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“Lo que se registra como resultado de un experimento u observacion nunca es
el hecho escueto percibido, sino este hecho interpretado con ayuda de una
cierta proporcion de teoria”

El andlisis de la materia. Bertrand Russell
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Resumen

La deteccion y analisis molecular son de gran interés en la comunidad cientifica, tecnologica
e industrial. Algunas técnicas de espectroscopia como son la espectroscopia IR y la
espectroscopia Raman, proporcionan informacién sobre un gran nimero de moléculas.
Cuando la radiacion electromagnética (luz) interactia con un grupo de moléculas,
experimenta un fenémeno conocido como esparcimiento, el cual es provocado por pequefios
cambios en los movimientos vibratorios de las moléculas. El analisis de la luz esparcida nos
permite obtener la huella dactilar de las moléculas. Sin embargo, en algunas moléculas el
efecto de esparcimiento de la luz resulta ser muy débil, impidiendo que se pueda obtener su
huella dactilar. Los substratos SERS se presentan como alternativa para obtener un mejor
registro de las sefiales Raman de las moléculas. Dichos substratos contienen nanoparticulas
metalicas, que al interactuar con la luz en condiciones de resonancia plasmodnica producen
un mejoramiento de campo local, el cual afecta los movimientos vibratorios de las moléculas
cercanas a las nanoparticulas metalicas, produciendo un mejoramiento significativo de la
seflal Raman. Los substratos SERS 3D estudiados en este trabajo, fueron fabricados en
presencia de nanocelulosa bacteriana (BC) con nanoparticulas metélicas de plata (Ag), oro
(Au), silicio (Si) y grafeno oxidado (GO) por una via de preparacion in situ facil, rdpida y
econémica. Para la caracterizacion de estos substratos se utilizaron las técnicas de
espectroscopia UV-Vis, EDS, Raman y microscopia SEM. Los resultados obtenidos
demuestran la capacidad del GO de generar mayor produccion de nanoparticulas metalicas

en el substrato, ademas de servir como trampa para concentrar una gran cantidad de
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nanoparticulas generando lugares de alta mejora en los substratos. La presencia de silicio,
nanoparticulas metélicas y GO en los substratos, permiten reducir considerablemente los
efectos de fluorescencia en la molécula analito FITC, lo cual los convierte en posibles

candidatos en aplicaciones de biosensado libre de etiquetas.
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Objetivo General

Aprovechando las propiedades que brinda la nanocelulosa bacteriana (BC) y las posibles
mejoras que ofrece el grafeno oxidado (GO) en substratos SERS, nos hemos propuesto como
objetivo general de este trabajo, fabricar y caracterizar substratos SERS en ausencia y
presencia de (GO), para analizar mediante comparativas las posibles ventajas que se

presenten.
Objetivos Especificos

Para dar cumplimiento al objetivo general de este trabajo, hemos propuesto fabricar y

caracterizar los siguientes substratos.

Substratos SERS basados en nanocelulosa bacteriana con nanoparticulas de plata

(Ag) en presencia de silicio (Si).

= Substratos SERS basados en nanocelulosa bacteriana con nanoparticulas de plata
(Ag) y oro (Au).

= Substratos SERS basados en nanocelulosa bacteriana con nanoparticulas de plata
(Ag) y grafeno oxidado (GO).

= Substratos SERS basados en nanocelulosa bacteriana con nanoparticulas de plata

(Ag), oro (Au) y grafeno oxidado (GO).
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La presentacion de este trabajo involucra cinco secciones distribuidas de la siguiente manera,
en la primera seccion se hace una introduccion general sobre el planteamiento del problema
y su justificacion, ademas se presenta una revision general sobre los antecedentes de la

espectroscopia SERS. Las siguientes secciones estan distribuidas por capitulos.

Capitulo 1. Fundamentos teéricos: En este capitulo se hace una revision general sobre los
principios tedricos que fundamentan la espectroscopia Raman y las mejoras producidas por

SERS.

Capitulo 2. Desarrollo experimental: En este capitulo se exponen las técnicas

experimentales utilizadas para la fabricacion y caracterizacion de los substratos elaborados.

Capitulo 3. Analisis de resultados: En este capitulo se muestran los resultados obtenidos
por espectroscopia UV-Vis, EDS, Raman y microscopia SEM, ademas se presenta un

analisis sobre dichos resultados basandonos en los fundamentos tedricos.

Capitulo 4. Conclusiones: En este capitulo se presentan las conclusiones sobre la eficiencia

de los substratos y sobre las comparativas entre substratos en ausencia y presencia de (GO).
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Introduccion

Cuando la radiacion electromagnética interactia con la materia, se pueden observar
diferentes respuestas Opticas, dentro de las cuales se encuentran la reflexion, transmision,
difraccion, interferencia, polarizacion, absorcion y esparcimiento, entre otras. El analisis de
estas respuestas Opticas nos permite hacer inferencias tanto de la naturaleza y propiedades
de la radiacion electromagnética, como de la materia que se esta estudiando. ' Este anélisis
hace parte de las diferentes técnicas de espectroscopia tales como Ultravioleta-Visible (UV-
Vis), fluorescencia, rayos X, emision y absorcion atomica, Infrarrojo (IR), Raman, etc. La
espectroscopia Raman por ejemplo es una herramienta muy util, porque brinda informacion
sobre el espectro vibracional-rotacional de moléculas orgéanicas y algunas inorganicas,
siendo complementaria en este aspecto con la espectroscopia IR."? El principio sobre el que
se sostiene la espectroscopia Raman, se fundamenta en la variacion de la polarizabilidad
molecular, mientras que la espectroscopia IR exige que haya un cambio en el momento
dipolar eléctrico.** Cuando interactiia radiacién electromagnética con una molécula, el
campo que incide sobre la molécula, genera movimientos vibratorios en los enlaces que
sostienen a los atomos en la composicion de la molécula, de tal manera que se produce un
momento dipolar inducido. Este fenomeno puede ser interpretado como un esparcimiento de
la radiacion incidente causado por la molécula de estudio, dicho esparcimiento es de dos
tipos, esparcimiento eldstico (Rayleigh) en el cual no existe una diferencia de energias entre
el foton incidente y el foton esparcido, y esparcimiento ineléstico (Stokes y anti-Stokes), en
el cual hay una diferencia de energias entre el foton incidente y el foton esparcido,

correspondiente a un modo vibracional-rotacional de la molécula.!>* Las vibraciones
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moleculares dependen de la masa de los atomos, de la fuerza con que estan enlazados esos
dtomos y del medio que los rodea.">* En algunas moléculas es dificil obtener un espectro
Raman, ya que solo 1 de alrededor de 10° fotones que inciden sobre la molécula
experimentan esparcimiento tipo Raman, es decir, cuenta con una seccion eficaz muy baja,
ya que ¢ésta brinda informacion sobre la eficiencia en los procesos de absorcion y
esparcimiento.>* Para dar solucién a este tipo de inconvenientes, se recurre a la mejora de
la sefial Raman por medio de substratos que contienen nanoestructuras metalicas, a esta
técnica se le conoce como espectroscopia Raman mejorada por superficie (SERS) por sus
siglas en inglés.>® Esta mejora se debe a dos procesos principales, por una parte se considera
el mejoramiento electromagnético (EM) que se deriva de la interaccion de campos
electromagnéticos con nanoestructuras metalicas, generando en estas un fenémeno conocido
como resonancia de plasmones localizados, los cuales dependen de la forma, tamafio y
funcion dieléctrica del metal, y por otra parte se considera el mejoramiento quimico o de
transferencia de carga (TC) asociado al complejo de superficie metal-molécula."” Para lograr
una mejor amplificacion de la sefial, es necesario que la molécula (analito) sea adsorbida

sobre la superficie del metal.!-?

Son muchos los fendémenos que ocurren dentro de la espectroscopia SERS. Para dar
explicacion a estos fenomenos es necesario acudir a fundamentos fisicos y quimicos, ademas
de ingenieriles para la elaboracion de substratos que nos permitan identificar sustancias de
interés en diferentes campos de investigacion, por ejemplo en biologia es necesario detectar
ADN, glucosa, proteinas y bacterias como la Escherichia coli (E. coli) y Staphylococcus
aureus (S. aureus), en agroindustria es necesario identificar sustancias quimicas como el

glifosato que es ampliamente usado como herbicida y puede afectar la salud humana, en el
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campo de la medicina, es necesario hacer seguimiento a virus y enfermedades como el
cancer, y en general en cualquier campo de estudio que involucre estructuras moleculares

son de gran utilidad los substratos SERS. 3

En términos generales, un substrato SERS se puede definir como un soporte que alberga
nanoestructuras metalicas que al interactuar con radiacion electromagnética en condiciones
de resonancia plasmonica, forman plasmones de resonancia localizados, que a su vez son los
encargados de amplificar la sefial Raman.!*!° Existen diversos tipos de substratos SERS, el
funcionamiento de dichos substratos depende de la longitud de onda de excitacion, por lo
cual para muchos experimentos de interés es necesario trabajar en la region del espectro
visible e infrarrojo cercano, sin embargo, hay substratos que operan en otras regiones. %1%
Un buen substrato puede contener preferiblemente nanoparticulas metalicas de oro (Au) y
plata (Ag), aunque se pueden utilizar otros metales nobles y algunos alcalinos.!*!° Estudios
recientes en SERS reportan investigaciones sobre el uso de grafeno oxidado (GO) en la
elaboracion de substratos SERS en presencia y ausencia de nanoestructuras metalicas,
aprovechando las propiedades mecénicas, eléctricas y Opticas que brinda este material. La

forma de la nanoparticula y su rugosidad también son factores muy importantes para la

amplificacion de la sefial, asi como el nimero de hojas y grado de oxidacion del GO.!>14

Otro aspecto importante que se debe considerar es el area superficial, ya que existe una
relacion directa entre el numero de moléculas que se adhieren al substrato y la eficiencia en
el esparcimiento.!? Factores adicionales y no menos importantes dentro de la fabricacion de
substratos SERS, son el bajo costo y la facil fabricacion, siendo esta una de las principales

ventajas en la elaboracion de nuestros substratos SERS, ya que es un método sencillo y usa
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como plataforma la nanocelulosa bacteriana (BC) por su alta transparencia y nanofibras que
ayudan a contener un mayor nimero de nanoparticulas. Por ultimo hay que considerar la
afinidad que puede haber entre el substrato y la molécula (analito), ya que algunos substratos

son més afines con cierto tipo de moléculas. '

Como se ha mencionado anteriormente, la espectroscopia SERS involucra varios fenomenos
fisicos y quimicos, siendo piezas importantes el esparcimiento Raman, los plasmones de
superficie localizados (LSPR) y la adsorcion molecular.’> !5 A continuacion se sefialan
algunos aspectos y caracteristicas a considerar dentro de la espectroscopia SERS. La razén
entre la sefial Raman amplificada por SERS y la sefial Raman original, genera una magnitud

conocida como factor de mejoramiento analitico (AEF) el cual est4 definido como:

ISERS

Csers
AEF = ———
Irs (D
Crs

Donde Iskrs es la intensidad de la sefial Raman mejorada, Irs es la intensidad de la sefial
Raman original, Csgrs la concentracion molar del analito en el substrato plasmonico y Crs
la concentracion molar del analito en ausencia de nanoparticulas metélicas. Esta magnitud
es crucial en SERS, puesto que ayuda a entender el mejoramiento electromagnético (EM) de
la sefial y nos proporciona una estimacion de que tanto se ha amplificado la sefial Raman
mejorada con respecto a la sefial Raman original."!® Sin embargo, ha sido un tema de debate,
debido a que no tiene en cuenta el numero de moléculas que estan aportando a la sefial
SERS.!? La maxima amplificacion ocurre en lugares especificos sobre la superficie del metal

donde el campo electromagnético es mds intenso, a estos sitios comtinmente se les llama
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puntos calientes (hot spots) y tnicamente las moléculas cercanas a dichos puntos podran
aportar a la amplificacion de la sefial.">>!! Estos maximos son del orden de 10° para
nanoparticulas esféricas, aunque se han reportado mejoramientos del orden de 10'! para
nanoparticulas con geometrias mas complejas, lo que indica que este tipo de substratos
pueden detectar moléculas individuales.! El promedio del factor de mejoramiento SERS
(PEF) se calcula sobre todas las posibles posiciones de la superficie metalica donde se
puedan adsorber moléculas, dicho promedio alcanza valores de hasta 10° y en algunos casos
bajo condiciones bien controladas se pueden obtener valores del orden de 108. Las sefiales
SERS también pueden mostrar una intensidad anémala, fluctuaciones que no estan presentes
en la sefial Raman original, y pueden estar asociadas a cambios en el substrato.">* En la
mayoria de los casos, las moléculas de estudio exhiben un espectro SERS muy similar a su
espectro Raman original, muchos picos que son huellas dactilares de la molécula aparecen
en ambos espectros, sin embargo, existen algunas pequefias diferencias entre ambas sefiales

y deben ser tenidas en cuenta porque brindan informacion adicional sobre el efecto SERS. !>

El espectro Raman bajo condiciones SERS puede verse afectado, debido a que las
resonancias plasmonicas son tipicamente dependientes de la longitud de onda de excitacion,
como consecuencia de esto, las diferentes bandas del espectro pueden amplificarse en
diferentes o6rdenes de magnitud, dependiendo del esparcimiento y de la resonancia
plasménica que produce la mejora.!>® Efectos secundarios pueden surgir de la orientacion
particular de la molécula en la superficie y del modo Raman especifico.! Por otra parte, la
molécula puede modificarse con la adsorcion y convertirse en un complejo de superficie
(metal-molécula), lo cual puede verse reflejado en pequefios cambios que experimenta la

sefial Raman.®!> En casos mds extremos, los modos Raman que son facilmente visibles en
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la molécula desnuda pueden desaparecer tras la interaccion con la superficie metalica, asi
como otros modos pueden surgir de la interaccion entre la molécula y el metal.!?*!° Las
intensidades intrinsecas de la sefial Raman (secciones eficaces) también pueden ser
modificadas con la adsorcion. A estos ultimos efectos generalmente se les clasifica dentro

del mejoramiento quimico o de transferencia de carga (TC).!>!%!!

La sefial SERS a veces aparece con un ruido de fondo provocado por diferentes fenomenos
fisicos; por ejemplo, efectos de fluorescencia intrinseca residual e impurezas en la muestra
como se puede observar en la Fig. 1. A este amplio trasfondo a menudo se le llama continuo
SERS."*1? EI fotoblanqueo también es un factor a considerar, ya que muchas sondas SERS
tales como los tintes organicos, son conocidos por ser fotoblanqueadores cuando la potencia
de excitacion es muy alta. El mejoramiento electromagnético (EM) puede afectar
drasticamente el fotoblanqueo, debido a la aparicion de nuevos fendémenos fotoquimicos,
como lo intuyen algunos investigadores, ya que los detalles exactos aun no estan

comprendidos completamente.'->1°
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Figura 1. Espectro Raman del FITC a una concentracion de 107 M sobre un substrato basado en
nanopapel de celulosa con nanoparticulas de Ag, excitado a una longitud de onda .=785nm. Se
observan picos de la cinta adhesiva con la que se sujeto el substrato, ademas de efectos de
Sfluorescencia, lo cual impide observar claramente el espectro del FITC.

Con el fin de explorar el estado del arte del SERS, a continuacién se presentan algunos

antecedentes.

Antecedentes

A comienzos de la década de 1970's, diferentes grupos de investigacion estaban dedicados a
estudiar las posibles formas de observar monocapas de moléculas en superficie. El objetivo
ya se habia conseguido en ese momento para algunas técnicas, como es el caso de la
espectroscopia IR. En un principio se pensd que no era posible lograr este objetivo con la
espectroscopia Raman por la debilidad de la sefial.*!%!! No obstante, el trabajo desarrollado
por Fleishman et. al sobre la piridina en electrodos de plata rugosos, dio origen a lo que se
conoce como la primer observacion del efecto SERS en 1974.1%1 La idea original que daba
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explicacion al aumento de la intensidad de la sefial de piridina, estaba relacionada con el
aumento del area superficial del electrodo usado como substrato, ya que se podrian unir un
mayor numero de moléculas que darian un aumento significativo a la sefial. Sin embargo,
surgieron otros fenomenos de amplificacion que no pudieron ser explicados por esta
hipétesis.'” Algunas de las observaciones mostraban que la sefial podia debilitarse por el
aumento de la rugosidad del electrodo contradiciendo la hipotesis planteada. Van Duyne et.
al y Creighton et. al demostraron que el mejoramiento de la sefial Raman bajo efecto SERS
no solo se debia al aumento del area superficial, sino que ademas existia una forma diferente

de mejoramiento actuando sobre las intensidades Raman de las moléculas.!*!°

En la década de 1980's Moskovits realizd un trabajo sobre los avances tedricos y
experimentales en SERS hasta ese momento.!! En la década de 1990's no hubo avances
particularmente significativos en SERS, pero con las mejoras de la instrumentacion Raman,
diferentes campos cientificos tuvieron un mayor acceso al estudio de la técnica, colaborando
de esta manera en el desarrollo progresivo de la nanociencia y la nanotecnologia que abrieron
muchas posibilidades nuevas, especialmente en términos de disefio y fabricacion de

substratos SERS."10

El desarrollo de la nanotecnologia después del 2000, permitio el progreso en la preparacion
de nanoestructuras plasmoénicas para aplicaciones analiticas y de deteccion. Kenneth Crozier
y Wengqi Zhu reportaron publicaciones sobre la fabricacion litografica de dimeros de oro con
huecos a escala de Angstrom. Dichas estructuras permitieron estudiar el impacto del efecto
tinel de electrones en la mejora plasmonica de campo cercano a través de SERS.! Zhong-

Qun Tian y Jian-Feng Li et. al, reportaron estudios sobre la espectroscopia Raman mejorada
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con nanoparticulas aisladas por concha (SHINERS), esta nueva técnica amplio la
generalidad de SERS y abrio el camino para investigar muchos procesos quimicos,
electroquimicos, bioldgicos y cataliticos.>!®!! EI hecho de que los substratos SERS tuvieran
la capacidad de detectar una sola molécula, motivé a los investigadores para desarrollar
teoria y nuevos experimentos alrededor de SERS.? Recientemente se han reportado diversas
investigaciones sobre peliculas flexibles con nanoparticulas de Ag, utilizando laminas de
GO como substratos. Las hojas a base de GO han sido utilizadas como un fuerte soporte para
dispersar y estabilizar nanoparticulas. Las peliculas de Ag ensambladas en laminas de GO
son flexibles y pueden formar suspensiones estables en solucion.!” ! Las nanoparticulas de
Ag recubiertas por una pelicula de GO, muestran sefiales Raman mejoradas gracias a las
hojas de GO y a la densidad de nanoparticulas de Ag en la pelicula, tales peliculas activas
SERS pueden tener algunas ventajas en cuanto a selectividad y sensibilidad como substratos
genéricos de SERS, para el estudio de la electronica y caracteristicas estructurales de las
laminas de GO.?°? También se han reportado nanoestructuras tipo sandwich incrustadas
con GO para SERS, encontrando posibles aplicaciones en seguimiento de pesticidas.
Siguiendo este enfoque, muchos investigadores han fabricado nanoestructuras hibridas que
integran GO con diversas nanoparticulas de Ag y Au, controlando su forma y tamano. Los
substratos SERS que involucran nanoestructuras metalicas hibridas con GO han sido

ampliamente investigados y se han reportado mejoras sustanciales en las sefiales SERS. >

Guo J, et. al fabricaron un substrato SERS a base de silicio en forma piramidal, dopada con
nanoparticulas de Ag y algunas capas de GO adheridas por centrifugado. Este substrato

present6 un limite de deteccion (LOD) de 107! M y un factor de mejoramiento de 1.26X10'?
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para Rodamina 6-G (R6G). El mejoramiento de la sefal se debe a la amplificacion del campo

eléctrico cuando la piramide de silicio hace contacto con las nanoparticulas metalicas.?®

X. Zhao. et. al, reportaron un método alternativo para fabricar un substrato SERS flexible
tridimensional (3D) basado en GO y nanoparticulas de Ag, con lo que lograron un (LOD)
para (R6G) de 1071 M y para cristal violeta (CV) de 10° M. El GO fue usado como una
pelicula protectora y un excelente adsorbente para sondear moléculas, produciendo una gran
contribucion a la estabilidad de las sefiales SERS. También reportaron mejoras en la

deteccion de malaquita verde en solucion (MG) logrando un (LOD) de 1071° M. 13

G. Shi. et. al fabricaron un substrato de microislas de Ag recubiertas con hojas de GO.
Usando CV como molécula de sonda mostraron un factor de mejoramiento de 1.52X10°. Las
pruebas de sensibilidad indicaron que el (LOD) para CV era tan bajo como 5X107° M,

también se reportd sobre la estabilidad temporal del substrato durante 30 dias.?’

I. Khalil. et. al reportaron biosensores de ADN basados en SERS. El acoplamiento de dos
plataformas que contienen nanoparticulas metalicas y GO genera un (hot spot) de campo
electromagnético mejorado localmente, formado en las uniones y grietas intersticiales de las
nanoestructuras, en consecuencia proporciona amplificacion significativa de la sefal

SERS.3

J. Zhu. et. al prepararon substratos que contienen nanohuesos de Au recubiertos de Ag
decorados con GO y fue utilizado para detectar glucosa en orina, demostrando su utilidad en

el biosensado.’!
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T. Naqvi. et. al, fabricaron un substrato activo SERS basado en nanoparticulas de Ag
(AgNPs) y oxido de grafeno reducido (rGO). El substrato (rGO/AgNPs) mostrdé buena
homogeneidad, estabilidad y sensibilidad nanomolar con mejora de intensidad Raman de 10°
para (R6G) y una mejora de 10° para acido 4-mercaptobenzoico (4-MBA) y para 2-4
dinitrotolueno (2,4-DNT). La mejora observada de la sefial SERS para todos los analitos ha

sido atribuida al efecto acumulativo de rGO y AgNPs.>?

Y. Li. et. al, reportaron un método rapido y amigable con el ambiente, desarrollado para
preparar nanoparticulas de Ag y rGO que exhibe favorable actividad de SERS en la deteccion
de bacterias como Escherichia coli (E. coli) y Staphylococcus aureus (S. aureus). La

sensibilidad de deteccion del compuesto (AgNPs/rGO) fue de 2X10® CFU/cm?. 33

Los substratos SERS con superficie mejorada en papel reciben mucha atencién debido al
bajo costo y alta flexibilidad. G. Xiao. et. al desarrollaron un substrato SERS (S-
rGO/AgNPs) eficiente mediante impresion en huecograbado de pelicula delgada de 6xido
de grafeno sulfonado reducido (S-rGO) e impresion de inyeccion de tinta de AgNPs. Este
substrato presenté un factor de mejoramiento del orden de 10° y un limite de deteccion para
MG y R6G del orden de 10”7 M, ademads exhibi6 una buena uniformidad y estabilidad a largo

plazo.**

P. Chettri. et. al reportaron la sintesis de rGO y AgNPs, usando extracto acuoso de hojas
secas de Psidium guajava. El compuesto de rGO mostré un rendimiento notable en la
deteccion de azul de metileno con concentracion tan baja como 10 M para la cual el factor
de mejora fue de 4.6 X 10°. Ademas, reportaron que el rGO apaga la fluorescencia del azul
de metileno mas eficientemente.*
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A pesar de que todavia se estd trabajando mucho en términos de comprension fundamental
del efecto, muchas publicaciones sobre substratos SERS estan dedicadas al estudio de sus
1,2,8,10,11,15

aplicaciones, ya sea como herramienta de investigacion o para su comercializacion.

Otras investigaciones recientes sobre substratos SERS que contienen GO y rGO se resumen

en las Tablas 1 y 2.

Tabla 1. Parametros asociados a la sensibilidad de los substratos SERS que contienen
nanoparticulas metalicas, (GO) y (rGO).

Substrato lelte. (,ie F:actor .de Analito Referencia
deteccién mejoramiento

105M 7x108 R6G -

3D(AgNPS/GO) 102M 3.2x10° cv
Ag@GO 108 M 3.4x10° R6G 36
GO - - TSCuPc 37
Ag-COFe,04/rGO 10° M - Hg* 38
:ggg ﬁ‘ﬁ//r %% 6.1x10* 4-ATP 3
phc-AgNPs 10° M — p-metiltiofeno 40
GO-GNS 10° M — bilirubina sérica 4
rGO-NP 101°M - R6G 14
Polimeros-GO-AgNPs 10" M 3.95x10’ Propanol 42
GO-NRS-AuNPs 106 M --- Ni2* 3
GO-AuNPs 10°M - Hg? “
AgNPs/rGO 10°M -- Fluoresceina 45

-9

BW/GO/AgNPs 188 ﬁ 4.79x10° h/([:];/A 46
Ag/GO/TNR 1012M 5.8x10° R6G 4
Ti0,/Au/rGO 101°M - R6G 48
ZnO/Gr/AgNPs 105 M 0.95x10"2 R6G 49
R 1.2x10° CV “

GO/AgNPs/Cu 10°M 1.56x10° MG
AgNPs/GO 102 M 100 2,4-DNT s
10° M Paradoxon 5

GO/Ag 10°M R6G
GO/AgNPs 10 M — Clenbuterol 33
GO/PDDA/AgNPs 10° M 3.01x107 R6G 54
GO-Au 10°M 8.1x10’ R6G 3
AuNPs-GO 10° M --- MG 36
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Tabla 2. Parametros controlables en la elaboracion de substratos SERS que contienen
nanoparticulas metalicas, (GO) y (rGO).

Substrato Método de Tamaiio de la Forma de la Numero | Referencia
crecimiento | nanoparticula | nanoparticula y tamaifio
de las de capas
nanoparticula de
J GO/rGO
3D(AgNPs/GO) Deposicion 45 nm Multicapas 1-6 12
Ag@GO — 2 nm Flores —- 36
GO - - - 3 37
capas/4.3
nm
Ag-COFe,04/rGO Reaccion 10 nm Nanocompuestos -—-- 38
asistida por
microondas
Ag/PAA/GO Reduccion 200 nm Nanoplatos 3 capas 39
Ag/PAA/rGO quimica; longitud X 40
Crecimiento nm espesor
lateral
phc-AgNPs Autoensamblaj 30 nm Esférica -—-- 40
e
GO-GNS Reduccion 30 nm Estrellas - M
rGO-NP E-Beam 150 nm Nanoprismas - 14
Polimeros-GO- - 50 nm Esférica -—-- 42
AgNPs
GO-NRS-AuNPs Reduccion 80-100nm Hilos - 3
GO-AuNPs Reduccion 100-200nm Islas — 4
AgNPs/rGO Reduccion 20 nm Esférica -—-- 45
quimica
BW/GO/AgNPs Reduccion 1 um Alas de mariposa -- 46
Ag/GO/TNR Deposicion 50 nm Hilos --- 47
TiO»/Au/rGO Hidrotermal 50 nm Nanocompuestos - 48
ZnO/Gr/AgNPs Deposicion 18-30nm Microcavidades - 49
GO/AgNPs/Cu Centrifugado -—- Palomitas de maiz -—- 30
AgNPs/GO Ablacion laser 20 um Nanohojas -—- !
GO/Ag Reduccion 8nm Nanocompuestos --- 32
GO/AgNPs Deposicion 10nm Nanocompuestos - 33
GO/PDDA/AgNPs Reduccién -—- Nanocompuestos — >
GO-Au Crecimiento in 20nm Nanocompuestos - >
situ
AuNPs-GO Reduccion 20-80nm Nanocompuestos - 36
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Capitulo 1. Fundamentos Teoricos

1.1. La espectroscopia Raman
El fenémeno de esparcimiento Raman fue observado por primera vez por Chandrasekara
Venkata Raman en 1921 en India, lo que lo llevd a obtener el premio Nobel de fisica en
1930.%*° Lo que Raman observo fue un nuevo tipo de radiacion secundaria, el cual se
conoce actualmente como esparcimiento Raman. El analisis de la radiacion que emerge del
esparcimiento Raman recibe el nombre de espectroscopia Raman.!? El esparcimiento Raman
se produce por la absorcion-emision “instantanea” de fotones cuando la radiacion
electromagnética interactia con la materia. Dicho esparcimiento puede ser clasificado en

dos tipos:!*

v Esparcimiento elastico: se presenta cuando el foton incidente con energia Er y
el foton esparcido con energia Es tienen la misma energia Er = Es, aunque pueden
diferir en direccion y polarizacion. A este tipo de esparcimiento comunmente se
le conoce como esparcimiento Rayleigh. Sin embargo, no es de mucho interés en
la espectroscopia Raman puesto que no hay un cambio significativo en la
molécula de estudio al interactuar con los fotones y por lo tanto no brinda
informacion quimica.!*!> Ver diagrama de energias en la Fig. 2.

v Esparcimiento inelastico: se presenta cuando el foton esparcido tiene una energia
Es diferente a la energia Er del foton incidente. La diferencia de energias

corresponde a la energia de transicion entre dos estados vibracionales-rotacionales
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de 1a molécula.!*!> Este proceso se puede ver ilustrado en el diagrama de la Fig.

2.
S1 —_— % R
""" L TTTRTTTTTTTT TR
| 1 I | I I
1 1 I | I 1
I | I 1 I |
I | I 1 I |
v=2 — L1 v2 L1 v2 — L1
hoy V-1 —L—— L 5 howv v=1 — 1L 1 5 hwy v=1 — L ¥ o
v=0 — ¥ v=0 —ML ¥ v=0 —A1
anti-Stokes Rayleigh Stokes

Ev Es=EL+hwv EL/' si EL/’

Figura 2. Diagrama de niveles de energia de los procesos anti-Stokes, donde la energia del foton

esparcido es mayor a la del foton incidente, Rayleigh, en el cual la energia del foton esparcido es

igual a la del foton incidente, y Stokes, en el cual la energia del foton esparcido es menor a la del
foton incidente.

Un aspecto importante dentro del esparcimiento ineldstico en relacion a la energia del foton
esparcido Es, es que dicha energia puede ser mayor o menor que la energia del foton
incidente Er.'* Si el foton esparcido tiene menor energia a la del foton incidente Es < Ep,
decimos que es un proceso Stokes y puede interpretarse como la excitacion de la molécula
desde su estado vibracional base vo a un estado virtual y relajarse al primer estado excitado
vi de un modo vibracional, con energia #my =Ei-Es correspondiente a la vibraciéon como se
puede observar en la Fig. 2, siendo % =1,05457 x 103*J s la constante de Planck y oy la
frecuencia de vibracion del modo.  En caso de que el foton esparcido tenga una mayor

energia a la del foton incidente Es > Ei, entonces lo llamamos proceso anti-Stokes y puede
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ser explicado como una excitacion de la molécula de estudio desde un estado vibracional
excitado vi hasta un estado virtual y relajarse a su estado base vo, cuya energia de vibracion
estd dada por ~w=Es-EL como se puede observar en la Fig. 2.! Para que ocurra un proceso
anti-Stokes, es necesario que la molécula se encuentre en un estado vibracional excitado,

esto se puede lograr a través de excitacion térmica, lo cual implica que la sefial anti-Stokes

depende de la temperatura de equilibrio (T) por medio de la distribuciéon de Boltzman.!*?
—hw, (2)
F(E =
(Estado) = exp ( KT )

Donde Kg = 1, 380649 x 102* J / K es la constante de Boltzman. Es importante aclarar que
las sefiales Raman Stokes y anti-Stokes son simétricas respecto a la sefial de Rayleigh, siendo

mayor en intensidad la sefial Stokes, tal y como se observa en la Fig. 3.
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Figura 3. Esquema de un espectro Raman del FITC, donde se puede observar
la simetria de las bandas Stokes y anti-Stokes con respecto a la linea Rayleigh
del laser.

El esparcimiento Raman se parece al efecto de fluorescencia, sin embargo, se pueden
diferenciar gracias a que el proceso de esparcimiento Raman ocurre de manera “instantanea”,
mientras que el efecto de fluorescencia involucra un paso intermedio, que se interpreta como

una excitacion electronica seguida por una emision con un tiempo de vida finito.!**

Las reglas de seleccion para las transiciones Raman involucran aspectos relacionados con la
polarizabilidad a de la molécula como respuesta a un campo eléctrico. Su origen puede ser
explicado desde el punto de vista clasico, en el cual se considera la variacion en el tiempo

de la magnitud del momento dipolar inducido
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P = aF (3)

en una molécula, al interactuar con un campo electromagnético.'->

E(t) = E,Cos(wt) 4)

Asumiendo que la radiacion incidente tiene una frecuencia @ y la polarizabilidad o de la
molécula cambia entre valores de amin y 0max @ una frecuencia mo, entonces podemos escribir

el momento dipolar inducido como.???®

p = oyEyCos(wt) + (a_a:) qoCos(wot)EyCos(wt) %)

aq/,

Usando la identidad trigonométrica

1 (6)
Cos(a)Cos(b) = > (Cos(a + b) + Cos(a — b))
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podemos reescribir el momento dipolar como:

oa oa 7
p = agE,Cos(wt) + (—) qoE¢Cos(wy — w)t + (%> qoEoCos(wg + w)t

dq/, 0

El primer término del momento dipolar estd asociado con la frecuencia de radiacion
incidente ® y da razén de la banda Rayleigh, los otros dos términos estan relacionados con
el corrimiento en frecuencia por la frecuencia mo a la cual el movimiento molecular causa la
polarizabilidad al oscilar, y brinda informacién de las bandas Stokes y anti-Stokes en el

espectro Raman.’
Funcion seccion eficaz Raman ors

La intensidad de la sefial Raman Igrs estd asociada con la funcién (seccion eficaz), y es

proporcional al flujo incidente de fotones lo, es decir,

Irs = Ogsly (®)

La constante de proporcionalidad conocida como secciéon eficaz Raman ogrs, tiene
dimensiones de cm? y es funcion de la frecuencia de excitacion.!>®° La seccion eficaz

Raman es proporcional al cuadrado de la derivada de la polarizabilidad o’ para la transicion
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vibratoria mn, y también es proporcional a la cuarta potencia de la frecuencia de

esparcimiento s, es decir,

ORrs = C(‘);Llalmnl2 )

donde C es constante. Las eficiencias de los procesos de absorcion y esparcimiento estan
determinadas por la funcidén seccion eficaz, que es el punto de encuentro entre los
experimentos y la teoria.!*® La seccion eficaz se puede interpretar como el 4rea objetivo
presentada por una molécula o particula para generar esparcimiento o absorcion. Las
secciones eficaces para esparcimiento Raman son del orden de 10°, mientras que para los
procesos Raman resonantes en SERS (SERRS) y para SERS son del orden de 10" y 1071

respectivamente. 1,248

1.2. Espectroscopia Raman mejorada por superficie (SERS)

Fleischmann et. al en 1974 observaron el efecto SERS cuando intentaban registrar el
espectro Raman de la piridina sobre un electrodo de plata sometido a ciclos de oxidacion-
reduccion.»>!%!! En un comienzo se creyé que la intensificacion de la sefial Raman se debia
al incremento del area superficial producida por el proceso de reduccion, pero luego se
demostrd que este no era el unico efecto que daba respuesta a dicha intensificacion, puesto
que algunas bandas Raman no se incrementaban al ampliar el area superficial, de esta manera
naci6 la espectroscopia SERS en 1978.1%!! Hasta la fecha se han realizado diversos estudios

tedricos y experimentales para comprender los fendmenos involucrados dentro de la
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espectroscopia SERS. Se ha demostrado que el mejoramiento de la sefial Raman, se debe al
aumento del esparcimiento inelastico procedente de algunas moléculas rodeadas de
nanoparticulas metélicas, alcanzando una diferencia de intensidades en un factor de 10° con
respecto a la sefial de la molécula en ausencia de nanoparticulas metalicas.>> Se ha
demostrado también que la intensidad de la sefial Raman depende de las caracteristicas
geométricas del metal empleado, la naturaleza de la molécula de estudio y algunas variables
propias del experimento, como son, concentracion molar (M), longitud de onda de excitacion
(M), potencia de radiacion incidente (P), etc. Es importante aclarar que la intensificacion de
la sefial no es uniforme en todas las bandas del espectro Raman, algunas bandas se
intensifican mas que otras, dependiendo de las condiciones particulares de cada

experimento.>

1.3. Explicacidn de la intensificacion en SERS por efectos electromagnéticos
y de adsorcion.

Para dar explicacion a la intensificacion de la sefial Raman producida por efecto SERS, se
aceptan actualmente dos tipos de contribuciones. Por una parte, se propone la existencia de
un mejoramiento de intensificacion electromagnético (EM), relacionado con los plasmones
de resonancia que se pueden originar en las nanoparticulas metalicas en el substrato."*® Por
otro lado, se propone un mejoramiento quimico o de transferencia de carga (TC), relacionado
con la adsorcion molecular.® A pesar de que estos dos mejoramientos han sido ampliamente

estudiados, actualmente siguen siendo tema de investigacion.

Gracias a que el efecto SERS depende del momento dipolar inducido en la molécula,

podemos esquematizar los aportes de las dos mejoras en la Fig. 4.
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Figura 4. Diagrama que describe los aportes de cada mejoramiento en presencia de una
nanoestructura metdlica. El momento dipolar inducido en la molécula depende de la
polarizabilidad o. y del campo incidente Ey, la alteracion de estas dos variables son producidas por
el mejoramiento electromagnético (EM) y de transferencia de carga (TC).

1.3.1. Mejoramiento por efectos electromagnéticos

El efecto SERS emerge de la relacion que hay entre la molécula, la radiacién
electromagnética incidente y la nanoestructura metalica. Los procesos de absorcion y
esparcimiento de la luz por las nanoparticulas metélicas en el substrato, son relevantes en el
estudio del efecto SERS.> La frecuencia de resonancia de los plasménes depende de la
funcion dieléctrica del metal asi como de la forma y tamafo de la nanoparticula. Para una
nanoparticula suficientemente pequeia, todas las transiciones electronicas interbanda se

pueden despreciar, excepto el plasmén asociado al dipolo, conocido como aproximacion
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dipolar.>® La radiacion dipolar emitida por la nanoparticula, llega a un estado estacionario
unos femtosegundos después de haber interactuado con la radiacion incidente del laser, y es
caracterizada por una distribucion espacial de las magnitudes del campo, donde la intensidad
de la radiacion es cero para regiones alejadas de la nanoparticula, mientras que en regiones

cercanas es muy grande.'*?

i.  Respuesta optica de un plasma de electrones libres.

Es bien sabido que los metales como el oro (Au), la plata (Ag), el cobre (Cu) o el aluminio
(Al) tienen propiedades Opticas muy atractivas, por ejemplo, reflejan la luz visible de manera
muy eficiente. Ademas, cuentan con propiedades fisicas tales como la conduccion del calor
o la conductividad eléctrica, las cuales se pueden explicar por la presencia de electrones de
conduccién libres en el metal.!>>® Asumiendo que los electrones libres de un metal se
mueven en un fondo de iones positivos fijos, se puede garantizar la neutralidad general del
metal, lo que permite la presencia de un plasma de electrones libres. La respuesta Optica de
este plasma de electrones libres regira todas las propiedades Opticas de los metales,
especialmente en la parte visible del espectro donde se encuentran sus resonancias
plasmonicas.>® Para modelar la respuesta optica de un plasma de electrones libres, es
necesario determinar las ecuaciones constitutivas que relacionan las corrientes y cargas en
el plasma con los campos electromagnéticos.'® Esta es una tarea muy dificil de abordar, ya
que hay que considerar la interaccion de electrones con la estructura periddica subyacente
de iones, las correlaciones electron-electrdon, la interaccion de electrones con impurezas y
fonodnes, y la posible presencia de superficies. Una primera aproximacion a esta respuesta
optica puede describirse usando el modelo de Drude.!*?
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ii.  Modelo de Drude

El modelo de Drude nos ayuda a comprender de manera aproximada y simple el fenémeno
de conductividad eléctrica. Una forma sencilla de introducir el modelo de Drude es utilizar
el modelo de Lorentz para la polarizacion atomica.'> Este modelo describe la respuesta
optica de un electron en un atomo o molécula, unido con una fuerza restauradora
caracterizada por una frecuencia resonante wo. Los electrones de conduccion en un metal no
estan unidos y por lo tanto, en una primera aproximacion, su dinamica se puede describir
por el modelo de Lorentz haciendo wo = 0, es decir que no existen fuerzas restauradoras.
Ademas, debido a que los electrones libres estan distribuidos de manera uniforme y aleatoria
en todo el metal, sus contribuciones a la susceptibilidad 6ptica total son simplemente la suma
de sus polarizaciones individuales, sin ninguna correcciéon de campo local.!>> La funcién
dieléctrica relativa de Drude de un metal brinda la informacion necesaria para explicar la
resonancia de plasménes y puede obtenerse tomando wo = 0 en el modelo de Lorentz, es

decir:

ne? 1 (10)

mey w? + iy w

e(w)=1-

Donde n es el numero de electrones libres por unidad de volumen y m su masa. El término
de amortiguamiento yo corresponde a la tasa de colision de electrones libres con impurezas
en la muestra y también da razon de la resistividad eléctrica. Por lo general, yo se puede

considerar pequefio en comparacion con ® en las regiones de interés. En una primera
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aproximacion, los iones positivos en el metal, contribuyen a una funcion dieléctrica real de
fondo constante €5, = 1 lo cual afecta la respuesta optica del metal y la dindmica de los
electrones libres. Teniendo en cuenta lo anterior en el modelo de Drude, obtenemos una

expresion ligeramente modificada para g(w), es decir: !

2
g(w) = &4 <1 — L) (1n

w? + iyw

En ausencia de una perturbacion externa, la densidad de carga de un plasma se puede

considerar uniforme. Se define entonces

(12)

ne?

NEYEw

como la frecuencia de oscilacion natural de la densidad de carga del plasma de electrones
libres, por lo cual se denomina frecuencia de plasma, también se puede definir la longitud

de onda correspondiente a dicha frecuencia de plasma

C
Ay, = 2m— (13)
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Separando la parte real e imaginaria de la funcion dieléctrica &(w) en la Eq. (11), tenemos: '+

Re(e(w)) = € (1 — wa—-fyZ) (14
0
w2 15

Recordando que yo es pequefio en comparacion con ®, vemos que para ® < ®p en un plasma
descrito por el modelo de Drude, se cumple que Re (g(w)) <0, y la absorcion caracterizada
por Im (e(w)) también se hace cercana a cero en esta region. Son estas dos condiciones las
que hacen posible las resonancias de plasmoénes. Estas condiciones nunca se cumplen en
dieléctricos estdndar en los cuales la parte Re (e(w)) tiene valores entre 1 y 10
aproximadamente.'” Para muchos metales, la frecuencia de plasma se encuentra en la parte
UV del espectro electromagnético, lo cual implica que para efectos practicos en substratos
SERS, es necesario llevar esa frecuencia de resonancia a regiones de interés tales como el

visible, UV e infrarrojo cercanos.>!>

iii.  El efecto plasmonico en SERS.
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El término plasmoén fue acufiado por Pines en 1956, definiéndolo como una cuasi particula
que representa las excitaciones elementales, o modos, de las oscilaciones de densidad de
carga en un plasma.'>® Cuando hacemos incidir radiacion electromagnética sobre una
interface metal-dieléctrico se produce la excitacion de los plasmones de superficie (SPs),
generando ondas electromagnéticas que se propagan a través de la interface, este fendmeno
es conocido como polaritones de plasmones de superficie (SPP), el cual se esquematiza en
la Fig. 5 (A). Estas oscilaciones quedan fuertemente confinadas en la interface metal-
dieléctrico, similar a una guia de ondas, disminuyendo la amplitud a medida que se propagan
(ondas evanescentes).® Para nanoparticulas metélicas, los (SPPs) dejan de existir y los
modos electromagnéticos que se presentan, se conocen como plasménes de superficie
localizados (LSP), los cuales dependen de las condiciones de contorno.!? Para una
nanoparticula metalica con dimensiones muy pequefias comparadas con la longitud de onda
de la radiacion incidente d << A, siendo d el diametro de la nanoparticula metalica, los (SPP)
se encuentran localizados formando (LSP) que entran en resonancia a una frecuencia
determinada, la cual depende de la funcion dieléctrica, la morfologia y el tamafio de la
nanoparticula. Cuando se cumplen las condiciones de resonancia, los (LSP) son excitados y
aparece el fendmeno conocido como resonancia de plasmon superficial localizado (LSPR)
por sus siglas en inglés, que a su vez conduce a la polarizacion de la nanoparticula como se

ilustra en la Fig. 5 (B).>!!
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Figura 5. Representacion esquemadtica de (A) plasmones polaritones de superficie (SPP)
propagandose en la interface metal-dieléctrico y (B) resonancia de plasmones de
superficie localizados (LSPR) en nanoparticulas metdlicas.

iv.  El efecto de los (LSPR) sobre nanoparticulas metalicas.

Las nanoparticulas metalicas de (Ag), (Au) y (Cu) presentan (LSPR) con resonancias en la
region del espectro visible. Las frecuencias de resonancia de los (LSPR) pueden ser
moduladas para un mismo metal cambiando el tamafio, la forma, la rugosidad de la superficie
y la distancia entre particulas. La absorcion y el esparcimiento de la luz generados por la
interaccion con nanoparticulas, es un problema que ya se ha abordado desde el punto de vista
clasico, se encuentran soluciones analiticas para particulas con formas simples como
cilindros, esferas o elipsoides. Para las nanoparticulas con geometrias complejas se requieren

métodos numéricos.'?

Tesis de Maestria Centro de Investigaciones en Optica | 45



Con el objetivo de ilustrar mejor el fendmeno de resonancia plasmoénica, tomamos como
ejemplo el modelo de una esfera metalica, la cual al interactuar con un campo externo, se

polariza y experimenta un momento dipolar inducido que se puede escribir como:

se@—1 (16)

Donde g(m) es la funcion dieléctrica del metal, € la permitividad eléctrica en el vacio, Eo el
campo incidente y a el radio de la esfera. En los metales, la parte real de la funcion dieléctrica
puede ser negativa, debido a la diferencia de fase que existe entre el campo eléctrico externo
y la polarizacién inducida, para los casos en los que se cumple Re(e(w)) = -2, y Im(g(w) = 0,
se cuenta con las condiciones necesarias para que se produzca una intensificacion por
(LSPR).'® En el esquema de la Fig. 6 se puede apreciar la diferencia del esparcimiento
Raman en presencia y ausencia de nanoparticulas metalicas. La intensificacion que
presentan las sefiales Raman en presencia de nanoparticulas metalicas es debida a los aportes
de dos procesos. Por un lado, existe un aporte de la intensificacion del campo
electromagnético incidente sobre la molécula, y por otro, el aporte de la intensificacion de

la radiacion Raman como se puede apreciar en la Fig. 6 (B).!*®
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Figura 6. Esquema que describe (A) El esparcimiento Raman en ausencia de nanoparticulas
metdlicas y (B) El esparcimiento SERS mejorado por nanoparticulas metdlicas.

Intensificacion del campo electromagnético incidente sobre la molécula: la intensidad
del campo que incide sobre la molécula ubicada en la posicion r’ estd compuesta por la
intensidad del campo Eo de la radiacion laser a frecuencia wo y por la del campo de Lorentz-
Mie Epm esparcido por el metal a la misma frecuencia wo (efecto de resonancia plasmonica).

Por lo tanto, el campo eléctrico total que incide sobre la molécula en la posicién 1’ sera.!>*

Er(r',wo) = Eo(r',wo) + Epy (1, wg) (17)
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En condiciones de resonancia, el campo esparcido Erm por el metal es mayor y la expresion

anterior se puede aproximar a:

Er(r',wo) = Epy(r', wo) = gEo(r', wy) (18)

Donde g es la amplificacion del campo electromagnético por parte de la nanoparticula
metalica. Este campo incidente induce en la molécula un momento dipolar P (r’, wo) que
luego emitira radiacion Raman de frecuencia wr. Asi, el momento dipolar inducido en la

molécula puede ser expresado como.>%?

P(r',wo) = agEr(r', wo) (19)

La radiacion Raman esparcida por la molécula genera un campo eléctrico de intensidad Es

que es proporcional a arEpm.

Intensificacion de la Radiaciéon Raman: la radiacion Raman de frecuencia wr puede ser
amplificada por la nanoparticula con un factor de ganancia g’. De este modo el campo
eléctrico total esparcido con frecuencia mr, que se observa en la posicion r (fotodetector),
esta compuesta por el campo esparcido directamente por la molécula cuya intensidad esta
relacionada con Es (®r), y por el campo esparcido por la nanoparticula cuando son excitados
los plasmoénes Esm (0r), como se esquematiza en la Fig. 6 (B), de esta manera podemos

escribir el campo total esparcido SERS en la posicion r como.>%?
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Esgrs(r, wg) = Es(r, wg) + Esy (1, wg) (20)

El cual en condiciones de resonancia plasmonica puede ser escrito como:

Esprs = Esy = g’Es ~ gIaRELM ~ gg'“REo (21)

Y la intensidad SERS:

Isgrs = |99’|20512elo (22)

Donde I es la intensidad del campo incidente Eo. Cuando la diferencia entre or y wo es
minima, el valor de g se puede aproximar a g’ y la intensidad SERS sera amplificada con
un factor proporcional a la cuarta potencia de la amplificacion del campo cercano local

incidente. De esta manera, se puede definir un factor de intensificacion G.!?

Isgrs ag (23)
G = =|—*lgl*

I Raman 240

Donde Iraman €s el valor de la intensidad del campo eléctrico esparcido ineldsticamente en

ausencia de nanoparticulas metalicas y aro la polarizabilidad Raman en ausencia de
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nanoparticulas metalicas.!? El valor de G depende de la morfologia de la nanoparticula
metalica, la distancia a la posicion 1, la constante dieléctrica del metal € y de la constante
dieléctrica del medio que lo rodea &. El modelo electromagnético predice un factor de
intensificacion de la sefial Raman del orden de 10°, que coincide con algunos valores de G
obtenidos experimentalmente. El gradiente formado por el campo -electromagnético
existente sobre la superficie de las nanoparticulas metalicas, hace que los modos
vibracionales relacionados con grupos funcionales del analito que se encuentran mas
cercanos a los hot spots producidos, presenten una mayor intensidad SERS con respecto a
los grupos maés alejados de estas zonas de alta mejora. Este efecto de la proximidad puede
ser utilizado para conocer el mecanismo mediante el cual se produce la interaccion entre el
adsorbato y el metal.!1?

Las reglas de seleccion en el efecto SERS son ligeramente diferentes a las que se presentan
en la espectroscopia Raman original. Estas reglas afectan los modos vibracionales
permitidos en Raman, de tal forma que se pueden diferenciar los modos mas activos de los
menos activos. En las proximidades de la nanoparticula metélica donde ocurre el efecto
SERS, las intensidades del campo polarizado paralela y perpendicularmente a la superficie
metdlica, no tienen los mismos valores, lo cual permite determinar la orientacion de la

molécula sobre la superficie, ya que los modos vibracionales perpendiculares a la superficie

se ven mas intensificados que aquellos que se encuentran en direccion paralela.'-

1.3.2. El efecto de la adsorcion molecular.

El mejoramiento quimico esté relacionado con la modificacion del tensor de polarizabilidad

Raman cuando la molécula es adsorbida sobre la superficie del metal. Este cambio podria
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generar tanto un enfriamiento como una mejora de la sefial. Sin embargo, la situacion mas
relevante se presenta cuando la polarizabilidad modificada entra en resonancia con la
excitacion, debido a un mecanismo de transferencia de carga en el complejo metal-
adsorbato. La adsorcion molecular se puede presentar por quimisorcion si la molécula se
une quimicamente al metal, por ejemplo mediante enlaces covalentes, o por fisisorcion si
hay unién a través de atracciones electrostaticas.!>® La nube electronica del adsorbato
representada por la polarizabilidad o puede distorsionarse por la interaccion con la superficie
solida de la nanoestructura. Cuando la energia de esta interaccion llamada entalpia de
adsorcion es mayor a -25 kJ mol! aproximadamente, la interaccion se clasifica como
fisisorcion, mientras que cuando la entalpia de adsorcion es mucho menor que —40 kJ mol”
I'se clasifica como quimisorcion.!>® La quimisorcion impone un cambio drastico en o de
moléculas pequenias, haciendo que la polarizabilidad o se convierta en la de una nueva
molécula o complejo de superficie, con diferente espectro vibratorio y nuevos estados
electronicos.!? La fisisorcion también puede causar una distorsion en la polarizabilidad o y
en consecuencia alterar a sus primeras derivadas, lo que generaria un patrén de intensidades
relativas diferente para el espectro SERS de las especies fisisorbidas en comparacion con las

de la molécula en ausencia del metal.>’

Como vemos, el problema de la adsorcion molecular
es dificil de abordar. Por un lado, los mecanismos de adsorcion de la mayoria de las
moléculas atn no se conocen bien, puesto que son muy dificiles de estudiar
experimentalmente bajo las condiciones necesarias para SERS. Por otra parte, muchos
parametros afectan las propiedades de adsorcion, no solo dependen del conjunto metal-

molécula, sino también de la concentracion del analito, ya que la sefal puede verse afectada

por la presencia de otras especies en la preparacion del substrato.!>® Para ilustrar lo dicho
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anteriormente, podemos considerar una molécula cargada negativamente en una solucion
coloidal de (Ag) cargada negativamente. La repulsion electrostatica evita cualquier union a
la superficie metalica y no se observa ninguna respuesta en la sefial de SERS. Si ahora
secamos una gota de una solucion de la misma molécula sobre un substrato SERS plano de
(Ag), entonces la molécula probablemente quedara en la superficie al secarse y es probable
que se observe una sefial de SERS mejorada. Para soluciones coloidales con carga
estabilizada, se pueden usar consideraciones electrostaticas simples como una primera
aproximacion al problema. Cuando se agrega un analito a una solucion coloidal de (Ag) u
(Au), se supone que estd cargado negativamente, como ocurre en la mayoria de los casos,
inicialmente el problema es de naturaleza electrostatica, ya que las especies moleculares
cargadas negativamente se repelen electrostaticamente con la superficie coloide y es poco
probable que se adsorban. Por el contrario, las moléculas cargadas positivamente son
atraidas a la superficie, donde pueden quimisorberse o fisisorberse eficientemente a través
de enlaces electrostaticos. Las especies neutrales también pueden unirse de manera efectiva
a los coloides, siempre y cuando tengan uno de los muchos grupos funcionales apropiados
para la unién quimica a los metales.!*® Pueden considerarse tres casos particulares en los

que ocurre adsorcion molecular.

Caso I: se presenta cuando el adsorbato no se une covalentemente al metal. En este caso, la
presencia del metal actiia solo como una perturbacion de la estructura electronica del analito,
causando un pequefio cambio en su distribucion electronica y generando un cambio de la

eficiencia Raman del modo.'®
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Caso II: como se puede observar en la Fig. 7 este caso implica la presencia de un complejo
de superficie ya sea por union covalente al metal, o por union indirecta con la ayuda de un
ion electrolitico. Esto puede producir un cambio sustancial en la polarizabilidad intrinseca
de la molécula, generando nuevas transiciones indirectas proporcionadas por la
superposicion de los orbitales moleculares que brindan un canal para modificar la
polarizabilidad. También es posible que el complejo de superficie cree un nuevo estado
electrénico que entra en resonancia o cerca de resonancia con el laser, por lo cual contribuye

a la mejora por medio de una resonancia tipo Raman.!%#

Caso III: implica un proceso de transferencia de carga fotoinducida entre el analito y el
metal. Esta situacion puede ocurrir cuando el laser iguala la diferencia entre el nivel de Fermi
(EF) del metal y las energias HOMO (orbital molecular més alto ocupado) o LUMO (Orbital
molecular mas bajo vacio) como se observa en la Fig. 7, el cual puede activar un mecanismo
de transferencia de carga fotoinducido entre el HOMO y los estados desocupados por encima
del (EF) o entre el LUMO y los estados ocupados ligeramente por debajo del (EF)."> Este
tipo de mejoramiento se descubrid a través de experimentos en células electroquimicas,
donde es posible cambiar la diferencia de energia entre el analito adsorbido y el metal a
través de un potencial externo.'® La intensidad médxima de SERS se observa a diferentes
potenciales para diferentes energias laser incidentes, lo cual implica que se necesitan
diferentes condiciones de sintonizacion dependiendo de la energia laser utilizada, y esta
sintonizacion es proporcionada por el potencial externo. Estos experimentos demuestran que
los mejoramientos por transferencia de carga entre las moléculas y los substratos
efectivamente ocurren y desempefian un papel importante en la magnitud de la mejora de

SERS."® La adsorcion molecular es muy dificil de controlar en general, pero al menos debe
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tenerse en cuenta al interpretar algunos experimentos SERS o las consecuencias que se
puedan derivar de ellos.!> Algunas diferencias entre los dos procesos de mejoramiento de la

sefial SERS se resumen en la Tabla 3.

Figura 7. Representacion esquematica del mejoramiento de transferencia de carga a través del
HOMO-LUMO. (Caso (a)) La energia del laser puede entrar en resonancia con una transicion
electronica del complejo metal-molécula. (Caso (b) + (c)) puede producirse una mejora gracias a
un acoplamiento indirecto (transferencia de carga) a través del metal.
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Tabla 3. Diferencias a considerar entre el mejoramiento electromagnético (EM) y el mejoramiento

de transferencia de carga (TC).

morfologia superficial del

metal.

Parametros Mejoramiento (EM) Mejoramiento (TC)
Radiacién incidente. El mejoramiento (EM) | Los procesos de resonancia
depende de la funcidn | dependen de la longitud de
dieléctrica € (o) que a su vez | onda.
es dependiente de Ila
longitud de onda.
Potencial eléctrico aplicado. | Puede cambiar la | Puede modular las energias

de transicion (TC)

Radio de accidn.

Es efectivo incluso para

moléculas que estan
alejadas de la superficie del

metal. Largo alcance.

Es efectivo Unicamente en

las moléculas adsorbidas
sobre la superficie del metal.

Corto alcance.

Morfologia de la superficie

Rugosidad superficial entre

Rugosidad a escala atomica.

metalica. 10nm y 200nm
Fenomenos asociados. Plasménes de superficie | Complejo metal-molécula.
localizados.

1.4, Substratos plasmonicos para espectroscopia SERS

Un substrato SERS generalmente se puede definir como un soporte que contiene

nanoestructuras metalicas, las cuales producen el mejoramiento SERS. Estos pueden ser
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clasificados en tres clases principales: particulas metélicas, generalmente usadas en

soluciones coloidales,>%°

estructuras metalicas planas o 3D, las cuales constan de un
conjunto de nanoparticulas metélicas incrustadas en un substrato plano o 3D que puede ser
de vidrio, silicio, metales, etc,' y electrodos metalicos, los cuales permitieron observar por
primera vez el fendmeno SERS, en este tipo de substratos la mejora SERS depende del
potencial aplicado sobre el electrodo.!? Las soluciones de coloides metalicos, generalmente
de (Ag) y (Au), son los mas utilizados en la espectroscopia SERS, debido a que son

relativamente faciles de producir en el laboratorio.'® Nuestros substratos SERS 3D utilizan

nanoparticulas metélicas preparadas in situ sobre una plataforma de nanocelulosa bacteriana.

1.5. Nanocelulosa bacteriana como plataforma SERS

La nanocelulosa bacteriana (BC) es producida por una bacteria no patogénica conocida como
(Acetobacter xylinum). En el proceso de cultivo las bacterias se van multiplicando hasta
alcanzar una especie de tejido de este nanomaterial. El resultado es una pelicula de
nanocelulosa con nanofibras del orden de 50 nm de didmetro, la cual no tiene impurezas y
ademads posee una alta cristalinidad.’®>° La nanocelulosa ha atraido la mirada de diferentes
campos de estudio como son la biomedicina, ingenieria, biomateriales y dispositivos opto-
electronicos, entre otros, gracias a que cuenta con una gran variedad de propiedades
fisicoquimicas. Recientemente se han realizado estudios de biosensado utilizando
plataformas de nanocelulosa, dopadas con nanoparticulas metélicas para ser analizadas en
SERS.’%> Morales-Narvaez E. et. al, han reportado mejoramientos en la sefial de (R6G)

sobre substratos SERS basados en nanocelulosa bacteriana, aprovechando las propiedades
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que brinda este material,”” en la Fig. 8 se puede apreciar el uso de la (BC) en la elaboracion

de substratos SERS.

Figura 8. Nanocelulosa Bacteriana. (A) Sobre una lamina de aluminio. (B) Cortada en tiras para
la elaboracion de substratos SERS. (C) En el proceso de preparacion in situ de nanoparticulas de
(Ag), (Au) y (GO). (D) En el proceso de secado de los substratos SERS.

1.6. Grafeno y su relacién con SERS

Desde la década de 1920 se han realizado diversos estudios sobre el grafeno, definiéndolo
como una ldmina de carbono infinita bidimensional en una red hexagonal.®' En el afio 2004
fue posible obtener una lamina de grafeno extrayéndola del grafito, lo que atrajo la atencion
en los campos de la fisica, la quimica, la ciencia de los materiales y las aplicaciones en

dispositivos optoelectronicos.®*? Por esta contribucion, el Premio Nobel de Fisica 2010 fue
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otorgado a Andre Geim y Konstantin Novoselov.*!%? El grafeno se ha convertido en un
material bastante atractivo para la ciencia en general y para la nanotecnologia de vanguardia.
El grafito y el diamante son los alétropos de carbono mas frecuentes. El primero es un
material en capas conductor de electricidad que consiste en una pila de laminas de grafeno,
mientras que el segundo es una red tetraédrica tridimensional con propiedades aislantes.®!
Las propiedades altamente conductoras del grafito se originan a partir de electrones =«
deslocalizados en toda la red hexagonal de grafeno construida con el orbital hibrido sp* del
estado 6 como se puede observar en la Fig. 9, en contraste con las propiedades aislantes del
diamante construido con el orbital hibrido sp’, estas hibridaciones del carbono se

esquematizan en la Fig 10.

Figura 9. Estructura del grafito dependiente de los enlaces y orbitales o y .
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Figura 10. Hibridaciones sp’ y sp’ del carbono desde la teoria de orbitales moleculares. Partimos
de la configuracion electronica del carbono, el cual al unirse a otros elementos por enlaces
covalentes, produce una promocion de un electron del orbital s al orbital p, la mezcla de orbitales
moleculares se conoce como hibridacion.

Desde el punto de vista geométrico, los bordes en zigzag menos aromaticos tienen estados
de electrones  no unidos llamados estados de borde, los cuales juegan un papel importante

en las actividades electronicas y quimicas del grafeno.®!:%2

El grafeno es la unidad
fundamental a partir de la cual se pueden construir compuestos de intercalacion de grafito,
fullerenos y nanotubos de carbono.?!% El Grafeno y sus derivados también han tenido éxito
en numerosas aplicaciones tales como dispositivos bioldgicos, nanomedicina, biomedicina,
biosensores, etc.? Un material de 6xido de grafito a granel consta de una acumulacion de
hojuelas de grafeno oxidado (GO), que pueden ser exfoliadas facilmente en una sola capa de

(GO) por diferentes métodos, como por ejemplo el ultrasonido. Los diversos grupos

funcionales oxigenados en superficies de (GO), desempenan papeles muy importantes y
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cruciales dentro de las investigaciones de las propiedades de (GO) y su bioaplicacion.®!*%? El
control de la oxidacion del grafeno, proporciona una forma de sintonizar sus propiedades
electronicas, Opticas y mecanicas, propiedades muy atractivas en la fabricacion de substratos
SERS. El oxigenado de grupos funcionales aumenta con el incremento de la oxidacion y sus
propiedades eléctricas se vuelven mas pobres en comparacion con el (GO) altamente
reducido, en la Fig. 9 se esquematizan el grafito, el grafeno, el grafeno oxidado (GO) y el
grafeno oxidado reducido (rGO), que se usan como potenciales substratos en aplicaciones

SERS.57,63767

Figura 11. Esquematizacion del Grafito y sus derivados. (A) Grafito: el cual consta de una
acumulacion de capas de grafeno. (B) Grafeno: Red hexagonal de atomos de carbono con bordes
de enlaces r deslocalizados. (C) Grafeno Oxidado (GO): el cual contiene abundantes grupos
funcionales oxigenados. (D) Grafeno Oxidado reducido (rGO): el cual contiene menos grupos
funcionales que el (GO).

El grafeno no se puede considerar como un substrato SERS hecho de materiales

plasmonicos, ya que no contribuye al mejoramiento electromagnético. Sin embargo, se le
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puede considerar dentro del mejoramiento quimico. El mejoramiento del esparcimiento
Raman por grafeno generalmente se conoce como (GERS) por sus siglas en inglés. Se ha
estudiado el efecto GERS para el grafeno en diferentes formas, en las cuales se incluyen
(GO), puntos cuanticos de grafeno, bordes de grafeno y grafeno en malla. Todas estas
estructuras de grafeno contienen defectos, por ejemplo, el (GO) puede contener grupos
funcionales que modifican su estado electronico, permitiendo una mejora en las sefales
Raman, ya que el estado electronico es un factor critico en el mejoramiento quimico. >’
Debido a la complejidad del mejoramiento quimico, no se ha encontrado un modelo
universal para describir la respuesta GERS dependiente de la estructura del grafeno, ya que
para este tipo de relaciones hay que tener en cuenta las propiedades intrinsecas de la
molécula de sonda, la distancia molécula-grafeno, variacion de la banda de energia, dopaje,
propiedades de adsorcion, asi como las condiciones de excitacion.’”*> Segtin el modelo de
transferencia de carga de contribucion quimica en SERS, la mejora también puede
considerarse como un efecto de resonancia modificado, debido a la formacion de estados de
transferencia de carga relacionados con el nivel de Fermi del metal. Del mismo modo, para
una mejora considerable de GERS, se requiere una coincidencia energética entre los niveles
de energia de las moléculas de sonda HOMO, LUMO vy el nivel de Fermi del grafeno.>”6?
Para el caso del grafeno, interpretado como un semimetal con un intervalo de banda cero, su
nivel de Fermi se puede modular agregando un voltaje de puerta positivo o negativo. Ademas
de la modulacion del nivel de Fermi del substrato, la mejora del GERS basada en el
mecanismo de transferencia de carga, también puede ser modulada por la energia del laser

incidente, se ha demostrado que la mejora de GERS es sensible a la distancia molécula-

grafeno, orientacién molecular, niveles de energia electronica tanto del grafeno como de las
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moléculas, y las condiciones de radiacion incidente. Todas estas son caracteristicas comunes

consistentes con la mejora quimica en metales nobles.>’

Recientemente se han reportado diversos estudios sobre substratos SERS que involucran
(GO), estos estudios han demostrado la dependencia del grado de oxidacion del grafeno y
del nimero de capas de (GO), asi como también hay dependencia de defectos, bordes y

mallas que involucran efectos térmicos y eléctricos.>%3%4%-57

1.7. Caracterizacion de un substrato SERS

La caracterizacion de los substratos SERS nos permite hacer una primera aproximacion
sobre la comprension de las sefiales SERS en los substratos fabricados, para ello utilizamos
la microscopia electronica de barrido (SEM) o microscopia de fuerza atomica (AFM) y la

espectroscopia UV-Vis.!

1.7.1. Determinacion de las caracteristicas geométricas de las nanoparticulas.

Las caracteristicas geométricas de las nanoparticulas metalicas en un substrato SERS,
desempetian un papel decisivo en las propiedades plasmonicas relacionadas con la mejora
(EM) que brinda el substrato. La medida mas directa de esta estructura se puede realizar
mediante el uso de microscopia electrénica.*? La técnica mas comiin es la microscopia
SEM que requiere un substrato conductor o la evaporacion de una capa metélica delgada,
generalmente de platino sobre el substrato. La informacion detallada del tamafio y la forma
se pueden extraer de estas micrografias para la geometria en el plano, complementandose

con la microscopia AFM que brinda informacion mas detallada de la altura. Las

Tesis de Maestria Centro de Investigaciones en Optica | 62



microscopias SEM y AFM proporcionan una mirada directa a las formas y tamafos basicos
de las nanoparticulas producidas, pero consume mucho tiempo y es costoso, por lo cual a
menudo se recurre a técnicas Opticas como la espectroscopia UV-Vis, que son suficientes

para la caracterizacion rutinaria de nuevos substratos SERS.!!!

1.7.2. Espectro de extincion, una forma de encontrar la longitud de onda de
resonancia plasmonica.

Como se ha mencionado anteriormente, la forma més simple de caracterizacion optica de
substratos SERS es mediante mediciones de extincion Optica directa o espectroscopia UV-
Vis, tipicamente medida en una configuracion de transmision en substratos SERS planos,
con lo cual se busca encontrar de manera aproximada la region plasmodnica de los substratos

y una estimacion del tamafio y forma de las nanaoparticulas.'*

Los espectros de extincion UV-Vis muestran picos asociados con una respuesta Optica
resonante en la longitud de onda correspondiente a las resonancias de plasmon superficial
localizadas del substrato. Este pico puede ampliarse de manera no homogénea, debido a la
falta de uniformidad del substrato. La caracteristica mas importante que se puede obtener de
los espectros de extincion es precisamente esta longitud de onda de resonancia plasmonica.
Debido a que el efecto SERS surge como resultado de la interaccion con tales resonancias
de plasmones de superficie localizadas, se espera la mayor mejora de SERS cuando el laser
incidente coincide con una longitud de onda cercana a la longitud de onda de resonancia.!*?

Aunque la conexion que existe entre el espectro de extincion y la magnitud de las mejoras
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electromagnéticas en SERS se presenta por medio de las resonancias asociadas a los
plasmones superficiales en nanoparticulas metalicas, no ocurre lo mismo para las frecuencias
resonantes asociadas a los huecos, las cuales no son mas intensas en el espectro de extincion,
a pesar de sus mejoras de campo local mucho mas grandes. En casos donde la sefial de SERS
esta dominada por un pequefio numero de regiones de alta mejora (hot spots), el espectro de
extincion puede ser un mal indicador de donde ocurren las mejoras maximas de SERS.!>¢
El espectro de extincidon puede ser una herramienta muy util para comprobar las predicciones
teodricas sobre las propiedades de la muestra en consideracion. Sin embargo, en ocasiones es
dificil hacer coincidir los experimentos con la teoria, ya que una variedad de combinaciones
de tamafio, forma y polidispersidad, pueden presentar espectros muy similares. Incluso si
hay informacion estructural disponible, la posicion de la resonancia de una sola particula
puede ser relativamente insensible al tamafio de las particulas cuando nos referimos a
tamafios pequefios. De hecho, siempre que la aproximacion electrostatica sea una buena
descripcion de las propiedades Opticas de una particula metalica, la posicion de resonancia
es independiente del tamafio pero no de la forma. Con respecto a la determinacion de la
forma, se ha llevado a cabo una serie de experimentos para correlacionar el tamafio y la
forma de nanoparticulas de (Ag) individuales con sus caracteristicas de resonancia de
plasmon. En todos los casos, la comparacion con la teoria es usada como una verificacion
de consistencia, en lugar de una herramienta realmente predictiva de la estructura. Las
mediciones de extinciéon son buenas mediciones de control de calidad para comparar
diferentes lotes de muestras, pero no son confiables para la estimacion de las propiedades

geométricas del metal.!>!0
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Capitulo 2. Desarrollo experimental

2.1. Materiales

Todos los reactivos empleados en este experimento fueron de grado analitico y se

manejaron de acuerdo con sus hojas de datos.

v Se compraron Hidroxido de sodio (NaOH), Nitrato de plata (AgNQ3), Clorhidrato
de dicloruro de oro (HAuCls), e Isotiocianato de fluoresceina (FITC) de Sigma-

Aldrich (Toluca, México, México).

v" El nano papel de celulosa bacteriana (BC) se adquirié de Nano Novin Polymer Co.

(Mazandaran, Iran).

v Se obtuvo agua ultrapura (resistividad > 18 MQ cm) a través de un sistema Milli-

Q, Direct-Q 3UV (Millipore Co., Burlington, MA, EE. UU.).

v' La dispersion de éxido de grafeno (5 mg mL™), tamafio lateral =~ 500nm, razén
carbono/oxigeno = 1, se obtuvo de Angstrom Materials, Inc. (Dayton, OH, EE.

Uu.).

v" La solucion de perlas de silice fundida no funcionalizada en agua desionizada,

02.06 um, 2 g mL™! se obtuvo de Bangs Laboratories, Inc. P/N SS04N/9857.
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2.2. Instrumentacién

v Espectroscopia UV-Vis: Se uso espectroscopia de extincion UV-Vis para analizar la
extincion (absorbancia y esparcimiento) de las muestras solidas estudiadas. Todos los
substratos sintetizados se cortaron en circulos de 6 mm de didmetro usando herramientas
de perforacion las cuales se muestran en la Fig. 12 (A). Los espectros de extinciéon UV-
Vis se registraron utilizando un espectrofotometro Cytation 5, BioTek (Winooski,

Vermont, EE. UU.) que aparece en la Fig. 12 (B).

Figura 12. (A) Fotografia de las herramientas de perforacion y de los substratos preparados para
analizar su espectro de extincion. (B) Fotografia del equipo Cytation 5.

v Microscopia electronica de barrido (SEM) y espectroscopia de rayos x por dispersion
en energia (EDS): Se tomaron micrografias SEM de los substratos fabricados para
determinar la morfologia y distribucion de las nanoparticulas metalicas en los substratos,
acompanado de un analisis quimico en EDS para determinar la cantidad de porcentaje en
peso de los elementos presentes en los substratos. Estas medidas se realizaron en un
microscopio SEM modelo JSM-7800F de Jeol que se esquematiza en la Fig. 13. Las
muestras a analizar en el microscopio SEM fueron colocadas sobre una cinta de carbono,

cubriendo los bordes con un esmalte metalico de plata.

Tesis de Maestria Centro de Investigaciones en Optica | 66



Figura 13. Esquema del microscopio electronico de barrido (SEM).

v Espectroscopia Raman y analisis SERS: Los espectros Raman y SERS se adquirieron
utilizando un mdédulo Renishaw inVia Raman para anélisis espectroscopico (Wotton-under-
Edge, Reino Unido), que se acopla con un microscopio Leica DM 2500M en configuracion
vertical como se puede apreciar en la Fig. 14. Se empleo una lente objetivo de 50X, apertura
numérica (NA = 0,75) en todos los experimentos. La linea de excitacion roja fue
proporcionada por un laser de diodo centrado en A = 785 nm (1% de potencia). Las lineas
de excitacion azul L = 457 nm y verde A = 514 nm fueron proporcionadas por un laser de
argdn (1% de potencia), tiempo de exposicion: 1s, acumulaciones: 10, se obtuvieron 10
espectros para cada substrato en areas aleatorias y se graficaron los promedios. Todos los
substratos SERS se analizaron una vez que se secaron completamente, luego de haber sido
incubados con la molécula analito (FITC), mayores detalles sobre los componentes del

equipo se pueden apreciar en el esquema de la Fig. 15.
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Figura 14. (A) Fotografia del espectrometro Renishaw. (B) Fotografia de un substrato SERS
llevado al microscopio.

Figura 15. Componentes de un espectrometro Raman. 1) Fuente de luz monocromadtica (laser). El
espectrometro estd equipado con dos laseres, un laser diodo centrado en 785 nm y otro laser de
argon con lineas de excitacion 514 nmy 457 nm. 2) Sistema de iluminacion de la muestra que
recolecta la luz esparcida (microscopio). 3) Medio para filtrar toda la luz excepto la que
experimenta esparcimiento Raman (Filtros hologrdficos Notch o filtros dieléctricos). 4) Rejilla de
difraccion para dividir la luz esparcida en diferentes longitudes de onda. 5) Fotodetector para
medir la luz esparcida (camara CCD).
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2.3. Meétodos

Sintesis de los substratos estudiados: Para cada tipo de substrato se emplearon 15 piezas
de nanocelulosa (BC) humeda, de dimensiones (2,5 cm x 2,5 cm), previamente sometidas a
enjuagues (3 veces durante 10 min con agua Milli-Q, a temperatura de 65°C y agitacion
constante 300 rpm). La preparacion de los substratos en ausencia y presencia de (GO) se

esquematiza en la Fig. 16.

Figura 16. Esquema que describe el proceso de preparacion de los substratos SERS fabricados en
el laboratorio. (A) Substratos que contienen (NPs) metalicas. (B) Substratos a los que primero se
agregaron (NPs) metalicas y luego (GO). (C) Substratos a los que primero se agrego (GO) y luego
(NPs) metdalicas.

> Substratos S1 (BC/AuNPs/AgNPs):

En un matraz con 50 mL de agua ultrapura, se agregaron 15 piezas de BC, para ser llevadas

a un calentador y agitador magnético ajustando la temperatura a 65°C y agitacion constante
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de 300 rpm, posteriormente se agregaron diferentes volumenes de HAuCls a concentracion
102 g mL!' como se muestra en la Tabla 4. Se dejé en calentamiento y agitacion constante
por 15 minutos, luego se llevaron las piezas a otro matraz con 50 mL de agua ultrapura y se
ajustd el pH = 12 usando 3 mL de NaOH 2 M, manteniendo una temperatura controlada de
65°C, se agregaron 7 mL de AgNO; a concentracion 8.9 x 102 g mL! y se dejé en
calentamiento y agitacion constante por 20 minutos. Finalmente, las piezas se secaron y se

almacenaron a temperatura ambiente en ausencia de luz.

» Substratos S2 (BC/AuNPs/AgNPs/GO):

En un matraz con 50 mL de agua ultrapura, se agregaron 15 piezas de BC, para ser llevadas
a un calentador y agitador magnético ajustando la temperatura a 65°C y agitacién constante
de 300 rpm, posteriormente se agregaron volimenes de (800 pL y 1000 uL) de HAuCls a
concentracion 102 g mL™! como se muestra en la Tabla 4. Se dejé en calentamiento y
agitacion constante por 15 min, luego se llevaron las piezas a otro matraz con 50 mL de agua
ultrapura y se ajust6 el pH = 12 usando 3 mL de NaOH 2 M, manteniendo una temperatura
controlada de 65°C, se agregaron 8.75 mL de AgNO3 a concentraciéon 8.9 x 10 g mL™! como
se muestra en la Tabla 4 y se dejo en calentamiento y agitacion constante por 2 h. Luego se
prepar6 una suspension de (GO) a 35 ug mL™!. En otro recipiente se agregaron 49.65 mL de
agua ultrapura y 0.35 mL de (GO), posteriormente se agregaron las piezas dopadas con (NPs)
de (Ag) v (Au) y se dejé en agitacion constante y temperatura de 90°C durante 2 h.
Finalmente, las piezas se secaron y se almacenaron a temperatura ambiente en ausencia de

luz.

» Substratos S3 (BC/GO/AuNPs/AgNPs):

Inicialmente se prepar6 una suspension de (GO) a 35 ug mL!. En un recipiente se agregaron
49.65 mL de agua ultrapura y 0.35 mL de (GO), posteriormente se agregaron 15 piezas de
BC, para ser llevadas a un calentador y agitador magnético ajustando la temperatura a 90°C

y agitacion constante de 300 rpm durante 2 h. Después se agregaron volumenes de (800 puL
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y 1000 pL) de HAuCls a concentracion 10 g mL™!' como se muestra en la Tabla 4. Luego
se dejo en calentamiento y agitacion constante por 15 min, después se llevaron las piezas a
otro matraz con 50 mL de agua ultrapura y se ajusto6 el pH = 12 usando 3 mL de NaOH 2 M,
manteniendo una temperatura controlada de 65°C, luego se agregaron volimenes de (7 mL
y 8.75 mL) de AgNOs a concentracion 8.9 x 10 g mL™! como se muestra en la Tabla 4 y se
dej6 en calentamiento y agitacion constante por 2 h. Finalmente, las piezas se secaron y se

almacenaron a temperatura ambiente en ausencia de luz

> Substratos S4 (BC/AgNPs):

En un matraz con 50 mL de agua ultrapura, se agregaron 15 piezas de BC, para ser llevadas
a un calentador y agitador magnético ajustando la temperatura a 65°C y agitacién constante
de 300 rpm, luego se agregaron 1.6 mL de NAOH 2 M para mantener un pH = 12,
posteriormente se agregaron 8.75 mL de AgNOs a concentraciéon 8.9 x 10° g mL™! como se
muestra en la Tabla 4 y se dejo en calentamiento y agitaciéon constante durante 2 h.
Finalmente, las piezas se secaron y se almacenaron a temperatura ambiente en ausencia de

luz.

» Substratos S5 (BC/GO/AgNPs):

Se prepard una suspension de (GO) a 35 ug mL™!. En un recipiente se agregaron 49.65 mL
de agua ultrapura y 0.35 mL de (GO), posteriormente se agregaron 15 piezas de BC, para ser
llevadas a un calentador y agitador magnético ajustando la temperatura a 90°C y agitacién
constante de 300 rpm durante 2 h. Luego se llevaron las piezas a otro matraz con 50 mL de
agua ultrapura y se ajustd el pH = 12 usando 2 mL de NaOH 2 M, manteniendo una
temperatura controlada de 65°C, después se agregaron 8.75 mL de AgNOs3 a concentracion
8.9 x 10° g mL!' como se muestra en la Tabla 4 y se dejo en calentamiento y agitacion
constante por 2 h. Finalmente, las piezas se secaron y se almacenaron a temperatura ambiente

en ausencia de luz.
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» Substratos S6 (BC/Si/AgNPs):

En un matraz con 50 ml de agua ultrapura, se agregaron 15 piezas de BC, para ser llevadas a
un calentador y agitador magnético ajustando la temperatura a 65°C y agitacion constante de
300 rpm, después se agregaron 100 pL de la solucion de perlas de silice, luego se agregaron
1.6 mL de NAOH 2 M para mantener un pH = 12, posteriormente se agregaron 8.75 mL de
AgNO; a concentracion 8.9 x 103 g mL! como se muestra en la Tabla 4 y se dejo en
calentamiento y agitacion constante durante 2 h. Finalmente, las piezas se secaron y se

almacenaron a temperatura ambiente en ausencia de luz.
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Tabla 4. Condiciones de los reactivos utilizados para la elaboracion de los substratos plasmonicos.

Tipo de Volumen de Volumen de Volumen de Volumen de Volumen de
substrato | HAuClz (uL) a | AgNO3 (mL)a | NaOH (mL) a cocr}lgegﬁle:gi?)n perlzﬁﬂ(i; Zilice
concentraciéon | concentraciéon | concentracion 35 ug mL! concentracion
10°emL! | 89x10%g 2M 2 g ml™
mL!
S1-1 200 7 3
S1-2 300 7 3
S1-3 450 7 3
S1-4 600 7 3
S1-5 800 7 3
S1-6 1000 7 3
S2-1 800 8.75 3 0.35
S2-2 1000 8.75 3 0.35
S3-1 800 7 3 0.35
S3-2 1000 7 3 0.35
S3-3 800 8.75 3 0.35
S3-4 1000 8.75 3 0.35
S4 8.75 1.6
S5 8.75 2 0.35
S6 8.75 1.6 100
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Capitulo 3. Analisis de Resultados

3.1. Espectroscopia UV-Vis, EDS y microscopia SEM.

Como se ha mencionado en los fundamentos tedricos de este trabajo, los espectros de
extincion (absorcion y esparcimiento) de los substratos SERS, nos brindan informacién sobre
la banda de resonancia plasmoénica de los metales presentes en los substratos, para
nanoparticulas metdlicas con geometrias esféricas, las bandas de resonancia plasmonica se
encuentran alrededor de los 460 nm para el caso de la plata, mientras que para el oro estan

alrededor de los 520 nm.

Los espectros de extincion de los substratos S1 (BC/AuNPs/AgNPs) que aparecen en la Fig.
17 presentan resonancias plasmonicas mas cercanas a la banda de la plata que a la del oro, lo
cual indica que hay mayor formacién de nanoparticulas de plata. De este conjunto de
substratos, se seleccionaron aquellos que presentaron mayores intensidades en la banda de
resonancia plasmonica para continuar con el analisis en SEM, EDS y SERS, dichos substratos

son los etiquetados como S1-2, S1-5y S1-6.
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Figura 17. Espectros de extincion UV-Vis de los substratos SI (BC/AuNPs/AgNPs).

Los espectros de extincion de los substratos S2 (BC/AuNPs/AgNPs/GO) que aparecen en la
Fig. 18 presentan bandas de resonancia plasmonica mas cercanas a la banda de la plata y los
maximos de intensidad son menores en comparacion con los obtenidos en los espectros de
extincion de los substratos S3 (BC/GO/AuNPs/AgNPs) que aparece en la Fig. 19, por lo cual

fueron descartados para continuar con los experimentos.

Figura 18. Espectros de extincion UV-Vis de los substratos S2 (BC/AuNps/AgNPs/GO).
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La presencia de GO al iniciar la preparacion de los substratos, permite generar un mayor
numero de nanoparticulas, lo cual se puede ver reflejado en el ancho e intensidad de la banda
de extincion de los substratos S3, de este conjunto se seleccionaron los que presentaron
mayores intensidades para continuar con los anélisis en SEM, EDS y SERS, estos substratos

corresponden a los etiquetados como S3-1, S3-3 y S3-4.

Figura 19. Espectros de extincion UV-Vis de los substratos S3 (BC/GO/AuNPs/AgNPs).

Los espectros de extincion de los substratos S4 (BC/AgNPs), S5 (BC/GO/AgNPs) y S6
(BC/Si1/AgNPs) que aparecen en la Fig. 20, presentan bandas de resonancia plasmonica en la
region de la plata, la presencia de GO en el substrato S5 al igual que la presencia de silicio
en el substrato S6 permiten obtener mayores intensidades, por lo cual los substratos S5y S6

también fueron seleccionados para analizar en SEM, EDS y SERS.
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Figura 20. Espectros de extincion UV-Vis de los substratos S4 (BC/AgNPs), S5 (BC/GO/AgNPs) y
S6 (BC/Si/AgNPs).

EnlaFig. 21, se muestran imagenes SEM de la nanocelulosa bacteriana (BC) que sirvié como
plataforma SERS para la fabricacion de nuestros substratos plasmonicos, se pueden apreciar
las nanofibras que ayudan a contener un mayor nimero de nanoparticulas. En la Fig. 22 se
muestra el espectro EDS de la BC, en el cual se puede observar que no hay impurezas en la

muestra ya que el porcentaje en peso es 100% Oxigeno.
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(A) (B)

I lpm cIo 10/8/2020 — 100nm CIO 10/8/2020
x25,000 1.00kV UED GB WD 3.0mm 09:25:42 x100,000 1.00kV UED GB WD 3.0mm 09:23:19

Figura 21. Imagenes SEM de la nanocelulosa bacteriana (BC), configuracion UED, voltaje: 1
KeV, distancia de trabajo: 3.0 mm. (A) Aumento de 25,000X. (B) Aumento de 100,000X.

Figura 22. Espectro EDS de la nanocelulosa bacteriana (BC).

En la Fig. 23, se muestran imagenes SEM del substrato S1-2 (BC/AuNPs/AgNPs) en las
cuales se pueden observar la formacion de nano-islas y nanoparticulas con variedad de

tamafios (25 = 10 nm, Fig. 39) con formas aproximadamente esféricas. El espectro de
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extincion del substrato S1-2 que aparece en la Fig. 24. (A) presenta un méximo de intensidad
en A = 452 nm cerca de la banda de resonancia plasmonica de la plata, lo cual indica una
mayor presencia de plata en el substrato tal y como se puede verificar con el espectro EDS
que aparece en la Fig. 24 (B) ya que la relacion de porcentaje en peso es de 2/1 entre la plata

y el oro.

(A) (B)

1lpm cIo 10/8/2020 — 100nm CIO 10/8/2020
%25,000 1.00kV UED GB WD 3.1lmm 09:55:21 %100, 000 1.00kV UED GB WD 3.1mm 09:47:32

Figura 23. Imagenes SEM del substrato S1-2 (BC/AuNPs/AgNPs), configuracion UED, voltaje: 1
KeV, distancia de trabajo: 3.1 mm. (A) Aumento de 25,000X. (B) Aumento de 100,000X.

Figura 24. (A) Espectro de extincion del substrato S1-2 (BC/AuNPs/AgNPs). (B) Espectro EDS del
substrato S1-2 en el cual se observa una relacion de 2 a 1 entre la plata y el oro.
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En la Fig. 25, se muestran imagenes SEM del substrato S1-5 (BC/AuNPs/AgNPs), en las
cuales se puede apreciar la formacion de nanoparticulas con formas aproximadamente
esféricas y diametros de (19 + 7 nm, Fig. 39). El espectro de extincion del substrato S1-5 en
la Fig 26. (A) presenta un médximo de intensidad en A = 446 nm cercano a la banda de
resonancia plasmonica de la plata y se verifica con el espectro EDS que se muestra en la Fig.
26 (B), que no hubo formacion de nanoparticulas de oro, ya que el porcentaje en peso

demuestra un 67.3% de plata y 0.2% de oro.

(A) (B)

I 1lpm CcI0 10/8/2020 — 100nm CIO 10/8/2020
x25,000 1.00kV UED GB WD 3.1lmm 10:57:56 %100, 000 1.00kV UED GB WD 3.1lmm 10:49:10

Figura 25. Imagenes SEM del substrato S1-5 (BC/AuNPs/AgNPs), configuracion UED, voltaje: 1
KeV, distancia de trabajo: 3.1 mm. (A) Aumento de 25,000X. (B) Aumento de 100,000X.

Figura 26. (A) Espectro de extincion del substrato S1-5 (BC/AuNPs/AgNPs). (B) Espectro EDS del
substrato S1-5 en el cual se observa poca presencia de oro y un alto porcentaje en plata.
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En la Fig. 27, se muestran imagenes SEM del substrato S1-6 (BC/AuNPs/AgNPs), donde se
puede apreciar la formacion de nanoparticulas con diametros de (18 + 8 nm, Fig. 39), algunas
aglomeradas en las nanofibras de la BC, lugares de alta mejora en SERS. El espectro de
extincion en la Fig. 28 (A) y el espectro EDS en la Fig. 28 (B) demuestran que hay mayor

presencia de plata que de oro en el substrato.

(A) (B)

lpm cIo 10/8/2020 —— 100nm CIO 10/8/2020

L —
x25,000 1.00kV UED GB WD 3.1lmm 10:08:53 x100,000 1.00kV UED GB WD 3.1lmm 10:04:26

Figura 27. Imagenes SEM del substrato S1-6 (BC/AuNPs/AgNPs), configuracion UED, voltaje: 1
KeV, distancia de trabajo: 3.1 mm. (A) Aumento de 25,000X. (B) Aumento de 100,000X.

Figura 28. (A) Espectro de extincion del substrato S1-6 (BC/AuNPs/AgNPs). (B) Espectro EDS del
substrato S1-6 en el cual se observa una relacion de 2 a 1 aproximadamente entre la plata y el oro.

En la Fig. 29, se muestran imagenes SEM del substrato S3-1 (BC/GO/AuNPs/AgNPs), en
las cuales se puede apreciar la formacion de nanoparticulas con formas aproximadamente

esféricas muy cercanas entre si sobre las hojas de GO, con diametros de (23 + 10 nm, Fig.
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39), la presencia de GO ayuda a generar y concentrar un mayor nimero de nanoparticulas en
el substrato, en los bordes de las hojas de GO se crean nanoestructuras irregulares debido a
la inestabilidad de las propiedades eléctricas del GO en esa zona. El espectro de extincion de
la Fig. 30 (A) que presenta una banda muy ancha centrada en la region de la plata y el espectro

EDS en la Fig. 30 (B) demuestran una mayor presencia de plata que de oro en el substrato.

(A) (8)

— 1lpm cI0 10/8/2020 — 100nm CIO 10/8/2020
x25,000 1.00kV UED GB WD 2.9mm 11:58:35 %100,000 1.00kV UED GB WD 2.9mm 11:56:12

Figura 29. Imagenes SEM del substrato S3-1 (BC/GO/AuNPs/AgNPs), configuracion UED,
voltaje: 1 KeV, distancia de trabajo: 2.9 mm. (A) Aumento de 25,000X. (B) Aumento de 100,000X.

Figura 30. (A) Espectro de extincion del substrato S3-1 (BC/GO/AuNPs/AgNPs). (B) Espectro
EDS del substrato S3-1 en el cual se observa una relacion de 3 a 1 entre la plata y el oro.

En la Fig. 31, se muestran imagenes SEM del substrato S3-3 (BC/GO/AuNPs/AgNPs) en el
cual se puede apreciar la formacién de nanoparticulas en las nanofibras de la BC y en las

hojas de GO, con diametros de (21 = 9 nm, Fig. 39) lo cual indica una mayor presencia de
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hot spots. El espectro de extincion en la Fig. 32 (A) y el espectro EDS en la Fig. 32 (B)
demuestran mayor presencia de plata que de oro en el substrato, con una relacion de

porcentaje en peso de 3/1.

(A) (8)

—— ipm CIO 10/8/2020
x25,000 1.00kV UED GB WD 2.9mm 11:18:12

— 100nm CIO 10/8/2020
x100,000 1.00kV UED GB WD 2.9mm 11:22:28

Figura 31. Imagenes SEM del substrato S3-3 (BC/GO/AuNPs/AgNPs), configuracion UED,
voltaje: 1 KeV, distancia de trabajo: 2.9 mm. (A) Aumento de 25,000X. (B) Aumento de 100,000X.

Figura 32. (A) Espectro de extincion del substrato S3-3 (BC/GO/AuNPs/AgNPs). (B) Espectro
EDS del substrato §3-3 en el cual se observa una relacion de 3 a 1 entre la palta y el oro.

En la Fig. 33, se muestran imagenes SEM del substrato S3-4 (BC/GO/AuNPs/AgNPs) en las
cuales se pueden apreciar la formacion de nanoparticulas con formas aproximadamente
esféricas, con didmetros de (25 + 13 nm, Fig. 39), también se pueden observar algunos

lugares en los cuales hay mayor densidad de nanoparticulas gracias a las hojas de GO. El
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espectro de extincion en la Fig. 34 (A) y el espectro EDS en la Fig. 34 (B) demuestran mayor

presencia de plata que de oro con una relacion de porcentaje en peso de 3/1.

(A) (B)

.,
P

100nm CIO 10/8/2020
x25,000 1.00kV UED . - {4 . x100,000 G WD 3.0mm 12:09:57

Figura 33. Imagenes SEM del substrato S3-4 (BC/GO/AuNPs/AgNPs), configuracion UED,
voltaje: 1 KeV, distancia de trabajo: 3.0 mm. (A) Aumento de 25,000X. (B) Aumento de 100,000X.

Figura 34. (A) Espectro de extincion del substrato S3-4 (BC/GO/AuNPs/AgNPs). (B) Espectro
EDS del substrato §3-4 en el cual se observa una relacion de porcentaje en peso de 3 a 1 entre la
plata y el oro.

En la Fig. 35, se muestran imagenes SEM del substrato S5 (BC/GO/AgNPs) en las cuales se
pueden apreciar la formaciéon de nanoparticulas con formas esféricas mas regulares y

diametros de (35 = 11 nm, Fig. 39), las hojas de GO ayudan a concentrar un mayor nimero
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de nanoparticulas generando lugares de alta mejora en SERS. El espectro de extincion en la
Fig. 36 (A) y el espectro EDS en la Fig. 36 (B) demuestran la presencia de plata en el

substrato.

(A) (B)

e —— ipm CIO 10/8/2020
x25,000 1.00kV UED GB WD 2.9mm 11:31:58

— 100nm CIO 10/8/2020
x100,000 1.00xV UED GB WD 2.9mm 11:30:10

Figura 35. Imagenes SEM del substrato S5 (BC/GO/AgNPs), configuracion UED, voltaje: 1 KeV,
distancia de trabajo. 2.9 mm. (A) Aumento de 25,000X. (B) Aumento de 100,000X.

Figura 36. (A) Espectro de extincion del substrato S5 (BC/GO/AgNPs). (B) Espectro EDS del
substrato S5 en el cual se observa la presencia de plata.
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En la Fig. 37, se muestran imagenes SEM del substrato S6 (BC/Si/AgNPs) donde se puede
apreciar la formacién de cimulos de nanoparticulas metalicas muy cercanas entre si con
diametros de (42 £ 21 nm, Fig. 39) también se puede observar una mayor densidad de
nanoestructuras en el substrato, lo cual indica que existen muchos lugares de alta mejora en
SERS. El espectro de extincion en la Fig. 38 (A) y el espectro EDS de la Fig. 38 (B)
demuestran la presencia de plata y silicio en el substrato.

(A) (B)

>

iuym CIO ©10/8/2020
x25,000 1.00kV UED GB WD 3.1mm 09:39:52

— 100nm CIO 10/8/2020
%100,000 1.00kV UED GB WD 3.1mm 09:35:42

Figura 37. Imagenes SEM del substrato S6 (BC/Si/AgNPs), configuracion UED, voltaje: 1 KeV,
distancia de trabajo: 3.1 mm. (A) Aumento de 25,000X. (B) Aumento de 100,000X.

Figura 38. (A) Espectro de extincion del substrato S6 (BC/Si/AgNPs). (B) Espectro EDS del
substrato S6 en el cual se observa la presencia de plata y un bajo porcentaje de silicio.
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Figura 39. Distribucion de tamarios de los substratos fabricados. Los diagramas de caja muestran
la mediana, el signo (+) el promedio, los percentiles 25% 3y 75% y los valores extremos de las
distribuciones de tamanio. Debajo de cada substrato aparece un diagrama que lo esquematiza.

En la Tabla 5, se resumen los resultados de la caracterizacién Optica y quimica de los

substratos analizados en UV-Vis, SEM y EDS.
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Tabla 5. Datos de la caracterizacion optica y quimica de los substratos elaborados.

Tipo de substrato % % % Maximo | Longitud | Didmetro | Niimero
peso | peso | peso | de de ondade | de de
(Ag) | (Au) | (Si) | extincidn | resonancia | particula | particulas
(u.a) plasmonica | (nm) por
(nm) (um?)
S1-2 30.2 | 15.3 1.67 + 452+ 2 25+10 |242+16
+ +
(BC/AuNPs/AgNPs) 07 | 07 0.03
S1-5 67.3 | 0.2 1.54 £ 446 + 2 19+7 279+ 10
+ +
(BC/AuNPs/AgNPs) 06 | 03 0.08
S1-6 26.1 | 14.5 1.58 + 448 + 2 18+8 248 + 56
+ +
(BC/AuNPs/AgNPs) 07 | 08 0.2
S6 42.3 03 | 192+ 446 + 2 42+21 | 598 £31
. + +
(BC/Si/AgNPs) 0.7 0.1 0.13
S3-1 374 | 12.1 1.75 + 460 = 2 23+10 | 528+39
+ +
(BC/GO/AuNPs/AgNPs) 06 | 0.6 0.05
S3-3 30.8 | 9.8 221+ 456 + 2 21+9 506+ 18
(BC/GO/AUNPS/AgNPs) | | * 0.06
S3-4 30.5 | 10.5 1.73 + 460 + 2 25+13 | 55114
(BC/GO/AuNPs/AgNPs) | =+ + 0.10
0.6 | 0.6 '
S5 37.8 1.81+ 472+ 2 35+11 | 572+16
(BC/GO/AgNPs) + 0.03
0.8
3.2. Analisis SERS

Para el analisis en SERS se utilizo como molécula analito el Isotiosianato de Fluoresceina

(FITC) por sus siglas en inglés, ver Fig. 40 (A) el cual es un fluorocromo derivado de la

fluoresceina. Los fluorocromos son moléculas capaces de emitir fluorescencia al ser
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excitadas a ciertas longitudes de onda. El espectro de absorciéon del FITC se muestra en la
Fig. 40 (B) y presenta un maximo de intensidad en A = 521nm. Ademas fue escogido como
molécula analito por sus posibles aplicaciones en deteccion de proteinas sin marcaje, que
proporciona evidencia espectroscopica directa asociada con la molécula diana en lugar de la

etiqueta.

Figura 40. (A) Esquematizacion de la molécula FITC. (B) Espectro de absorcion UV-Vis del FITC.

EnlaFig. 41, se muestra el espectro Raman original (sin SERS) del FITC a una concentracién
de 103 M, excitado con longitudes de onda A=457 nm, A=514 nm y A=785 nm, en este
espectro se pueden observar los efectos de fluorescencia cuando la muestra es irradiada a
altas frecuencias (azul y verde), mientras que el espectro obtenido con A=785nm, presenta
bandas del FITC bien definidas, cuyas asignaciones a grupos funcionales se muestran en la

Tabla 6.
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Figura 41. Espectro Raman original del FITC sobre papel aluminio a una concentracion de 10° M,
con longitudes de onda de excitacion A = 457nm, A = 514nmy A = 785nm.
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Tabla 6. Asignacion de bandas a los grupos funcionales del FITC en la Fig. 41.

Longitud de onda de | Picos Raman del Asignacion Referencia
excitacion FITC sin SERS
785 1185 Fenol OH 68.69
785 1279 Estiramiento de iones

fenoxido conjugado 68,69

con estiramiento de
anillos de xanteno

785 1334 Xanteno estiramiento 68,69
C-C

785 1383 Xanteno estiramiento 68,69
C-C

785 1423 Xanteno estiramiento 68,69
C-C

785 1477 Xanteno estiramiento 68,69
C-C

457 1591 Xanteno C-C 68,69

conjugado con la
banda del carbonilo

En la Figs. 42, 43 y 44 se pueden observar los espectros Raman del FITC a una concentracion
de 10 M sobre los substratos en ausencia de GO, excitados con A = 457 nm, L = 514 nm y
A = 785 nm respectivamente. La presencia de nanoparticulas metalicas en los substratos
permite reducir el efecto de fluorescencia, ademas, se puede observar que los substratos que
involucran Au en su composicion son menos eficientes que el substrato S6 el cual contiene
Si y el substrato S1-5 el cual no presentd formacion de nanoparticulas de Au, esto se debe a
que las nanoparticulas de Au sirven para darle biofuncionalidad al substrato, pero reducen el
efecto de las resonancias plasmoénicas generadas por las nanoparticulas de Ag. La asignacion
de bandas del FITC a grupos funcionales que se observan en estos espectros, aparecen en las
Tablas 7, 8 y 9, donde se puede apreciar el corrimiento de las bandas originales del FITC
ubicadas en 1185 cm™!, 1279 cm™, 1334 cm™! y 1423 cm! asociadas a los estiramientos de
los enlaces C - C en los anillos de xanteno, este corrimiento se debe a la presencia de
nanoparticulas metalicas. La excitacion de los substratos con A = 785 nm, permite observar
mejor el efecto de amplificacion de la sefial por efecto SERS ya que hay pocos aportes de
fluorescencia en la sefial, tal y como se observa en los espectros Raman de los substratos S6

y S1-5 de la Fig. 44.
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Figura 42. Espectro Raman del FITC de los substratos en ausencia de (GO), S6 (BC/Si/AgNPs),
S1-2 (BC/AuNPs/AgNPs), S1-6 (BC/AuNPs/AgNPs) y S1-5 (BC/AuNPs/AgNPs) a una
concentracion de 107° M, excitado con 2=457 nm.
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Tabla 7. Asignacion de bandas a los grupos funcionales del FITC en la Fig. 42.

FITC sin
SERS

Substrato
S6

Substrato
S1-2

Substrato
S1-6

Substrato
S1-5

Asignacion

Referencia

1131

1131

1131

1131

Fenol OH

68,69

1280

1280

1280

1280

Estiramiento
de iones
fenoxido

conjugado
con
estiramiento
de anillos de
xanteno

68,69

1591

1599

1599

1599

1599

Xanteno
C-C
conjugado
con la
banda del
carbonilo

68,69

1711

1711

1711

1711

-COOH

68,69

1829

1829

1829

1829

-COOH

68,69
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Figura 43. Espectro Raman del FITC de los substratos en ausencia de (GO), S6 (BC/Si/AgNPs),
S1-2 (BC/AuNPs/AgNPs), S1-6 (BC/AuNPs/AgNPs) y S1-5 (BC/AuNPs/AgNPs) a una
concentracion de 10° M, excitado con =514 nm.
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Tabla 8. Asignacion de bandas a los grupos funcionales del FITC en la Fi
FITC sin | Substrato Substrato Substrato | Substrato

SERS S6 S1-2 S1-6 S1-5
1286 1286

. 43.
Asignacion | Referencia

Estiramiento
de iones
fenoxido

conjugado 68,69
con
estiramiento
de anillo de

xantenos

1621 1621 Estiramiento

C-C del

anillo de

xanteno

1748 1748 -COOH 68,69

68,69
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Figura 44. Espectro Raman del FITC de los substratos en ausencia de (GO), S6 (BC/Si/AgNPs),
S1-2 (BC/AuNPs/AgNPs), S1-6 (BC/AuNPs/AgNPs) y S1-5 (BC/AuNPs/AgNPs) a una
concentracion de 107 M, excitado con =785 nm.
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Tabla 9. Asignacion de bandas a los grupos funcionales del FITC en la Fig. 44.
FITC sin | Substrato Substrato Substrato | Substrato Asignacion | Referencia
SERS S6 S1-2 S1-6 S1-5
1185 1155 1155 1155 Fenol OH 68,69

1279 1239 1239 Estiramiento 68,69
AEF =15 de iones
fenoxido
conjugado
con
estiramiento
de anillos de
xantenos
1334 1313 1313 1313 Xanteno 68,69
estiramiento
C-C
1423 1428 Xanteno 68,69
estiramiento
C-C
1477 1477 1477 1477 1477 Xanteno 68,69
AEF =6 estiramiento
C-C

En las Figs. 45 y 46 se pueden observar los espectros Raman del FITC a una concentracion
de 10 M sobre los substratos en presencia de GO, excitados con A =457 nm y A = 514 nm
respectivamente. La presencia de nanoparticulas metalicas y GO en los substratos permite
reducir el efecto de fluorescencia, ademads, se puede observar que los substratos que
involucran Au en su composicion son menos eficientes que el substrato S5 el cual contiene
GO y nanoparticulas de Ag. La asignacioén de bandas del FITC a grupos funcionales que se
observan en estos espectros, aparecen en las Tablas 10 y 11, donde se puede apreciar el
corrimiento de la banda original del FITC asociada a grupos carbonilo, conjugados con el
estiramiento del enlace C — C en los anillos de Xanteno, ubicada en 1591 cm™!, el corrimiento
de esta banda se debe a la presencia de nanoparticulas metalicas y GO. La excitacion de los
substratos en presencia de GO con A = 785 nm, impide observar la sefial Raman del FITC
debido a la presencia de grupos funcionales oxigenados en el GO, tal y como se observa en

la Fig. 47.
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Figura 45. Espectro Raman del FITC de los substratos en presencia de (GO), S3-3
(BC/GO/AuNps/AgNPs), S5 (BC/GO/AuNps/AgNPs), S3-1 (BC/GO/AulNps/AgNPs) y S3-4
(BC/GO/AuNps/AgNPs) a una concentracion de 107 M, excitado con A=457 nm.
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Tabla 10. Asignacion de bandas a los grupos

funcionales del FITC en la Fig. 45.

FITC sin
SERS

Substrato
S3-3

Substrato
S5

Substrato
S3-1

Substrato
S3-4

Asignacion

Referencia

1131

1131

1131

1131

Fenol OH

68,69

1265

1265

1265

1265

Estiramiento
de iones
fenoxido

conjugado
con
estiramiento
de anillo de
xantenos

68,69

1591

1593

1593

1593

1593

Xanteno
C-C
conjugado
con la
banda del
carbonilo

68,69

1696

1696

1696

1696

-COO

68,69

1837

1837

1837

1837

-COOH

68,69

1941

1941

1941

1941

-COOH

68,69
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Figura 46. Espectro Raman del FITC de los substratos en presencia de (GO), $3-3
(BC/GO/AuNps/AgNPs), S5 (BC/GO/AuNps/AgNPs), S3-1 (BC/GO/AulNps/AgNPs) y S3-4
(BC/GO/AuNps/AgNPs) a una concentracion de 107 M, excitado con A=514 nm.
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Tabla 11. Asignacion de bandas a los grupos funcionales del FITC en la Fig. 46.
FITC sin

SERS

Substrato
S3-3
1280

Substrato
S5

Substrato
S3-1

Substrato
S3-4

Asignacion

Referencia

1280

Estiramiento
de iones
fenoxido

conjugado
con
estiramiento
de anillos de
xanteno

68,69

1621

1621

1621

1621

Estiramiento
C-C del
anillo de
xanteno

68,69

1748

1748

1748

1748

-COOH

68,69
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Figura 47. Espectro Raman del FITC de los substratos en presencia de (GO), S3-3
(BC/GO/AuNps/AgNPs), S5 (BC/GO/AuNps/AgNPs), S3-1 (BC/GO/AuNps/AgNPs) y S3-4
(BC/GO/AuNps/AgNPs) a una concentracion de 107 M, excitado con A=785 nm.
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Capitulo 4. Conclusiones

Se fabricaron substratos plasmonicos con nanoparticulas metalicas de plata (Ag) y oro (Au)
con formas aproximadamente esféricas en presencia y ausencia de GO, substratos
plasmoénicos con nanoparticulas de plata (Ag) en presencia de silicio (Si) y substratos
plasmoénicos con nanoparticulas de plata (Ag) y GO. Los resultados obtenidos demuestran
que el uso de GO al inicio de la preparacion de los substratos permite obtener una mayor
produccion de nanoparticulas metalicas, ademas, la presencia de GO en los substratos reduce
aun mas los efectos de fluorescencia debido a mecanismos de transferencia de carga entre la
molécula analito FITC y el GO, las imagenes obtenidas en SEM demuestran la capacidad de
las hojas de GO de concentrar un mayor nimero de nanoparticulas, generando lugares de alta
mejora en SERS. La excitacion de los substratos en presencia de GO con A =457 nm y A =
514 nm permiten observar una sefial Raman del FITC con menor ruido de fluorescencia a
comparacion de los substratos en ausencia de GO, mientras que la excitacion con A = 785 nm
impide observar la sefial Raman del FITC debido al aporte de grupos funcionales en el GO,
sin embargo, los substratos en ausencia de GO permiten registrar una mejor sefial Raman del

FITC cuando son excitados con A= 785 nm.

Para continuar con la investigacion de este trabajo enfocado en la aplicacion de biosensado
libre de etiquetas, se recomienda utilizar los substratos en ausencia de GO S6 (BC/Si/AgNPs)
y S1-5 (BC/AuNPs/AgNPs) con linea de excitacion A = 785 nm, y los substratos en presencia

de GO S3-3 (BC/GO/AuNPs/AgNPs), S3-4 (BC/GO/AuNPs/AgNPs) y S5 (BC/GO/AgNPs)
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con lineas de excitacion A =457 nm y A = 514 nm, con el fin de encontrar los limites de

deteccion y el factor de mejoramiento analitico de estos substratos.
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