio de la muestra S4 a) a una escala milimétrica y b) a una
escala micrométrica.

En laimagen SEM de la Figura 74b, notamos que a pesar de que toda la superficie
estaba cubierta por grafeno, habian zonas un poco mas oscuras que otras, por lo cual
llevamos a cabo mediciones de EDX obteniendo los resultados de la Figura 75.
Observamos que los elementos predominantes de la muestra correspondian a carbono,
oxigeno y silicio lo cual era esperable ya que el carbono es el componente del grafeno y
el oxigeno vy silicio son los componentes principales del sustrato sobre el que estaba
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depositada la pelicula de grafeno. En particular, observamos que en la zona 1 de la Figura
75 (denotado con amarillo en el espectro EDX) que corresponde a la zona mds oscura de
la imagen SEM, habia una mayor contribucién de carbono que para las zonas 2 y 3
(denotadas con naranjo y rojo en el espectro EDX, respectivamente), que correspondian
a las zonas mas claras de la imagen SEM. Eso nos hace pensar que podria haber zonas
de la muestra con mas capas de grafeno, lo cual explica la diferencia entre los grosores
calculados para la misma pelicula de grafeno, en distintas zonas de la muestra.

Figura 75. Espectro EDX de grafeno sobre diéxido de silicio para tres zonas de la muestra S4, indicadas por los colores
amarillo, naranja y rojo (zonas 1, 2 y 3, respectivamente indicadas en el recuadro con la imagen SEM).
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5. Conclusiones

En este trabajo, sintetizamos grafeno y 6xido de grafeno mediante la técnica de
PECVD y logramos transferir areas grandes de hasta 2,8 cm? sobre sustratos de 6xido de
silicio y placas de cultivo. Mediante espectroscopia Raman determinamos que las
muestras de grafeno consistian en monocapas con pocos defectos. Los tipos de
triptéfano que utilizamos en este trabajo consisten en un triptéfano de prueba (TRP1),
un triptéfano con terminal clorhidrato (TRP2) y un triptéfano con terminal metilo (TRP3).
A partir de imagenes de microscopia dptica y espectroscopia Raman observamos las
diferencias estructurales entre los tres tipos de triptéfano utilizados en esta
investigacion. Y por medio de mediciones de espectrofotometria UV-vis, observamos
diferencias en los espectros de absorbancia entre los distintos tipos de triptéfano. TRP1
y TRP3 presentaron un peak en la longitud de onda de 280 nm, mientras que para el
TRP2 el peak se encontraba en los 298 nm.

Para estudiar la adsorcién de los distintos tipos de triptéfano en grafeno analizamos
el cambio de concentracion de las soluciones de trp en contacto con los nanomateriales,
a partir de mediciones de absorbancia ultravioleta. Encontramos que a las 3 horas de
interaccion, a 4°C, el triptéfano de prueba TRP1 se habia adsorbido en grafeno solo para
las concentraciones iniciales entre 5 uM y 10 uM, rango en el cual hubo una tendencia
de aumento de AC en funcién de la Ciy;ciq1- NO observamos una dependencia entre la
adsorcion del triptofano TRP1 y el area del grafeno. El triptéfano TRP2 (N'-FORMYL-L-
TRYPTOPHAN HYDROCHLORIDE, C;,H;,N,05;*HCl), presentd adsorcidn en grafeno a las
3 horas de interaccidn, a 4°C, para concentraciones iniciales entre 10 uM y 60 uM, sin
embargo no observamos una correlacion entre la adsorcidon y la Cipiciar © €l area del
grafeno.

También analizamos la cinética de adsorcién del TRP3 (NALPHA-ACETYL-DL-
TRYPTOPHAN METHYL ESTER, C;4H;4N,053) en grafeno y en éxido de grafeno durante
24 horas a temperatura ambiente. Si bien observamos que el TRP3 se adsorbe en los
nanomateriales para algunas concentraciones iniciales entre 20 uM y 70 uM, no
observamos una dependencia entre la adsorcion y la Ci,iciqr © €l area del grafeno. A
partir del analisis del cambio en la absorbancia, observamos que el TRP3 no muestra una
preferencia de adsorcién entre grafeno u éxido de grafeno.

Al comparar los graficos del porcentaje de cambio de absorbancia en funcién de la
Cinicia1 €n los casos donde si hubo adsorcidn en grafeno, obtuvimos que el TRP1 mostro
el mayor %AA (entre 0,4 y 3,5%), indicando una mejor adsorcidn en el nanomaterial,
para concentraciones iniciales pequefias (entre 5y 10 uM). En cuanto a los otros tipos
de triptofano, para concentraciones mayores entre 10 y 70 uM, el %AA tomo valores
entre 0,07y 1,8% para el TRP2 y entre 0,3 y 1% para el TRP3.

Segln de las mediciones de AFM creemos que el triptéfano se adsorbe sobre la
superficie del grafeno y el 6xido de grafeno en aglomeraciones de moléculas. Esto
sugiere que la adsorcion de triptéfano ocurre en multicapas, y que seria adecuado
ajustar las isotermas de adsorcidn a un modelo BET.
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A partir de mediciones de elipsometria espectroscépica calculamos los indices
Opticos n y k y el grosor de las peliculas de grafeno. Los indices épticos presentaron
valores mas pequefios que los reportados en la literatura. Los grosores calculados de
grafeno resultaron mas grandes que el grosor de una monocapa de grafeno (0,3 nm).
Mediante mediciones de SEM-EDX, observamos que ello se debe a la rugosidad del
grafeno y a que en algunas zonas habia mds de una capa del nanomaterial.
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