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Resumen

El desarrollo de materiales para utilizar en la deteccién de analitos mediante
Espectroscopia Raman Aumentada por Superficies (SERS, por sus siglas en inglés)
es un area de gran desarrollo en los ultimos afios. Entre ellos, los materiales
preparados combinando nanoparticulas metalicas y films delgados de &xidos
mesoporosos se destacan por su estabilidad y sus métodos de fabricacion
relativamente simples y accesibles. Sin embargo, la gran mayoria de los estudios
que se han presentado se centran en la deteccion de analitos que se unen
covalentemente a la superficie metalica. Asi, para ampliar las aplicaciones de estos
materiales compuestos es necesario estudiar su capacidad de deteccion de otros
analitos, que no presenten interaccion especifica con las nanoparticulas. En este
trabajo se prepararon sensores basados en nanoparticulas (NPs) de Au y films
delgados de TiO, mesoporoso, con dos arquitecturas diferentes: NPs dentro de los
poros y NPs cubiertas por el film. Para ambos sistemas, se estudiaron sus
capacidades para detectar dos analitos: acido 3-nitroftalico, que se une
covalentemente al 6xido, y nitrofenol, que no forma unién especifica con ningin
componente del sensor. Los resultados obtenidos indican que es posible la
deteccion de estos analitos y que tanto la arquitectura del sensor como el método de
incubacion utilizado definen su performance.

Palabras Claves: Films delgados, 6xidos mesoporosos, nanoparticulas metalicas,
materiales compuestos, espectroscopia Raman

Abstract

SERS sensors based on mesoporous thin films: expanding their applications.
The development of materials for use as Surface Enhanced Raman Spectroscopy
(SERS) based sensors has been a major area of development in recent years.
Among them, the materials prepared combining metallic nanoparticles and
mesoporous oxides thin films stand out due to their stability and their relatively
simple and accessible preparation methods. However, the vast majority of previous
studies focus on the detection of analytes that covalently bind to the metal surface.
Thus, to expand the applications of these composite materials, it is necessary to
study their detection capacity of analytes that do not present specific interaction
with the nanoparticles. In this work, sensors based on Au nanoparticles (NPs) and
mesoporous TiO; thin films were prepared, with two different architectures: NPs
included within the pores and NPs covered by the film. For both systems, their
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capabilities to detect two analytes were studied: 3-nitrophthalic acid, which
covalently binds to the oxide and nitrophenol, taht does not form specific binding
with any of the sensor’s components. The obtained results indicate that detection of
these analytes is possible and that both the sensor architecture and the chosen
incubation method define their performance.

Key words: Thin films, mesoporous oxides, metal nanoparticles, composite
materials, Raman spectroscopy

1. Introduccion

En el afio 1974, Fleischmann et al.[1] reportaron el espectro Raman de piridina
con una intensidad llamativamente alta que atribuyeron al hecho de que las moléculas del
analito se encontraban adsorbidas sobre un electrodo rugoso de Ag. Unos afios después,
Jeanmaire y Van Duyne[2] por un lado, y Albrecht y Creighton[3] por otro, demostraron que
este fendmeno no podia ser atribuido a un incremento del area superficial disponible en un
electrodo rugoso en comparacién con uno liso. En el afio 1978, Moskovits propuso que estas
altas intensidades Raman observadas en una superficie metélica rugosa estaban ligadas a
plasmones superficiales localizados en la nanoestructura metalica.[4] Esto dio lugar a lo que se
conoce hoy en dia como Espectroscopia Raman Amplificada por Superficies (SERS, del
inglés Surface Enhacend Raman Spectroscopy) [5].

En pocas palabras, SERS puede considerarse una técnica de sensado ultra
sensible que posibilita la deteccidn de analitos en concetraciones ultrabajas, pudiendo llegar a
nivel de molécula Unica. Asimismo, la técnica SERS puede diferenciarse de otros métodos de
deteccion analitica debido a la informacion espectroscopica vibracional que proporciona.
Tanto resultd ser su potencial que, casi 50 afios después de su descubrimiento, el sensado por
SERS ha pasado a ser un area de investigacion en si misma.

El sensado por SERS se utiliza actualmente, y de manera rutinaria, en distintos
tipos de aplicaciones que van desde la deteccion de agentes explosivos y drogas, hasta la
prevencion de falsificacion de documentos, medicamentos y productos alimenticios, la
deteccion de contaminantes en alimentos y el control de calidad en entornos de seguridad
ciudadana, laboratorio y produccion [6-8]. Otras posibles aplicaciones para el sensado por
SERS se encuentran en las dareas de diagnostico personalizado [9], plataformas de
inmunoensayos [10], bioimagen y biodeteccion [11], deteccion de aniones de metales pesados
y otros contaminantes ambientales [12,13], entre otros [14-17]. El desafio de estas
aplicaciones reside en la deteccidn selectiva de analitos con sefiales Raman muy débiles y/o en
medios complejos. Por otro lado, la alta sensibilidad del sensado por SERS es aprovechada
para estudios a nivel de molécula Unica [18, 19]. Estos experimentos permiten la observacion
de fendmenos espectroscopicos sutiles y el analisis sobre la naturaleza de distintos procesos
que no pueden estudiarse en un conjunto de moléculas.

Los sustratos SERS desarrollados hasta el momento pueden dividirse en tres
grandes familias: nanoparticulas (NPs) metalicas en solucidn, arreglos de NPs soportadas en
superficies, y nanoestructuras fabricadas directamente sobre superficies sélidas [20, 21]. Las
NPs en solucion son los sustratos mas ampliamente utilizados porque presentan alta
sensibilidad y se pueden fabricar de manera sencilla. Sin embargo, existen limitaciones
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asociadas a la aplicacion de este tipo de sustratos en términos de estabilidad coloidal,
reproducibilidad, manipulacién y produccion masiva. Por otro lado, las nanoestructuras
fabricadas directamente sobre superficies solidas presentan alta reproducibilidad de las
intensidades SERS debido al fino control que puede obtenerse sobre los pardmetros
geométricos del sistema. Sin embargo, los altos costos de fabricacion resultan una desventaja.

Los sustratos formados por arreglos de NPs metalicas soportados en superficies
resultan una alternativa intermedia entre los dos tipos de sustratos mencionados: permiten
evitar la agregacion no controlada de NPs, aumentando la reproducibilidad del sistema y los
métodos de fabricacion resultan relativamente simples y accesibles. En esta familia de
sustratos se encuentran los sistemas compuestos formados por NPs metélicas y films delgados
de éxidos mesoporosos (FDMs), que nuestro grupo ha estado estudiando en los Gltimos afios
[22-26]. Los FDMs se sintetizan a partir de la combinacion de reacciones quimicas sol-gel
(que dan lugar al 6xido) y el autoensamblado de moléculas anfifilicas (que dan lugar a los
poros). Se obtiene asi un material con arreglo ordenado de poros de tamafio altamente
controlado, en el rango 2-50 nm [27]. Asi, la preparacion de sistemas compuestos resulta
factible debido a la compatibilidad de sintesis de ambos materiales, y a la complementariedad
gue existe entre los tamafios de poros de los FDMs y de las NPs [28-30]. Asimismo, estos
sistemas compuestos ofrecen la posibilidad de obtener una Unica plataforma con las
caracteristicas de sus partes, sumando las nuevas propiedades que surgen de la combinacion de
ambos materiales. Una de las principales ventajas es el soporte que ofrece el FDM a las NPs
metalicas, evitando asi su desestabilizacién en solucién, mientras que las mismas permanecen
en contacto con el medio gracias a la porosidad. Al mismo tiempo, el sistema presenta
robustez y resulta de facil manipulacion, lo que permite su incorporacién en distintos medios
de reaccién [28-31].

Para todos los sustratos SERS, incluyendo estos materiales compuestos, es
necesario establecer un método de incubacion que permita poner en contacto el analito a
estudiar con la superficie amplificadora. En general, para NPs en solucion se agrega una
alicuota de la muestra a analizar. En el caso de los arreglos de NPs soportadas en superficies y
los electrodos metélicos, los mismos suelen sumergirse por un determinado tiempo en la
muestra de interés. Otra alternativa para estos sustratos es el secado de una gota de la muestra
de interés sobre los mismos. En la mayoria de los casos reportados hasta el momento, los
analitos utilizados son tioles, que se unen covalentemente a la superficie de las NPs metélicas.
Asi, se asegura la maxima interaccién metal-analito, que permite el maximo incremento de la
sefial Raman. En este sentido, en nuestro grupo hemos analizado en detalle el efecto de las
diversas caracteristicas de los materiales compuestos NPs de Au — FDMs de TiO; en la
deteccion de p-nitrotiofenol (pNTP). Entre las caracteristicas que definen la performance de
los sistemas compuestos se destacan: la ubicacion, el tamafio y la forma de las NPs, el tipo de
arreglo de poros del FDM y su espesor [24, 25, 32].

Para ampliar las capacidades de estos sensores compuestos es importante contar
con alternativas de incubacién que permitan la deteccion de analitos que no presenten
interaccion especifica por la superficie metalica. En este trabajo, presentamos algunos
resultados en este sentido, utilizando analitos que interactian con el FDM y analitos que no
forman unién especifica con ningiin componente del material compuesto. Los resultados
obtenidos se comparan con los obtenidos previamente para pNTP.
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2. Materiales y Métodos

Se trabajé con materiales compuestos Au NPs — FDMs TiO, con dos
arquitecturas diferentes, que se presentan esquematicamente en la Figura 1.

sustrato

Fig.1. Esquema ilustrativo de las arquitecturas utilizadas: (1) NPs dentro de un FDM. (2) NPs en la interfaz FDM-
sustrato, crecidas a través de los poros.

Para la arquitectura (1), se prepararon en primer lugar FDMs de TiO, por dip
coating a 1 mm/s, utilizando como molde el copolimero tribloque Pluronic F127, siguiendo un
procedimiento reportado previamente [33]. La solucion inicial consistié en una mezcla TiCls /
EtOH / F127 / H,0, con una relacién molar de 1: 40: 0,005: 10. Luego del depésito, los FDMs
se estabilizaron durante 1 dia a 50% de humedad relativa, 1 dia a 60°C y 1 dia a 130°C.
Posteriormente, fueron tratados durante 2 h en horno a 200°C y se extrajo el molde por
inmersion durante 72 h en etanol comercial. Finalmente, se formaron las NPs de Au utilizando
el método de infiltracion-reduccién por pasos [34]. EI FDM se sumergié durante 1 minuto en
una solucién 1 mM de HAuUCI, - 3H20 a pH = 4. Después de este tiempo, el FDM se lavo, se
seco al aire y se sumergié durante 1 minuto en una solucion recién preparada de NaBH4 5
mM, para la reduccién del Au (I11) adsorbido. Finalmente, la muestra se enjuagé con agua.
Este procedimiento, llamado paso de reduccion (RS), se repitié 20 veces para lograr una carga
alta de NPs de Au dentro de los poros. La muestra asi obtenida se denomind Au20RS@TF.

Para la arquitectura (2), se sintetizaron NPs de Au de 66 nm estabilizadas con
citrato utilizando un método de bibliografia [35]. Las mismas fueron inmovilizadas sobre
sustratos de vidrio, previamente activados con solucion pirafia (3 H2SOs : 1 H,O, 30%)
durante 30’ y funcionalizados con aminopropiltrietoxisilano (3hs de inmersion en solucion
etandlica 0.01 M). La inmovilizacion se realizé por inmersion en la solucion de NPs durante
40 minutos. Sobre estos sustratos se depositd el FDM de TiO; por spin-coating a 8000 rpm,
utilizando la misma solucién y el mismo método de estabilizacién presentado para la
arquitectura (1). Finalmente, las NPs de Au fueron crecidas a través de los poros, para dar
lugar a esferas ramificadas, utilizando una mezcla de Au (I1), CTAB y acido ascorbico, de
acuerdo a lo reportado previamente [24, 36]. La muestra asi obtenida se denomind
AUNS66d2/TF.

Todas las muestras se caracterizaron Opticamente por espectroscopia UV-—vis
utilizando un espectrofotometro Agilent 8453. Para la caracterizacion morfolégica de los
materiales se utilizaron microscopias electronicas de barrido (SEM, Carl-Zeiss SUPRA 40) y
de trasmision (TEM, Philips CM 200 operado a 180 kV). El espesor y la porosidad de los
FDMs se evalto utilizando reflectometria de rayos X, utilizando un equipo Empyrean
PanAlytical. Los detalles de estas determinaciones pueden encontrarse en trabajos previos del
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grupo [24]. Los experimentos SERS se realizaron con un espectrémetro Horiba LabRAM HR
equipado con un microscopio confocal (objetivo 100x, NA 0,9) y un laser de 633 nm (potencia
<5 uW um?).

3. Discusion de los Resultados
3.1 Descripcion de los sensores

El sensor con arquitectura tipo 1 se prepar0 a partir de un FDM de TiO2 con un
espesor de 160 + 10 nm. Este FDM presenta poros de 8 + 1 nm de didmetro, organizados en
una estructura cubica centrada en el cuerpo, de acuerdo a lo que es usual para 6xidos
preparados usando F127 como molde de poros [33]. La porosidad accesible de estos FDMs es
de 45 + 5 %. Al crecer las NPs dentro de los poros, se observa la aparicion de coloracion en el
FDM, debido a las resonancias plasmonicas del Au nanométrico (ver espectro en Figura 2¢). A
partir de la observacion por microscopia electronica (Figura 2 a) se determind que las NPs se
encuentran distribuidas de manera uniforme en todo el espesor y la superficie del FDM y que
presentan un didmetro de 9 + 1 nm. Es importante destacar que el tamafio de las NPs puede
controlarse con el nimero de RS al que es sometida la muestra pero el mismo esta limitado
por el diametro del poro.

En el caso de las arquitecturas tipo 2, el FDM depositado sobre las NPs de Au
presenta un espesor de 160 £ 10 nm. El diametro y el arreglo de poros, asi como la porosidad
son equivalentes a las de los FDMs utilizados para la arquitectura tipo 1, indicando que la
presencia de las NPs metélicas no modifica sustancialmente la estructura del film. Luego del
crecimiento de las NPs de Au a través del film, las mismas se ramifican a través de los poros,
tal como puede observarse en la micrografia mostrada en la Figura 2b. Asimismo, estos
sensores presentan coloracion en el visible, relacionada con su espectro de absorcion, tipico de
particulas esféricas con puntas o protuberancias (Figura 2c) [36, 37].

Au20RS@TF

0 L L n T T T
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AuNS66d2/TF

L L L L L L
500 600 700 800 900 1000 1100

Longitud de onda (nm)

Fig.2. (a) Imagen SEM del sensor con arquitectura 1 (Au20RS@TF) (b) Imagen TEM del sensor con arquitectura 2
(AuNS66d2/TF), (c) Espectros UV-visible de los mismos sensores.

3.2 Evaluacion de una sonda afin al FDM

Como primer caso, se analizo la capacidad de deteccion de una sonda capaz de
interactuar, por complejacion superficial, con el TiO2 y no con la superficie metalica. Para ello
se utilizo acido 3-nitroftalico (NPA). Esta molécula posee un grupo dicarboxilico capaz de
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formar un complejo superficial con el TiO; [38]. Ademas, posee un grupo nitro anclado al
anillo aromatico, por lo que se puede suponer gque la seccion eficaz Raman de la banda
correspondiente a este grupo es similar a la de pNTP, el analito que se habia utilizado en
trabajos previos [24, 25]. De esta manera, pueden realizarse comparaciones en forma directa
con los resultados obtenidos para pNTP. EI método de incubacidn utilizado fue equivalente al
usado para pNTP: inmersion por 18 hs en la solucién de interés y luego lavado. En la Figura 3
se presentan los espectros SERS de NPA obtenidos con las distintas plataformas y bajo
diferentes condiciones de medida.

Para la arquitectura tipo 2 (Figura 3 b) se observo sefial SERS de NPA. Esto
indica que las moléculas de NPA se encuentran cerca de la superficie metélica, y su sefial
Raman pudo ser amplificada. Efectivamente la interaccion fuerte con el TiO, permite que la
molécula se acerque a menos de 10 nm de la superficie metélica, distancia suficiente para
observar el fenémeno SERS.
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Fig. 3. Espectros SERS de NPA obtenidos con diferentes plataformas y en distintas condiciones: (a) Au20RS@TF,
los espectros son puntuales y (b) AuNS66d2/TF, los espectros se obtuvieron con 10 s de adquisicion y cada
espectro corresponde al promedio de 4 puntos en un mapeo.

Para el caso de la arquitectura tipo 1 (Figura 3a), no pudo observarse sefial de la
sonda utilizando una concentracion de 1.10* M. Sélo aumentando la concentracion y la
intensidad del laser un orden de magnitud respecto de las mediciones usuales pudo
distinguirse una banda alrededor de 1340 cm™ que puede atribuirse a NPA. El hecho de
observar poca sefial puede corresponderse con una baja area superficial de TiO, disponible
para interaccionar con NPA debido a que las NPs se encuentran unidas a las paredes del FDM.
Por otro lado, parte de estos sitios de interacciéon con TiO pueden haber quedado ocluidos por
haber especies de Au (111) adsorbidas.

Por ende, estos sistemas no permiten detectar sondas que interactlan por
complejacion superficial con TiO». Por otro lado, el hecho de no observar sefial de NPA puede
indicar que no existe una interaccion especifica del mismo con las NPs de Au. Si esto
ocurriese, se esperaria observar sefial del analito bajo las mismas condiciones en las que puede
detectarse el pNTP.
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3.3 Evaluacion de sondas no interactuantes.

El siguiente desafio que se presenta es estudiar un analito que no posee
interacciones especificas ni con la superficie metélica ni con el FDM, lo que permitiria ampliar
sustancialmente las aplicaciones de los sensores SERS basados en FDMs y NPs. Para estos
casos, pueden emplearse distintos métodos de incubacidn, es decir, diversas formas de poner
en contacto analito con superficie metalica.

La sonda seleccionada en este caso fue p-nitrofenol (pNP), molécula que, al igual
que NPA, posee un grupo nitro de similar seccién eficaz Raman que el pNTP pero no posee
afinidad especifica ni por el Au ni por la matriz de 6xido. La solucion de pNP fue preparada
en etanol y la de pNTP, usada como comparacion, en mezcla 1 buffer fosfato: 10 etanol.

En primer lugar, y a modo de comparacion, se realizaron experimentos utilizando
el método de incubacion empleado previamente (inmersién por 18 hs). En estas condiciones,
no se observo sefial SERS. Teniendo en cuenta que la sonda no interactda ni con Au ni con el
FDM, es posible asumir que en el momento del lavado, la sonda es eliminada del sensor.
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Fig. 4. Espectros SERS utilizando la muestra Au20RS@TF (30 s de adquisicion) para distintos métodos de
incubacion: (a) gota 40 uL pNTP, (b) (a) + lavado, (c) gota 60 puL pNP, y (d) (c) + lavado. Cada espectro
corresponde al promedio de 4 puntos.

*bandas que no corresponden al pNTP, producto contaminacion.
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Fig. 5. Espectros SERS utilizando la muestra AUNS66d2/TF (10 s de tiempo de adquisicion, excepto en (d) donde
se utilizaron 30 s) para distintos métodos de incubacion: (a) gota 40 uL pNTP, (b) (a) + lavado, (c) gota 60 puL
pNP, y (d) + lavado. Cada espectro corresponde al promedio de 4 puntos.

En segundo lugar, se evalud el método de incubacion utilizado frecuentemente en
la bibliografia y en plataformas comerciales: secado de una gota que contiene al analito de
interés sobre el sustrato SERS [39]. Para este caso, se evalud el efecto del volumen de la gota
y la factibilidad de lavar la muestra luego del secado, comparando pNP y pNTP. Los espectros
SERS obtenidos se muestran en la Figura 4 (arquitectura 1) y en la Figura 5 (arquitectura 2).
Mientras que los resultados del porcentaje de puntos en los que se observa sefial se presentan
en laTabla I.

Es importante mencionar gque para este tipo de incubacion se midié también un
blanco correspondiente a un FDM vacio (sin NPs de Au) con la gota del analito. En ningln
caso se observo sefial, lo que permite asegurar que el fendmeno que se esta observando es
SERS y no Raman por acumulacién de material.

Los resultados presentados indican que es posible observar sefial de pNP aunque
no presente interacciones especificas ni con la superficie metalica ni con el FDM. Para
lograrlo, se necesita un método de incubacion por gota, y en comparacion con otras sondas
afines a la superficie metalica (pNTP), se necesita un mayor volumen de gota. Como era de
esperar, se observa sefial de pNP de mayor intensidad y en un porcentaje superior de puntos
para el sensor que presento la mayor sensibilidad frente a pNTP: AUNS66d2/TF [24].
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En cuanto al porcentaje de puntos en los que se observa sefial antes y después del
lavado de la gota, no se observa ninguna tendencia para pNP. En algunos casos el nimero de
puntos en los que se observa sefial luego del lavado disminuye mientras que en otros se
mantiene igual a antes del lavado. En cambio, para el analito pNTP no se observan diferencias
antes y después del lavado de la gota. Esto puede indicar que todas las moléculas se unen a la
superficie de Au o que Unicamente las moléculas unidas covalentemente al Au son las que
aportan a la sefial.

Tabla I. Porcentaje de puntos en los que se observa sefial para diferentes analitos bajo las
distintas condiciones de medicion ensayadas.

t adq | gota 40 gota
() ul + lavado 60 L + lavado
pNTP (1 10° M) 30 88% 88% - -

muestra Analito (conc.)

Au20RS@TF pNP (1.8 10°M) | 30 0% - 63% 67%
PNTP (L10°M) |10 | 79% | 81% - -

AUNS66d2/TF 5 10 128% |- 67% | 28%
PNP (LB 10°M) | te?— - 100%

4. Conclusiones

A partir de diferentes estrategias fue posible detectar analitos que no presentan
una interaccién especifica con las NPs de Au en sistemas compuestos NPs de Au — FDMs de
TiO.. El primer método aprovecha la quimica superficial del FDM para acercar la sonda a la
superficie metalica. En particular, fue factible detectar NPA, molécula que presenta un grupo
dicarboxilico capaz de complejarse con el TiOs..

Por otro lado, variando el método de incubacion fue posible detectar moléculas
Raman activas que no presentan interaccion especifica ni con la superficie metalica ni con el
FDM.

Los resultados mostrados representan un primer paso para el desarrollo de
sensores SERS Utiles en la deteccion de analitos que no se unen especificamente a la
superficie metalica. Continuar en el desarrollo de este tipo de materiales compuestos resultara
fundamental para poder ampliar sus posibles aplicaciones.
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