View metadata, citation and similar papers_at core.ac.uk brought to you by CORE

provided by Digital.CSIC

SUPERFICIESMETALICASNANOESTRUCTURADAS Y SU FUNCIONALIZACION PARA SENSORESMOL ECULARES
BASADOSEN ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL (RAMAN E INFRARROJA) INTENS FICADA POR SUPERFICIES

C. Domingo, L. Guerrini, Z. Jurasekova, S Sanchez-Cortésy J.V. Garcia-Ramos

en “ Nuevos usos para vigjos materialesy nuevosmateriales para vigos usos’ , P. Fernandez (Ed.), FGUCM, Madrid (en prensa)

SUPERFICIES METALICAS NANOESTRUCTURADASY SU
FUNCIONALIZACION PARA SENSORES MOLECULARES BASADOSEN
ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL (RAMAN E INFRARROJA)
INTENSIFICADA POR SUPERFICIES

C. Domingo, L. Guerrini, Z. Jurasekova, S. SanchezCortésy J.V. Garcia Ramos
Ingtituto de Estructura de la Materia, CSIC
Serrano 121, 28006 Madrid, Espaiia

RESUMEN

Las nanoestructuras metdlicas presentan propiedades opticas singulares debido a los
plasmones superficiales localizados (Localized Surface Plasmons) que soportan. La
excitacion resonante de los mismos produce enormes intensificaciones del campo
electromagnético local en las proximidades de las nanoestructuras metalicas, efecto que
puede aprovecharse para aumentar la sensibilidad de las técnicas de espectroscopia
vibracional (dispersiéon Raman y absorcion infrarroja) que son idoneas para llevar a
cabo la caracterizacion requerida en un sensor molecular. Cuando las moléculas a
detectar no presentan afinidad por los sustratos metdlicos, se hace necesario
funcionalizarlos adecuadamente para conseguir que esas moléculas se aproximen lo
suficiente a las nanoestructuras metélicas como para que se beneficien de los enormes
campos electromagnéticos locales y, por lo tanto, puedan ser detectadas mediante las
técnicas de espectroscopia vibracional intensificadas SERS (Surface-enhanced Raman
Scattering)y/o SEIRA (Surface-enhanced Infrared Absorption). Se presentan € emplos
de deteccion con esta técnicas de cantidades traza de mol éculas de interés bioldgico y/ o
medioambiental, utilizando sustratos metdlicos nanoestructurados preparados por
diferentes métodos.

INTRODUCCION

Las caracteristicas principales de un sensor vienen dadas por su sensibilidad y su
selectividad, ademas de su reproducibilidad. Si se trata de disefiar “sensores
moleculares”, habr4 que utilizar técnicas con ato poder de discriminacion entre
moléculas. En este sentido, la espectroscopia vibraciona (a través de medidas de
absorcion infrarroja y/o dispersiéon Raman) seria la técnica de eleccion puesto que es
capaz de proporcionar la “huella dactilar” de cada molécula, Sin embargo, su baja
sensibilidad, especialmente en el caso de la espectroscopia Raman, supone una grave
limitacion para su utilizacién en sensores. Para aumentar la sensibilidad se puede
recurrir a obtener los espectros vibracionales de la molécula a detectar en presencia de
superficies metdlicas nanoestructuradas. La razon es la siguiente: las nanoestructuras
metalicas presentan polarizabilidades grandes debido a las oscilaciones colectivas de su
nube de electrones que reciben el nombre de “plasmones superficiales localizados’ (en
inglés Localized Surface Plasmons, LSP) (Willets, 2007). La excitacion resonante de
dichos plasmones, por gemplo mediante e laser utilizado para obtener los espectros
Raman, produce enormes intensificaciones del campo electromagnético local en las
proximidades de las nanoestructuras metélicas. Tal efecto ha sido ampliamente utilizado
para incrementar la sefial Raman (y por tanto la sensibilidad de la técnica) en varios
ordenes de magnitud, en lo que se conoce como espectroscopia SERS en inglés
Surface-Enhanced Raman Scattering). La figura 1 presenta una comparacion de las
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sensibilidades de las espectroscopias Raman e infrarroja con la mucho méas sensible
espectroscopia de emision de fluorescencia (en términos de secciones eficaces de las
mismas) tanto en e modo convencional como en sus respectivas versiones “ Surface-
Enhanced”: Raman (SERS), absorcion infrarroja (SEIRA) y fluorescencia (SEF). La
intensificacion que se observa en SEIRA se debe a cambio de propiedades épticas que
presentan los metales nanoestucturados en comparacion con las propiedades del metal
masivo. S bien dicha intensificacion es mucho menor que en SERS, la
complementariedad de ambas técnicas resulta de gran interés como se ilustrara mas
adelante.

Sin metal Sobre meial nanvesiructurado

Figura 1. Secciones eficaces de las técnicas de espectroscopia Raman, infrarroja (IR) y de fluorescencia
convencionales (sin metal) y sobre metales nanoestructurados. La region enmarcada corresponde a
sensibilidades comparables.

Hay dos mecanismos que contribuyen a la intensificacion de los espectros
mencionados. € electromagnético (EM) y el quimico (o de transferencia de carga, CT)
(Aroca, 2006). Ademas goarecen nuevas reglas de seleccion debidas a la orientacion
relativa molécul a-superficie, de manera que, por gjemplo, se intensifican mas las bandas
del espectro Raman correspondientes a vibraciones moleculares que tienen una
componente perpendicular a la superficie. Los espectros intensificados contienen pues
informacion muy interesante sobre la orientacion molecular. EI  mecanismo
€l ectromagnético depende de las propiedades dpticasdel metal, através de su constante
dieléctrica, y de las caracteristicas morfoldgicas de las correspondientes nanoestructuras,
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ya que determinan las propiedades de los LSP. Asi, los metales nobles plata, oro y cobre
tienen plasmones en € visible y son por lo tanto los més indicados para espectroscopia
SERS que se excita con laseres en € visible-infrarrojo préximo, mientras que para
SEIRA pueden emplearse, ademas, otros metales como platino, paladio, hierro, etc.
(Aroca, 2004). ElI mecanismo quimico contribuye en menor medida a la intensificacion
pero es muy relevante en SERS.

Condicion sine qua non para que la molécula “ a detectar” pueda beneficiarse de esos
enormes campos €l ectromagnéticos locales y que, por o tanto, se produzca el aumento
de sensibilidad de las técnicas espectroscopicas, es que la molécula se encuentre a
menos de 5 nm de la superficie metdlica nanoestructurada. Y aqui entra en juego la
afinidad de las moléculas por los metales. Al respecto pueden definirse tres grupos de
moléculas: @) moléculas con grupos funcionales que interaccionan con & metal (por
gemplo, e grupo tiol tiene una gran afinidad por el oro y & gryoo nitro por la plata).
Este tipo de moléculas son las idedes para ser detectadas mediante SERS y/o SEIRA
puesto que se aproximan suficientemente a la superficie metdlica manteniendo su
integridad; b) moléculas en las que la interaccion con € metal es tan fuerte, que sufren
un proceso de degradacion al estar en contacto con € metal, como les ocurre a algunos
polifenoles, detectdndose entonces los productos de degradacion (SanchezCortés,
2000); y ¢) moléculas que no muestran afinidad alguna por bs metales y que, por lo
tanto, no se aproximan a las superficies metalicas nanoestructuradas que nos ocupan
Dado que la mayor parte de las moléculas pertenecen a este Ultimo grupo, se hace
necesario encontrar alguna manera de aproximarlas a la superficie metaica para que se
puedan detectar mediante sensores SERS y/o SEIRA. La funcionalizacién de las
superficies metdlicas con otras moléculas que: 1) presenten afinidad por e meta y 2)
atraigan a la molécula a detectar, es una manera eficaz de conseguir este objetivo.
Ademés una correcta funcionalizacién puede incrementar la selectividad de los
correspondientes sensores, Como veremos después.

Nuestro grupo de investigacion viene trabgjando en e disefio de sensores
moleculares SERS y SEIRA para deteccion de moléculas de interés medioambiental. En
particular estamos interesados en deteccion de pesticidas y de hidrocarburos aromaticos
policiclicos. Estos Ultimos son compuestos cancerigenos que pertenecen al tipo ¢) de
moléculas mencionado en €l parrafo anterior, por o que hemos tenido que utilizar, entre
otras moléculas, caix[4]arenos sustituidos en los bordes superior e inferior para
funcionalizar las superficies metélicas nanoestructuradas a utilizar como sustratos SERS
y/o SEIRA. En los apartados siguientes presentaremos algunos ejemplos relevantes de
sensores SERS de algunas moléculas de interés bioldgico (esporas de antrax, glucosa)
desarrollados en otros grupos de investigacion asi como un resumen de nuestras
aportaciones a la deteccion SERS y SEIRA de moléculas de interés medioambiental
utilizando diversos tipos de sustratos metdlicos nanoestructurados.

1. SENSORES SERSY SEIRA
1.1. Métodos de preparacion de nanoestructuras metélicas para SERSy SEIRA

Se han descrito una gran variedad de nanoestructuras metélicas de platay oro que
pueden ser utilizadas como sustratos SERS y/o SEIRA. Su eficiencia “intensificadora’
depende criticamente de su morfologia (tamafio, formay distancia entre particulas). Y la
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morfologia depende del método de preparacion. En este sentido hay que mencionar la
gran cantidad de trabajo tedrico que se dedica a “ disefiar” nanoestructuras metélicas con
propiedades “intensificadoras’ cada vez mejores. Y son los resultados tedricos los que
incitan y, de agin modo, encaminan a los investigadores experimentales a buscar y
aplicar nuevos métodos de produccion. Entre otros se utilizan los siguientes sustratos
SERS y SEIRA: coloides metdlicos, ya sea en suspensiéon o inmovilizados, idotes
metalicos producidos por evaporacion del metal, por deposicion con laser pulsado
(Domingo, 2007a) o mediante sucesivos ciclos redox, asi como nanoestructuras
metdlicas producidas mediante nanolitografia.

Los coloides metdlicos, principalmente de plata, han sido los sustratos SERS méas
utilizados hasta € presente. Se pueden preparar a partir de una sal del metal, bien sea
por reduccion quimica con borohidruro (Carrasco, 2003), citrato o hidroxilamina
(Cafamares, 2005), por ablacién laser, mediante fotorreduccion (Cafiamares, 2007) o
por radidlisis. No obstante, las tendencias mas avanzadas estan en el disefio de
nanoestructuras éptimas, controlando su forma (tridngulos, nanoshells (Wang, 2007)), o
construyendo estructuras periédicas mediante litografia de nanoesferas o de haz de
electrones, o recubriendo esferas dieléctricas debidamente empaguetadas con peliculas
metdlicas (Willets, 2007). Cabe decir que también en la sintesis de nanoparticulas
metalicas mediante métodos quimicos se esta alcanzando un control muy elevado de la
morfologia de las mismas (Pastoriza-Santos, 2008), por 1o que no debe olvidarse esta
viade produccién para obtener sustratos SERS.

1.2. Deteccion SERS y/o SEIRA de moléculas que interaccionan con los
sustratos metalicos

Las interacciones metal-adsorbato juegan un importante papel en la obtercién de
espectros SERS. En (Guerrini, 2007) puede encontrarse una revision sobre € tema que
parte de la experiencia de nuestro grupo de investigacion en € estudio SERS y/o SEIRA
de diferentes moléculas que contienen aomos de oxigeno, azufre o nitroégeno, y
utilizando diferentes sustratos metalicos nanoestructurados. Para ilustrar este apartado
vamos a describir tres casos de aplicacion de dichas técnicas intensificadas a la
deteccion de moléculas que se aproximan per se a las superficies metdlicas. En todos los
casos hay un gran interés en su identificacion a niveles de traza (y cuantificacion si es
posible) debido a que son peligrosas para la salud.

1.2.1) Dipicolinato célcico (Piridin-2,6-dicarboxilato)

Es el biomarcador de las esporas de éntrax (Bacillus anthracis), material muy
peligroso que puede ser utilizado en la guerra quimica (realmente se ha trabajado con
esporas de Bacillus subtilis que no son peligrosas). Este biomarcador muestra afinidad
por la plata, interaccionando con ella a través de los oxigenos del grupo carboxilo. Para
su deteccion mediante SERS se utilizan, como sustratos metdlicos nanoestructurados,
peliculas de plata depositadas sobre nanoesferas, con tamafio de estas Ultimas
optimizado para obtener una mayor eficiencia SERS d excitar los espectros en
infrarrojo préximo, region en la que las muestras presentan menor fondo fluorescente.
El limite de deteccion determinado apartir de la intensidad de la banda SERS del
dipicolinato a 1020 cm?, es de 2.6 x 10° esporas (inferior a la dosis de 10* esporas



SUPERFICIESMETALICASNANOESTRUCTURADAS Y SU FUNCIONALIZACION PARA SENSORESMOL ECULARES
BASADOSEN ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL (RAMAN E INFRARROJA) INTENS FICADA POR SUPERFICIES

C. Domingo, L. Guerrini, Z. Jurasekova, S Sanchez-Cortésy J.V. Garcia-Ramos

en “ Nuevos usos para vigjos materialesy nuevosmateriales para vigos usos’ , P. Fernandez (Ed.), FGUCM, Madrid (en prensa)

considerada peligrosa), paraun tiempo de deteccion de 1 minuto y 50 mw de potencia
dd l&ser (Zhang, 2006). Supone una mejora considerable respecto de resultados previos
en deteccion SERS del biomarcador, que eran 200 veces menos sensibles y requerian

potencias de laser 3 veces mayores. Recientemente, en e mismo grupo de investigacion
de la Northwestern University (lllinois, USA) liderado por e Prof. Richard P. Van

Duyne, se han introducido mejoras en los sustratos, con lo que e limite de deteccion se
hapodido rebagjar hasta 1.4 x 10° esporas (Willets, 2007).

1.2.2) Tiramy ziram

Son pesticidas de |a familia de los dimetil-ditiocarbamatos (incluyen el grupo (Me),-
N-(CS)S) utilizados en agricultura, irritantes parala piel y las mucosas. Una exposicion
cronica a los mismos puede tener efectos cancerigenos y teratdgenos. Y dada su baja
solubilidad en agua resulta muy dificil eliminarlos del medioambiente. Es por ello que
exise un gran interés en la deteccidén de trazas de los mismos en suelos, aguas y
alimentos, asi como en conocer la formaquimica en que quedan retenidos, por gjemplo,
cuando interaccionancon los metales del suelo. Hasta ahora estos pesticidas se analizan
de forma indirecta, degradandolos a CS, cuya concentracién se determina por
espectrofotometriay cromatografia de gases.
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Figura 2. Espectros de tiram. |zquierda: a) Raman del sdlido; b,c,d) SERS utilizando nanoestructuras de
oro evaporadas sobre CaF, (b), depositadas con laser pulsado sobre CaF, (c) o sobre vidrio (d); *) bandas
de CaF,; +) bandas atribuidas a degradacion parcial de los sustratos metélicos. Laser de excitacion a 633
nm. i) Estructura molecular del tiram; ii) fragmento bidentado de tiram adsorbido sobre oro. Derecha: @)
FTIR del sblido dispersado en KBr; b,c) SEIRA de las mismas muestras que SERS b) y c¢),
respectivamente. Adaptada y reproducida con permiso (Domingo, 2007a). Copyright 2007 American
Chemical Society.
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Nosotros hemos llevado a cabo la deteccion de tiram y ziram mediante SERS y
SEIRA, utilizando oro nanoestructurado producido por dos métodos diferentes: 1)
evaporacion sobre CaF, (SanchezCortés, 2001) y 2) deposicion con laser pulsado sobre
CaF,, y sobre vidrio (Domingo, 2007a). Para obtener espectros SEIRA por transmision
es necesario que el porte sea transparente a la radiacion infrarroja (de ahi emplear
CaF,), pero en € caso de la dispersion Raman (SERS), que no requiere esta condicion,
hemos probado también vidrio, ya que las caracteristicas de las nanoestructuras
metalicas que se forman dependen también del material soporte, y por o tanto también
puede ser diferente su eficiencia intensificadora. La figura 2 muestra los espectros
correspondientes a 10 m de una disolucion de tiram 0.001% en metanol depositada en
una superficie de 0.5 x 0.5 cn? de los sustratos metélicos mencionados, tras evaporacion
del disolvente y posterior lavado con etanol. Un estudio cuidadoso de los espectros
intensificados y la comparacion con los espectros convencionales de las muestras
sdlidas nos permite proponer la estructura ii) como la que origina las caracteristicas de
los espectros observados sobre el oro. En breve, los cambios observados en SERS en |la
zona de 600 cmi! confirman la ruptura del enlace SS, la mayor intensificacion en
SEIRA de determinadas bandas indica una orientacion perpendicular a la superficie del
enlace C=N y de los grupos metilos, y la menor intensificacion de otras bandas conduce
a una orientacion bastante paralela a la superficie del enlace C-S. Y todo ello,
congruente con otras observaciones en SERS, solamente es posible s la especie
responsable de los espectros intensificados es la estructura bidentada de la figura 2.

Tanto el tiram como €l ziram interaccionan con €l oro a través del azufre, pero los
espectros nos informan sobre su distinta estabilidad en la superficie metdlica (Sanchez
Cortés, 2001). El tiram se rompe y los fragmentos se anclan fuertemente a la superficie
de oro de forma bidentada, mientras que € ziram es mas estable y se fisisorbe,
mayoritariamente, de forma débil sin romperse. Debido a que e mecanismo responsable
de SEIRA es solamente electromagnético, es capaz de detectar tanto las moléculas
fisisorbidas como la minoria de fragmentos quimisorbidos que se encuentran préximos
a la superficie, mientras que SERS solamente detecta la forma quimisorbida,
correspondiente ala menor parte de moléculas que se han roto. Es por ello que, pese ala
menor intensificacion de SEIRA, decimos que SEIRA tiene més sensibilidad que SERS
para deteccion de ziram puesto que es capaz de detectar todas las especies presentes.
Por dltimo, acerca de los diferentes sustratos de oro nanoestructurados, podemos
concluir que ambos tienen la misma eficiencia intensificadora (aunque la cantidad de
oro y la morfologia es distinta), y que los preparados por deposicion con laser pulsado
presentan ventagjas ya que no se degradan a ser iluminados con € |&ser y proporcionan
espectros SEIRA con bandas menos asimétricas (Domingo, 2007a).

1.2.3) 1-Nitropireno y 2-Nitrofluoreno

Son derivados nitrados de hidrocarburos aromaticos policiclicos (en inglés,
Polyciclic Aromatic Hydrocarbons, PAHS). Los nitro-PAHS n agentes cancerigenos
con mayor toxicidad que los propios PAHs. Pueden formar aductos con € DNA
induciendo mutaciones, y también pueden interaccionar con las proteinas a través del
grupo hemo. Se originan por nitracion de los propios PAHs durante muchos procesos de
combustion (tubos de escape de vehiculos, particularmente diesel, sin olvidar los de
gasolina o los aviones, emisiones industriadles, cocinas domeésticas, combustion de
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madera, etc.) o debido alareaccion con dioxido de nitrégeno (NO,). Los nitro isdmeros
de pireno y fluoreno més abundantes encontrados en la combustion de gasoil diesel son
el I-nitropireno y el 2-nitrofluoreno. Nosotros hemos abordado su deteccion mediante
SERS y SEIRA, utilizando coloides de plata obtenidos por reduccion con borohidruro
(tanto en suspension como inmovilizados), e idotes de oro depositados sobre germanio.
Los espectros SERS se excitaron con laseres a 1064, 785 y 514 nm (Carrasco, 2003).
Andlisis detallados de sus espectros, completados con célculos tedricos ab initio, nos
permiten concluir que estos nitroderivados interaccionan con € metal a través de los
oxigenos del gupo nitro que es coplanar con los anillos aromaticos quedando
perpendicularmente anclados a la superficie metalica aunque de forma distinta: en
forma bidentada el 2-nitrofluorenoy en forma monodentada el 1-nitropireno. En el caso
de las medidas SERS en suspension, con dispositivo macro, € limite de deteccion
alcanzado fue de 400 pg, correspondiente a la cantidad de nitro-PAHS presente en €
volumen de ~1.6 x 10° mn? analizado conteniendo una disolucion 10°M de los nitro-
PAHSs. En € caso de deteccion “en seco”, es decir, utilizando coloides inmovilizados la
sensibilidad es mayor puesto que se puede utilizar dispositivo micro. En e érea de 2
mY analizada con el objetivo 100X, se detectaron ~ 10° pg de los nitro-PAHs
estudiados.

1.3. Deteccion SERS y/o SEIRA de moléculas sin afinidad por los sustratos
metdlicos: funcionalizacion de los mismos

Existe una gran cantidad de moléculas gque no tienen grupos funcionales capaces de
interaccionar con las superficies metdlicas y cuya deteccion mediante SERS y/o SEIRA
no es posible. En estos casos se puede acudir a funcionalizar bs metales con otras
moléculas que si interaccionan con el metal, formando monocapas auto-organizadas (en
inglés Sdf-assembled Monolayers, SAMs) y que ademas presentan algun tipo de
afinidad por la molécula a detectar. El objetivo es conseguir que esas moléculas “no
activas’ desde € punto de vista del metal, se aproximen lo suficiente a los sustratos
metalicos nanoestructurados como para que “sientan” los grandes campos
electromagnéticos locaes que dan lugar a la intensificacidn de los espectros Raman y/o
infrarrojo. llustraremos este apartado con otros tres casos de analitos de interés.

1.3.1) Glucosa

Se aspira a disponer de medidores de glucosa en sangre en tiempo real y de forma
continua, que puedan ser implantados en los pacientes. Los sensores SERS de glucosa
mas eficaces hasta d momento, han sido disefiados, construidos y probadosin vitro ein
vivo en € grupo del Prof. Van Duyne. Emplean unos agentes funcionalizadores que se
anclan al sustrato metdlico constituido por peliculas de plata sobre nanoesferas, pero
gue no “capturan” a la molécula de glucosa, sino que, actdan como fases de reparto (en
inglés partition layers) de forma semejante a lo que hacen las fases estacionarias en
cromatografia HPLC. Se trata de unos SAMs mixtos decanotiol/mercaptohexanol, con
componentes hidrofilicos e hidrofébicos, que promueven € que la molécula de glucosa
se gproxime a la plata para que se pueda detectar cuantitativamente mediante la
intensidad de su banda SERS a 1462 cmi', pero que inmediatamente “sueltan” la
glucosa, es decir, son reversibles en escalas de tiempo que permiten seguir en tiempo
real la evolucion de glucosa en sangre (Zhang, 2006). Este tipo de deteccion SERS de
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glucosa de forma directa y cuantitativa preserta claras ventgjas sobre otros sensores
comerciaes de glucosa, en los que la medida de la concentracion de glucosa se basa en
un método electroquimico indirecto.

1.3.2) Dimetilisoftalato (DMIP)

Ademas de que es una molécula de gran interés en la quimica de polimeros, nosotros
la hemos utilizamos como molécula aromatica modelo de las que no interaccionan con
metales. Y para su deteccién mediante SEIRA y/o SERS funcionalizamos la superficie
metdlica con SAMs de tioles sobre oro nanoestructurado, este Ultimo preparado por
evaporacion sobre germanio. El objetivo fina era comprobar |la eficacia de dichos
SAMs para aproximar moléculas con anillos aromaticos a los sustratos metalicos
(Domingo, 2003).

Llevamos a cabo estudios SEIRA y SERS de tres tioles de diferentes caracteristicas:
aromético (tiofenal), alifatico de cadena corta (propanotiol) y alifético de cadena larga
(octadecanctiol). El andlisis de los espectros nos permitié deducir la orientacion de los
SAMs de los tres tioles respecto de la superficie de oro y, seguidamente, estudiamos los
espectros intensificados del DMIP sobre |os sustratos de oro funcionalizados. En primer
lugar hay que decir que solamente fue posible observar espectros SEIRA del DMIP,
tanto en transmision como en reflexion. Si bien la intensificacion fue modesta en todos
los sustratos funcionalizados, del estudio de los correspondientes espectros se pudo
deducir que el DMIP se intercala entre las moléculas del SAM de tiofenol, debido a una
débil interaccién p-p entre sus respectivos anillos aroméaticos. Sin embargo, cuando el
oro esta funcionalizado con propanotiol u octadecanotiol, e DMIP se coloca paraelo a
la superficie, a extremo de la cadena alifatica, por lo tanto méas algjado de la superficie
en € caso de la cadena mas larga. Se concluye que sustratos de oro funcionalizados con
tiofenol seria la mejor opcion para deteccion SEIRA de moléculas con anillos
arométicos.

La ausencia de espectros SERS de DMIP sobre sustratos nanoestructurados de oro,
tanto “limpios” como funcionalizados con tioles, se atribuye a la no suficiente
proximidad de DMIP a los mismos Sin embargo, esa misma proximidad permite
obtener unos espectros SEIRA de muy buena calidad. Una vez més se pone de
manifiesto que aunque la intensificacion en SEIRA es mucho menor que en SERS, a
ser la espectroscopia infrarroja “sin metal” bastante més sensible que la espectroscopia
Raman convencional, SEIRA puede ser |a técnica de deteccion aelegir en algunos casos
“rebeldes’ desde el punto de vista SERS.

1.3.3) Hidrocarburos Aroméaticos Paliciclicos (PAHS)

Son un grupo de compuestos quimicos que Se caracterizan por poseer una estructura
formada por varios anillos bencénicos condensados. Estos compuestos son unos de los
contaminantes medioambientales méas importantes, pues se forman durante la
combustion incompleta de carbon, petréleo, gas natural y también de otras sustancias
organicas como tabaco o carne a la brasa. Los PAHs aparecen como mezclas de
diferentes compuestos en el aire, €l suelo y el agua como consecuencia e algunos
procesos naturales y de la actividad humana. Algunos autores han encontrado una fuerte
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actividad carcinogénica en estos compuestos, por 1o que es evidente la importancia en
encontrar un método efectivo y selectivo para detectarlos y que, preferentemente, no
requiera manipulacion de las muestras (hasta ahora € método que se utiliza es la
cromatografia) y pueda ser aplicado in situ. Ya hemos visto anteriormente que hemos
tenido éxito en la deteccion SERS y SEIRA de nitro-PAHS, debido a que e grupo nitro
interacciona con la plata y e oro. Sin embargo no es posible detectar los PAHs
mediante las mismas técnicas, por 1o que hay que recurrir a funcionalizar los sustratos
metélicos.

En este sentido, € reconocimiento molecular con moléculas que presentan una
cavidad bien definida, con capacidad para encapsular selectivamente otras moléculas
seguin su tamafio, es uno de los temas de quimica supramolecular més interesantes en la
actualidad con prometedoras aplicaciones en el disefio de sensores. Més en corcreto, los
calixarenos son moléculas de este tipo que han atraido mucha atencion recientemente.
Son ciclooligbmeros sintéticos formados por condensaciones fenol-formaldehido.
Tienen forma de caliz con dos bordes (superior e inferior) y un anillo central bien
definidos que les confiere unas propiedades muy interesantes para hospedar moléculas.
Asimismo, presentan diferentes conformaciones tales como conos, conos alternados 1,2
y 1,3, etc. que pueden condicionar dichas aplicaciones como moléculas huésped. Al
cambiar los grupos funcionales del borde superior y/o inferior, es posible obtener
diferentes derivados con distintas especificidades frente a diversos tipos de mol éculas.

Nosotros hemos funcionalizado coloides de plata (en suspension e inmovilizados), e
islotes de oro obtenidos por evaporacion con diversos calix[4]arenos, gque tienen 4
grupos tert-butilo en el borde superior y diferentes sustituyentes en el anillo inferior, a
saber: 4 grupos hidroxi (TOHC); 4 grupos carboetoxi (TCEC); 2 grupos carboetoxi y 2
hidroxi alternados (DCEC); 4 grupos ciano (TCNC); 2 grupos ciano y 2 hidroxi
aternados (DCNC) (ver estructuras en la figura 5). Y hemos empleado los sustratos
metdlicos funcionalizados para tratar de detectar los siguientes PAHSs: antraceno,
dibenzoant raceno, pireno, benzo|c]fenantreno, trifenileno, coroneno, criseno y rubiceno
(ver estructuras en la figura 6). La eleccion de estos PAHS, con diferente nimero de
anillos y formas diferentes, iba encaminada a estudiar la posible selectividad de los
calix[4]arenos en “capturar” unos u otros PAHS, para elucidar si existe algun tipo de
reconocimiento molecular entre la molécula hospedadora y la molécula huésped.

Como gjemplo de los resultados obtenidos en la figura. 3 se presenta el espectro
Raman del DCEC en estado solido y los espectros SERS de dicha molécula adsorbida
sobre coloide de plata en suspensién (léser de excitacion a 1064 nm) e inmovilizado
(excitacion a 785 nm) (Garcia-Ramos 2007). En general, la intensidad de los espectros
SERS de todos los calixarenos estudiados es mayor a 785 nm que a 1064 nm. Del
estudio de estos espectros, se deduce que la molécula de calixareno interacciona con €l
metal a través del grupo éster del borde inferior, adoptando una orientacion especifica
en la que los grupos tert-butilo estan Igos de la superficie. Las dos lineas de excitacion
l&ser se eligieron para estudiar las dos moléculas que forman € complejo separadamente.
Como ya hemos dicho, las bandas del calixareno son muy débiles a 1064 nm y €l
espectro SERS del complejo estara dominado por €l espectro de los PAHS, como se
observa en la figura 4. A esta longitud de onda se pudieron detectar PAHS en
disoluciones 10° M. Ademés, los espectros SERS de los PAHs en los complejos con
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Figura 3. Espectro Raman de DCEC sdlido excitando a 1064 nm (a) y SERS de DCEC (10-4 M) sobre
coloide de Ag a785 (b) y 1064 nm (c). Reproducida con permiso (Garcia-Ramos, 2007).
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Figura 4. Espectros Raman de trifenileno, pireno y benzo[c]fenantreno sélidos (a, c, €, respectivamente) y
espectros SERS de sus respectivos complejos (10-4 M) con DCEC (10-4 M) sobre coloide de Ag (b, d, f,
respectivamente) a 1064 nm. Reproducida con permiso (Garcia-Ramos, 2007).
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calixarenos muestran unas importantes diferencias con los correspondientes espectros
Raman del solido. En base al estudio de los espectros SERS de estos complejos,
también se pudo concluir que el mecanismo de interaccion PAH- calixareno transcurre a
través del empaguetamiento p — p entre los sistemas aroméaticos del DCEC y los PAHs
(Leyton, 2005a, 2005b)

i

C
o

BcP

—

Figura 5. Areas normalizadas (respecto a la banda a 1405 cm-1 del pireno (PYR) en el complejo con
DCEC) de las bandas SERS mas intenss de pireno y benzo[c]fenantreno (BcP) (10-4 M) en los
diferentes calixarenos. Reproducida con permiso (Domingo, 2007b), Copyright 2007 American Chemical
Society.

De acuerdo con la intensidad de las bandas SERS de cada PAH en los diferentes
complgjos PAH-calix[4]areno, puede establecerse que existe selectividad en €
reconocimiento molecular entre unos y otros, jugando un importante papel e tamafio y
la estructura quimica del PAH (Leyton, 2004). La figura 5 ilustra dicha selectividad
para €l caso de pirero y benzoferantreno: e DCEC resulta ser el més eficaz para su
deteccion. Més aln, en la figura 6 puede verse que el DCEC es especiamente selectivo
para pireno. Y en todo elo interviene € hecho de la forma en que cada calixareno se
ancla a la superficie metdlica, informacion que se extrae de los cambios observados en
los espectros SEIRA. Es este un claro gemplo de la complementariedad de las técnicas
SERS y SEIRA: @ pireno se detecta en un sensor SERS, utilizando e DCEC como
agente funcionalizador de la superficie metdlica, pero es la técnica SEIRA la que nos
permite conocer € por qué de la selectividad mencionada: el DCEC se ancla al metal en
forma bidentada a través de los oxigenos del grupo éster por lo que lacavidad y los tert-
butilos del borde superior adoptan una disposicién bastante abierta en la que se puede
acomodar € pireno. Sin embargo € TCEC, por impedimentos estéricos en el borde
inferior, Unicamente puede anclarse a la superficie metdlica en forma monodentada, 1o
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Figura 6. Areas normalizadas (respecto a la banda a 1405 cm-1 del pireno en el complejo con DCEC) de
las bandas SERS més intensas de los PAHSs estudiados (10-4 M) en DCEC (10-4 M). Lé&ser de excitacion

a 1064 nm. Adaptada y reproducida con permiso (Domingo, 2007b), Copyright 2007 American Chemical
Society.

Figura 7. l1zquierda: Espectro Raman de DCEC sdlido (a); espectro SERS del complejo DCEC/PYR en
Aglvidrio (b) y en Au/CaF2 (c); espectro Raman de pireno solido. Laser de excitacion a 785 nm. Derecha:
Espectro FTIR de DCEC (a) y de PYR (f) sdlidos en KBr; espectro SEIRA de DCEC en Ag/Ge (b) y
Au/CaF2 (d); espectro SEIRA del complejo DCEC/PYR en Ag/Ge (c) y Au/CaF2 (e). Todos los
espectros son de transmision. Centro: DCEC (@) y adsorcion en la superficie metdlicadel DCEC (b) y del
complejo DCEC/PY R, deducida de los correspondientes espectros SEIRA. Adaptada y reproducida con
permiso (Leyton, 2005b), Copyright 2005 American Chemical Society.
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gue origina una disposicion mas cerrada de la parte superior que no permite la “entrada’
del pireno. Cuando se afade el pireno, e complegjo DCEC-pireno formado pasa a
anclarse en forma monodentada, lo cua se deduce también de los cambios observados
en los espectros SEIRA correspondientes (ver figura 7).

En un paso posterior hemos sintetizado y probado un nuevo caix[4]areno con dos
grupos ditiocarbamato y 2 grupos hidroxi aternados en e borde inferior. EI nuevo
calixareno se ancla de forma monodentada a la superficie metdlica a través de uno de
los azufres del grupo ditio, pero cuando se afiade pireno, el comple o resultante se ancla
de forma bidentada con los dos azufres del grupo ditio. Hemos comprobado que con
este nuevo sustrato funcionalizado se disminuye en dos érdenes de magnitud € imite
de deteccion SERS de pireno, de manera que, para las mismas condiciones de
observacion del espectro que en el caso del complejo con DCEC, es posible detectarlo
en una disolucién 10® M (Guerrini, 2006).

En conclusion, la selectividad de los calixarenos en la deteccion SERS de PAHSs esta
basada enel tamafio de la cavidad, y en la forma de interaccionar los sustituyentes del
borde inferior con & sustrato metélico nanoestructurado.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se han presentado brevemente los fundamentos de |as espectroscopias vibracionales
intensificadas por superficies metdlicas nanoestructuradas, basadas en los enormes
campos el ectromagnéticos locales que origina la excitacion resonante de los plasmones
superficiaes localizados que soportan dichas nanoestructuras, asi como los métodos de
preparacion de las mismas. Se hailustrado con algunos ejemplos la deteccion SERS y/o
SEIRA de algunas moléculas de interés biologico y/o medioambiental, utilizando tanto
sustratos metalicos puros como funcionalizados de diversas maneras. Queda demostrada
la utilidad de dichas técnicas en la fabricacién de sensores moleculares, con especial
hincapié en la selectividad que puede alcanzarse utilizando agentes funcionalizadores
adecuados. El disefio y fabricacion de sensores moleculares basados en estas técnicas
intensificadas es un campo de investigacion (y aplicacion) en auge, en €l que se alinan
los esfuerzos de investigadores tedricos y experimentales para disefr y fabricar
nanoestructuras metdlicas con mayor €ficiencia intensificadora, utilizando nuevos
métodos de produccion de las mismas y eficaces méodos de funcionaizacion ala vez
gue se genera la tecnologia necesaria para que los correspondientes sensores
moleculares lleguen a ser comercializados.
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