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Summary and thesis outline

SUMMARY AND THESIS OUTLINE

The present work has been performed in the Department of Chemical Engineering
and Environmental Technologies at the University of Zaragoza (Spain), within the
Nanostructured Films and Particles (NFP) group. The NFP is a member of the Institute
of Nanoscience and Materials of Aragon (INMA). This research has been carried out over
a period of 4-year, 2016-2020, under the supervision of Dr. Maria Pilar Pina Iritia and
Dr. Reyes Mallada Viana and thanks to financial support of two National projects:
“Microsystems based on nanostructured materials for explosive and chemical warfare
agents detection by selective sorption and surface plasmon” (Ref. CTQ2013-49068-C2-
1-R) and “Advanced sorption, SERS detection and catalysis for chemical warfare threats”
(Ref. CTQ2016-79419-R). Finite-Difference Time-Domain, FDTD, simulation studies
and nanofabrication in clean room have been performed in the MCs group lead by Prof.
Hans Gardeniers in the MESA+ Institute at University of Twente, The Netherlands,
during a predoctoral secondment supported by above mentioned projects, Fundacion INA
and Fundacién CAI (ref. CB 6/18).

In this PhD, sensing platforms based on SERS (Surface Enhanced Raman Scattering)
were developed to detect and identify organophosphorous compounds in liquid and gas
phase. These compounds are used as chemical weapons and pesticides, respectively. In
this research different plasmonic nanoparticles and their deposition onto solid supports,
together with ordered nano and microstructures with plasmonic properties have been
studied and characterized. Different strategies have been tested to improve the affinity
between analytes and metallic surface. The detection capabilities of the sensing platforms
have been characterized using dimethyl methylphosphonate, DMMP, as analyte because
it is considered as simulant of Sarin gas and all the G family of neurotoxic compounds,
and paraoxon-methyl as active metabolite of the pesticide Parathion. The developed
sensing platforms have been evaluated in terms of sensibility, selectivity, response time,

stability, and portability.

FDTD simulations were carried out to understand SERS effect as fundamental
phenomenon and to interpret and to predict experimental results obtained for the different
SERS substrates.

This thesis is structured in nine chapters for the sake of an easy understanding:
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e Chapter I provides an introduction on the need for detection of organophosphorous
compounds in liquid and gas phase, the fundamentals of Raman Spectroscopy and
SERS, and the different approaches for SERS substrate fabrication. Moreover,
some fundamental information about FDTD is explained. Finally, a review of the
recent literature and the state of the art about alternative strategies for detecting
these compounds is described.

e Chapter Il describes the Raman-SERS methodology developed and followed for
the SERS substrates characterization, as well as the spectral fingerprint and band
assignation of the different molecules studied in this work. The experimental set-
up designed for the generation of vapours with tuneable concentration is also
explained. The description of equipments and characterization technics are included
in the Appendix 1.

e Chapter Il studies the plasmonic properties of silver nanoplates deposited onto
three different solid supports: a wafer of SiO2/Si, a stainless-steel mesh and graphite
film. The best substrate is investigated for gas phase detection of DMMP through a
direct interaction between the molecule and the plasmonic metal. Finally, this
interaction is analysed by Density Functional Theory (DFT).

e Chapter IV is composed of two parts providing information about the synthesis and
deposition methodology and characterization of two SERS platforms based on gold
nanoparticles and electrostatic interaction as affinity agent: 1) gold nanoparticles
coated with citrate ions for gas phase detection of DMMP; 2) in-situ
photodeposition of gold nanoparticles coated with polyoxometalates (POMs) for
continuous monitoring of pesticides in liquid phase. In both cases, the amplification
of the Raman signal, selectivity, sensibility, recyclability, stability, and response
time is evaluated.

e Chapter V studied SERS platforms based on the combination of plasmonic
nanoparticles and sorbent materials, core-shell nanoparticles. It is divided in two
systems for the detection of DMMP in gas phase: 1) mesoporous silica coated with
gold nanoparticles deposited inside microfluidic silicon chips designed ad-hoc. 2)
Gold-Silver nanorods coated with single ZIF8 crystals for the detection of nerve
and tear agent simulants, diluted in environmental air to approach real conditions.
The sorption and plasmonic properties and detection capabilities are evaluated in

both systems.

Vi
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Chapter VI studies through FDTD simulations the enhanced electric field and
experimental results the plasmonic properties of ordered and uniform gold
nanostructures fabricated using top-down approaches.

Chapter V11 evaluates plasmonic properties of silicon micropyramids coated with a
silver film, as well as the origin of their extraordinary amplification of the SERS
signal, explained by FDTD simulations. It is divided in two parts depending on the
final application: 1) Generation GO and G1 of micropyramids for detecting
pesticides; and 2) Fractal structures of generations G1 and G3 coated with a silver
film and gold nanoparticles for detecting nerve agents.

Chapter V111 presents a comparative summary of the SERS platforms developed in
previous chapters for sensing nerve agents in gas phase and pesticides in liquid
phase. Additionally, the platforms are compared with SERS sensor from the
literature. Finally, they are compared with the maximum acute exposure values
stablished by the United State Environmental Protection Agency (EPA) and
European Environmental Agency (EEA).

Finally, Chapter IX includes the general conclusions of this PhD dissertation.

vii
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RESUMEN Y ESQUEMA DE TESIS

El presente trabajo se ha desarrollado en el Departamento de Ingenieria Quimica y
Tecnologias del Medio Ambiente de la Universidad de Zaragoza (Espafia), dentro del
grupo de Peliculas y Particulas Nanoporosas (NFP), miembro del Instituto de
Nanociencia y Materiales de Aragon (INMA). La investigacion se ha realizado durante
cuatro afos, 2016-2020, bajo la codireccion de la Dra. Maria Pilar Pina Iritia y la Dra.
Reyes Mallada Viana y ha estado financiada por los proyectos Nacionales:
“Microsistemas basados en nanoestructuras con propiedades especificas de adsorcion y
plasmon superficial para deteccion de explosivos ocultos y agentes” (Ref. CTQ2013-
49068-C2-1-R) y “Tecnologias avanzadas de adsorcion, deteccion SERS y catalisis para
guerra quimica” (Ref. CTQ2016-79419-R). Los estudios de simulacion basados en
Diferencias Finitas en el Dominio del Tiempo, FDTD, y la fabricacion de nanoestructuras
se han desarrollado en el MESA+ Institute de la Universidad de Twente, Paises Bajos,
durante una estancia de investigacion predoctoral de tres meses cofinanciada por los
proyectos anteriormente mencionados, la Fundaciéon INA 'y el programa Ibercaja-CAl de

estancias de investigacion (Ref. CB 6/18).

En esta tesis doctoral se han desarrollado plataformas sensibles basadas en la
tecnologia SERS (Espectroscopia Raman Intensificada por Superficies) para la deteccion
e identificacion inequivoca de compuestos organofosforados en fase gas y liquida. Estos
compuestos se utilizan como agentes de guerra quimica y pesticidas, respectivamente. En
el desarrollo de este trabajo se han estudiado y caracterizado diferentes nanoparticulas
plasmonicas y su depdsito sobre un soporte sélido, nano y microestructuras con
propiedades plasménicas, asi como diferentes estrategias de anclaje del analito a la
superficie metalica. Se han caracterizado las capacidades de deteccion de las plataformas
sensibles considerando el metilfosfonato de dimetilo, DMMP, como molécula diana al
ser un simulante del gas Sarin y de toda la serie G de agentes neurotoxicos y el paraoxon-
metil por ser el metabolito activo del potente pesticida paration. Estas plataformas
sensibles se han evaluado en términos de sensibilidad, selectividad, tiempo de repuesta,

estabilidad y posibilidad de deteccion en condiciones de campo.

Ademas, se han llevado a cabo simulaciones basadas en FDTD para entender la
amplificacion local del campo eléctrico sobre la superficie metalica y con ello conseguir

predecir el efecto SERS.
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La tesis se ha articulado en torno a nueve capitulos con el objetivo de facilitar la

lectura y el analisis del trabajo. Son los que siguen:

e Enel capitulo I se introduce la necesidad de detectar compuestos organofosforados
en fase gas y liquida, los fundamentos béasicos de la espectroscopia Raman y SERS,
y las diferentes opciones de fabricacion de sustratos SERS. Ademas, se explican los
conceptos fundamentales acerca de la simulacion de campos eléctricos basada en el
método computacional FDTD. Finalmente, se proporciona una breve revision de
literatura reciente y estado del arte sobre estrategias alternativas para la deteccion
de estos compuestos.

e En el capitulo Il se describe la metodologia experimental Raman-SERS para la
caracterizacion de los sustratos SERS desarrollados. Se representa la huella dactilar
y la asignacion de bandas de las moléculas patron, DMMP y paraoxon-metil,
utilizadas en esta tesis. También se describen los sistemas de generacion de vapores
y sistemas de deteccion SERS en fase gas. La descripcidn de los equipos y técnicas
de caracterizacion se incluyen en el Anexo I.

e El capitulo Il estudia las propiedades plasménicas de nanotridangulos de plata
depositados sobre tres soportes sélidos diferentes: una oblea de SiO», una malla de
acero y una plancha de grafito. La mejor plataforma se evalta para la deteccién de
DMMP en fase gas aprovechando la interaccion directa entre el analito y el metal.
Finalmente, se analiza la interaccion DMMP-Ag mediante la Teoria del Funcional
de Densidad (DFT).

e El capitulo IV esta divido en dos partes que proporcionan informacion sobre la
sintesis, depdsito y caracterizacion de dos sistemas SERS basados en nanoparticulas
de oro y un anclaje del analito electroestatico: 1) Nanoparticulas oro recubiertas de
citrato para la deteccidn de agentes neurotoxicos en fase gas; 2) Nanoparticulas oro
sintetizadas y depositadas in-situ recubiertas de Polioxometalatos (POMs) para la
monitorizacion en continuo de pesticidas en fase liquida. En ambos casos se han
llevado a cabo estudios de amplificacion de la sefal, selectividad, sensibilidad,
estabilidad, reusabilidad y tiempo de respuesta.

e El capitulo V estudia plataformas SERS basadas en la combinacion de
nanoparticulas plasmonicas con materiales adsorbentes, nanoparticulas core-shell.
Se divide en dos partes focalizadas en la deteccion de agentes neurotoxicos en fase
gas: 1) Silice mesoporosa recubierta de nanoparticulas de oro depositadas en chips

iX
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de microfluidica de silicio disefiados ad hob. 2) Nanorods de oro y plata recubiertos
con cristales microporosos de ZIF8 para la deteccion de simulantes de gases
neurotoxicos y lacrimogenos en fase gas, se utiliza como diluyente aire del
ambiente para aproximarse a condiciones reales. En ambos sistemas se estudian las
propiedades de adsorcion de los materiales, sus propiedades plasmonicas y su
capacidad para detectar al analito.

El capitulo VI estudia de manera tedrica las propiedades plasmonicas de
nanoestructuras de oro ordenadas y fabricadas mediante tecnologia top-down. Lo
hace a través del método FDTD de amplificacion del campo eléctrico y lo compara
con los resultados experimentales.

El capitulo VII evalla las propiedades plasménicas de micropiramides de silicio
recubiertas de plata, asi como el origen de su extraordinaria amplificacion de la
sefial Raman, mediante simulaciones FDTD. El capitulo se divide en dos
dependiendo de la aplicacién final de la plataforma: 1) Micropirdmides de
generacion GO y G1 para la deteccion de pesticidas en fase liquida; y 2) Estructuras
fractales de generacion G1 y G3 recubiertas de plata y oro para la deteccién de
agentes neurotoxicos en fase gas.

El capitulo VIII presenta un resumen comparativo de las plataformas SERS
desarrolladas en los capitulos anteriores para la deteccion de agentes neurotdxicos
en fase gas y pesticidas en fase liquida. Asimismao, las plataformas se comparan con
otros sensores SERS reportados en literatura, y finalmente, con los niveles de
exposicion maxima establecidos por la Agencia de Proteccién Medioambiental de
Estados Unidos (EPA) y la Agencia Europea del Medio Ambiente (EEA).

El capitulo IX contiene las conclusiones generales de esta tesis.
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INTRODUCCION

Resumen

En este capitulo se detallan los caracteristicas que un sensor debe cumplir para poder se
implementado en la deteccion de compuestos quimicos en fase gas y liquida y que
actuaran de hilo conductor en el resto de los capitulos. Se realiza un analisis general de
la tecnologia Raman-SERS: origen, metodologias de fabricacion de sustratos SERS y
estrategias para mejorar la afinidad entre este y el analito. Los beneficios de realizar
célculos tedricos de prediccion del efecto SERS también son discutidos. Finalmente, se

describen las tecnologias alternativas de deteccion.
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1 INTRODUCCION

En los dltimos 200 afios la evolucion de la quimica y de los procesos quimicos ha
introducido en nuestro entorno una gran cantidad de productos quimicos y bioldgicos
toxicos. Estos compuestos estan dispersos en suelos, agua o aire produciendo efectos
nocivos para la salud y el medioambiente. Ademas, desde la Primera Guerra Mundial,
esta toxicidad ha sido utilizada para disefiar armas quimicas a gran escala como el gas
mostaza o el fosgeno [1].

Los compuestos organofosforados fueron desarrollados durante la Segunda Guerra
Mundial con la finalidad militar de ser agentes neurotdxicos. Mas recientemente, estos
compuestos han sido utilizados como armas quimicas en la guerra de Siriaen 2013 y 2017
[2] y en ataques terroristas, como en Japén en 1995 [3]. En Europa, el miedo a un ataque
terrorista es la cuarta preocupacion de los ciudadanos, por detras del cambio climético, el
desafio de la inmigracion y la situacion econdmica, segun el Eurobarometro de 2019 [4],
aunque nunca se ha producido un ataque de estas caracteristicas. Asimismo, proteger la
seguridad ciudadana frente a un ataque NRBQ (Nuclear, Radiolégico, Bioldgico y
Quimico) es la segunda prioridad marcada por la Agenda Europea de Seguridad en su
Plan de Accion [5].

Tras la guerra, estos compuestos comenzaron a utilizarse como pesticidas en
agricultura, su aplicacion mas extendida en la actualidad, pero un uso abusivo de ellos
puede acabar contaminando el ecosistema. El agua es la principal puerta de acceso a la
cadena alimenticia y su contaminacion puede producir un riesgo para la salud animal y
humana. De acuerdo con los indicadores Agro-alimentarios de la Unién Europea del 2013
[6], altimo afio con valores reportados, alrededor del 7% del agua potable procedente de
manantiales y el 5% de la de los rios exceden para mas de un pesticida los niveles

mAaximos permitidos.

En consecuencia, la deteccion e identificacion inequivoca de compuestos tOXicos
organofosforados en aire y agua es crucial para garantizar la seguridad de la sociedad
civil y militar y un ecosistema sostenible, en el mundo actual. Para ello, los sensores
desarrollados deberan ser selectivos, sensibles, fiables y robustos evitando los falsos
positivos o falsos negativos, estables y tener tiempos de repuesta cortos, ademas de ser

portables.
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La espectroscopia Raman es una técnica analitica que identifica la huella dactilar de
la molécula proporcionando un anélisis cualitativo y cuantitativo de manera no
destructiva [7]. La amplificacion de la sefial Raman, de hasta varios ordenes de magnitud,
que originan las nanoestructuras metalicas ha permitido el desarrollo de la Espectroscopia
Raman Intensificada por Superficies (SERS, de su siglas en inglés Surface Enhanced
Raman Scattering) la cual proporciona una alta sensibilidad de deteccion, incluso a nivel
de moléculas aisladas [8,9], Figura 1.1.

Agentes neurotéxicos Pesticidas
en fase gas r’ ____________ \\ en fase liquida
o] I |
- 'g’[""'o)\ ! | 1l H it
F o : : Ho’rVN\)J\OH
1
‘*N’P\\oJ I I
by I |
\ Plataforma Raman - SERS | N
e -~
A
" Selectividad | . Tiempode | .
Huella Sensrbdrdg d respuesta | . Portabilidad Reciclabilidad
dactilar |\ PPHIPP i < Imin i It
Fiabilidad X
Evitar falsos negativosy || Robusto

] falsos positivos o

Figura 1.1 Sensores SERS para la deteccién de compuestos organofosforados en fase gas,
agentes nerviosos, y en fase liquida, pesticidas, junto con las propiedades que debe cumplir
este sensor para ser utilizado en dichas aplicaciones.

Por lo tanto, esta tecnologia cumple con la mayoria de los requisitos en la deteccion
de compuestos organofosforados (Figura 1.1): la selectividad y fiabilidad la ofrece la
monitorizacion de la huella dactilar, la sensibilidad la resonancia del plasmon superficial,
el tiempo de repuesta depende de la adsorcion del analito en la superficie metalica, asi
como, la reciclabilidad del sensor. La portabilidad es uno de los parametros mas
importantes, especialmente en la deteccion de agentes neurotdxicos. Segun IFAFRI (del
inglés, International Forum to Advance First Responder Innovation), las unidades de
intervencion en caso de amenaza NRBQ, necesitan de herramientas y equipos
tecnoldgicamente avanzados que sean asequibles e innovadores para identificar, detectar
y analizar rapidamente amenazas y peligros en condiciones de campo [10]. La Figura 1.2

recrea la actuacion de una unidad NRBQ en un ataque en los tuneles del metro.
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Figura 1.2 Recreacion de la actuacion de la unidad NRBQ en un ataque con gases tdxicos en
el tinel del metro. Transporta un equipo Raman portable y un sensor SERS basado en
nanoparticulas de plata. Adaptada de nuestra publicacion [11].

1.1 CoOMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS TOXICOS

Los compuestos organofosforados son ésteres del acido fosférico y fosfonico capaces
de inhibir la actividad de la enzima acetilcolinesterasa, y los efectos son el resultados del
exceso de acetilcolina, un neurotransmisor relacionado con el sistema nervioso central, lo

cual origina espasmos musculares que pueden causar la muerte.

1.1.1 Agentes neurotoxicos

Segln la Convencion por las Armas Quimicas (CWC, Chemical Weapons
Convection), un agente quimico de guerra (Chemical Warfare Agent, CWA) es toda
sustancia quimica que, por su accién quimica sobre los procesos vitales, pueda causar la
muerte, la incapacidad temporal o lesiones permanentes a seres humanos o animales [12].
Los CWA:s se clasifican segun sus efectos en el cuerpo humano en los grupos generales

que aparecen resumidos en la Tabla 1.1.

Los compuestos organofosforados forman parte de los agentes nerviosos o
neurotdxicos. Estos son las armas mas toxicas de todas las que se conocen, cientos de
miles de veces mas letales que los vesicantes, pulmonares o0 venenosos que afectan a la
sangre. Por ejemplo, la toxicidad del sarin es de 25 a 50 veces superior a la del cianuro

de hidrogeno.
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Tabla 1.1 Clasificacion de las armas quimicas (CWA) segun sus efectos en el cuerpo
humano, de mas toxicos a menos.

Clase de arma

P Ejemplos Sl INES Tiempo de accion

qguimica
Agentes nerviosos e S T D_|f|cultad para Vapores: (_je

0 agentes . respirar, sudoracion,  segundos a minutos

2. r Somany VX . -
neurotoxicos convulsiones y muerte Piel: de 2a 18 h.
) Cianuro de Respiracion rapida, _
Agentes sanguineos o convulsiones y Minutos
hidrogeno
muerte.
Dificulta la

Agentes pulmonares
(asfixiantes)

Fosgeno, cloro

respiracion, efecto
lacrimogeno, asfixia y
muerte

De minutos a horas

Agentes vesicantes
(causantes de

Gas mostaza,

Quemazobn en los ojos

Vapores: de 4 a 6
horas, los ojos y los
pulmones quedan

ampollas) Lewisita y piel afectados antes.
Piel: de 2a 48 h.
Agentes Gas pimienta Fuerte irritacion de Inmediato

lacrimégenos

los ojos

Vapores: 30 min a

Agentes ilato d Confusién, fabulacion h
discapacitantes o I_3enC|_ ato de 3 no voluntaria y . 3
. quinuclidinilo (BZ) L Piel: hasta 36 h
paralizantes) alucinaciones después

Los agentes neurotdxicos se clasifican en serie G: sarin, GB; tabin, GA; y soman,
GD, y serie V: VX [13]. La Tabla 1.2 nos muestra la volatilidad y toxicidad de los
principales componentes de la linea de agentes nerviosos G y V. El VX es el més letal,
pero los agentes G estan disefiados para que actlen por inhalacion debido a su alta presion
de vapor, la elevada densidad de sus vapores (superior a la del aire) y su persistencia, y
la inhalacion es la via de adsorcion mas eficiente debido a la amplia superficie del area

pulmonar.
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Tabla 1.2 Volatilidad [13] y toxicidad de los agentes neurotdxicos de la serie Gy V.

AEGL?2 AEGL3
Presion de Volatilidad (ppm [mg/m3]) | (ppm [Mmg/m?])

Agente
neurotoxico

vapor (Pa) a (mg/m?3) [14] [14]
25°C a 25°C

10 min 10 min

Sarin (GB) 387 20.000 0,015 [0,087] 0,064 [0,38]

Tabin (GA) 9 600 0,013 [0,087] 0,110 [0,76]

Soman (GD) 53,3 3.900 0,0057 [0,044] 0,049 [0,38]
VX 0,11 10,5 0,00065 [0,0042]  0,0027 [0,015]

AEGL2 (Acute Exposure Guideline Level 2): efectos adversos irreversibles, graves o de
larga duracién para la salud; o capacidad de huida disminuida.
AEGL3: causa dafios incompatibles con la vida y/o muerte.

De entre estos, el gas sarin (GB) es el agente quimico més letal ya que, aunque su
toxicidad es inferior a la del Soméan (GD) su volatilidad es 5 veces superior. El grupo de
trabajo en deteccion de agentes quimicos y biologicos en ambientes interiores de ERNCIP
(European Reference Network for Critical Infrastructure Protection) ha reconocido como
ataque terrorista altamente probablemente la liberacion de Sarin en una estacion
subterranea de metro, similar al atentado de Tokio en 1995, o un centro comercial [15].
Por todo ello, este trabajo se ha enfocado en la identificacion del gas Sarin, para demostrar
la viabilidad de la técnica que proponemos. Sin embargo, considerando su alta toxicidad
y a la CWC que prohibe el desarrollo, produccion, almacenaje y uso de armas quimicas
[12], este trabajo se ha desarrollado usando como molécula diana DMMP, metilfosfonato

de dimetilo, como simulante del gas Sarin y a su vez de toda la serie G (ver apartado 2.3,
pag. 52).

1.1.2 Pesticidas organofosforados

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO, del inglés Food and Agriculture Organization), un pesticida o plaguicida, es
cualquier sustancia destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler o combatir cualquier
plaga, incluidas las especies indeseadas de plantas o animales, durante la produccion,
almacenamiento, transporte, distribucién y elaboracién de alimentos, productos agricolas
o0 alimentos para animales [16]. Los pesticidas no son necesariamente venenosos, pero

pueden ser toxicos para los humanos y otros animales. De acuerdo a la Convencion de
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Estocolmo sobre contaminantes organicos persistentes [17], 9 de los 12 més peligrosos y

persistentes compuestos son plaguicidas [18].

Los compuestos organofosforados son el principio activo de muchos pesticidas o
plaguicidas comerciales. La férmula de estos compuestos se caracteriza, en general, por

tener tres ésteres como muestra la Figura 1.3:

R,0
|

R,0 — P= O(S)[1]
|

O(S.N)-X [2]

Figura 1.3 Formula general de los pesticidas organofosforados

En la que R:1 y R2 son radicales alquilo, generalmente metilo o etilo, el grupo X es
caracteristico de cada especie quimica, con frecuencia un radical arilo, y suele contribuir
de forma importante a sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. Dependiendo de
los elementos o grupos que ocupen las diferentes posiciones [1] y [2] los

organofosforados pueden dividirse en 14 grupos, los mas importantes son:

- Fosfatos: con un O en las posiciones [1] y [2];

- O-fosforotioatos o tionatos, conun S en [1] y un O en [2];

- S-fosforotioatos o tiolatos, con un Sen [2] y un O en [2];

- Fosforoditioatos o tiolotionatos, con un Sen [1] y [2];

- Fosfonatos, con O 6 Sen [1] y O en [2], y con R1 en lugar de R:O.
- Fosforoamidatos, con O en [1] y N en [2].

El metil-paration (O,0-dimetil-O-4-nitro-feniltiofosfato) es uno de los pesticida
organofosforado mas potentes, prohibido en todas sus formulaciones y usos desde 2003
por la Union Europea por ser muy toxico para la salud humana, animal y ambiental
[19,20]. Sin embargo, sigue siendo un potencial riesgo en otros muchos paises. Ademas,
el grupo de trabajo de ERNCIP ha reconocido la calidad del agua y su vulnerabilidad ante
un derrame accidental o deliberado como un factor critico en la salud publica actual [15].
Por ello, este trabajo se ha enfocado en la identificacion del metil-paration, pesticida que
usado en grandes cantidades también puede actuar como agente neurotoxico. EI metil-
paration se metaboliza rapidamente en &cido dietilfosforico y paraoxon-metil, este tltimo,

menos toxico, sera la molécula diana durante este trabajo (ver apartado 2.4, pag. 63).
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1.2 ESPECTROSCOPIAS VIBRACIONALES

La espectroscopia es el estudio de la interaccion entre la radiacion electromagnética
y la materia. Un haz de luz puede ser absorbido, emitido, reflejado o dispersado por la
materia dependiendo la estructura quimica de las moléculas: posicion relativa de los
atomos, tipo de enlace y estructura electrénica. Por tanto, el estudio de la luz tras su
interaccion con una molécula proporciona informacion sobre la estructura de esta. El
diagrama de Jablonski ilustra los estados electronicos de una molécula y las transiciones

que se pueden producir entre estos estados tras la interaccion con la luz (Figura 1.4).

cml g
uv 50.0004
30.000 = e—— 1 “Kﬁ Estados
'y electronicos
VIS 20.000 \ excitados
F 3 | ] i
- ]
16.000 " [
1 ! ! 1l
NIR 12.000- “I I Y
1 |! iy
IR medio 10.0004 = T I
4 1 Ly
IR legjano  1.000 4 - ] ]
| |
4 4 Estado
0 fundamental

Rayleigh IR Raman  UV-Vis Fluorescencia

Figura 1.4 Diagrama de Jablonski en el que las lineas horizontales representan distintos
estados vibracionales en el que se muestran las transiciones entre estados energéticos para
diferentes interacciones luz-materia. Las transiciones radiativas estan indicadas por medio de
flechas rectas y las transiciones no radiativas por medio de flechas onduladas.

La espectroscopia UV-Vis implica la absorcion de fotones en la region de radiacion
ultravioleta-visible e infrarrojo cercano (NIR) desde el estado fundamental al excitado de
la molécula [21]. La espectroscopia UV-VIS y la espectroscopia de fluorescencia son
complementarias (Figura 1.4). En esta Gltima, las colisiones con otras moléculas causan
que la molécula excitada pierda energia vibracional por mecanismos no radiativos hasta
que alcanza un estado vibracional excitado de menor energia. La molécula desciende
luego a uno de los distintos niveles de vibracion del estado electrénico basal, emitiendo

un foton en el proceso [22].

La espectroscopia vibracional es una herramienta bésica que se utiliza en el estudio y

caracterizacion de sistemas moleculares ya que nos proporciona la huella dactilar de
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moléculas diatdbmicas o poliatomicas, iones moleculares y radicales libres. Las
espectroscopias vibracionales IR y Raman son producto de la adsorcion y la dispersion
ineléstica de fotones [23], respectivamente (Figura 1.4), y son técnicas fundamentales y

complementarias a la hora de estudiar las frecuencias vibracionales de una molécula.

La espectroscopia IR es un tipo de espectroscopia de absorcion gque utiliza la region
infrarroja del espectro electromagnético [24] (Figura 1.4). Los cambios en el momento
dipolar de la molécula, W, inducidos por la vibracion de los nucleos, es decir, por el
cambio en la posicion relativa de los nucleos son responsables de las bandas de absorcion
registradas en los espectros IR. Estos cambios se interpretan como transiciones entre los
niveles de energia vibracional de la molécula, de tal forma que cada banda de absorcién
infrarroja tiene una energia igual a la de una transicion entre el estado basal y un estado
excitado correspondiente a un modo normal de vibracién de esta. Por tanto, las
transiciones vibracionales activas en IR son aquellas que implican un cambio en el

momento dipolar de la molécula.

El analisis mediante espectroscopia Raman se basa en el estudio de la luz dispersada
por un material al incidir sobre él un haz de luz (Figura 1.4) [25,26]. Una pequefia porcion
de la luz es dispersada inelasticamente experimentando ligeros cambios de frecuencia que
son caracteristicos del material analizado e independiente de la frecuencia de la luz
incidente. Se trata de una técnica de analisis que se realiza directamente sobre el material
a analizar sin necesitar este ningun tipo de preparacion especial y que no conlleva ninguna
alteracion de la superficie sobre la que se realiza el analisis, es decir, es no-destructiva
[26,27].

1.2.1 Efecto Raman

El fendbmeno conocido como efecto Raman fue descrito por el fisico indio
Chandrasekhara Venkata Raman en el afio 1928, lo que le supuso la concesion del premio
Nobel de fisica en el afio 1930. Este cientifico dio nombre al fendmeno inelastico de
dispersion de la luz que permite el estudio de rotaciones y vibraciones moleculares
[25,26].

Cuando los fotones del haz de luz incidente, con energia hvo mucho mayor a la
diferencia de energia entre dos niveles vibracionales, o rotacionales, de la molécula,

interaccionan con ella, solo una pequefia fraccion son dispersados de manera inelastica,
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del orden de 1 foton dispersado por cada 107 incidentes. La dispersion puede ser elastica
si el foton emitido tiene la misma frecuencia que el fotdn incidente, entonces se conoce
como dispersion Rayleigh (Figura 1.5 a). Por el contrario, la dispersion puede ser
inelastica produciéndose un cambio en la frecuencia entre el foton incidente y el
dispersado (Figura 1.5b). Este cambio o desplazamiento puede producirse de dos
maneras: dispersion Stokes o anti-Stokes (Figura 1.5¢). En la dispersion Stokes el foton
cede energia a la molécula, por lo que la energia de la radiacion dispersada es menor que
la radiacion incidente. En la dispersion anti-Stokes el foton obtiene energia de la

molécula, es decir, la energia de la radiacion dispersada es mayor que la de la radiacion

incidente.
(a) Dispersion eldstica: B (c) Diagrama de niveles:
\ T Niveles
. cr L irtuales
@ Dispersion | ! A v
N /‘ 1 i vol| 1 v,
. | —h\\—v Rayleigh | I I
: Vi 1 Ve
: A4 Estados de
(b) Dispersion ineldstica: I N t vy energia
| A4 o Vvibracional
Bve+Ve)  Raman | i Stok. ok
'\ Anti-Stokes Stokes
Stokes E Ravleigh
+ !
‘\ /‘ TVeTV (d) Posicion en
el espectro
Raman Raman
h(v.-vg) Anti-Stokes |
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em!

Figura 1.5 Tipos de dispersion de la radiacion electromagnética tras la interaccion con la
materia: (a) dispersidn elastica y (b) dispersion ineléstica. (c) Diagrama de niveles de energia
representando la dispersion Raman anti-Stokes, Rayleigh y Raman Stokes. (d) Posicion de la

dispersion representada en c) en el espectro Raman. h es la constante de Planck.

El espectro Raman estd formado por una banda principal o Rayleigh y dos series de
bandas secundarias correspondientes a las bandas Raman Stokes y anti-Stokes, situadas
simétricamente a ambos lados de la banda Rayleigh (Figura 1.5d) [25]. El desplazamiento
de las frecuencias Raman respecto de la frecuencia incidente vo es independiente de esta
ultima, y por ello suele tomarse este desplazamiento como abscisas para representar los
espectros Raman, situando el centro de la banda Rayleigh como origen del eje. Asi, la
diferencia de energia entre el haz de luz incidente y el dispersado es llamada

desplazamiento Raman y se calcula en nimero de ondas a través de la Ecuacion 1.1:
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1 1 .,
Ecuacion 1.1

AE (em™1) =

Aincidente Adispersado

Donde AE es el desplazamiento Raman en cm™; Aincigente €S la longitud de onda del
haz de luz incidente en nandmetros (nm) Y Adispersada €S la longitud de onda de la luz

dispersada por la molécula en nm.

A temperatura ambiente, segin la ley de distribucién de energias de Maxwell-
Boltzmann?, el 99% de las moléculas se encuentra en el estado vibracional de menor
energia, y, por tanto, la probabilidad de que ocurran transferencias de energia que den
lugar a la dispersion Raman Stokes es mucho mayor que la de la dispersion Raman anti-
Stokes. Esto se traduce en que la intensidad de la dispersion Raman Stokes es del orden
de 100 veces superior a la de la dispersion Raman anti-Stokes (Figura 1.5d). La diferencia
de intensidad hace que habitualmente se trabaje midiendo solo el efecto Stokes.

La seccion transversal, en inglés cross-section, en un proceso de éptica lineal esta
relacionada con la sefial producida por ese proceso [28]. En nuestro caso, cuantos fotones
incidentes son absorbidos y dispersados a través de un proceso Raman por una molécula
dada. Este absorcion esta relacionada con el area efectiva de la molécula. Cuanto mas
grande sea una molécula, mayor sera su area de absorcion, y, por tanto, mayor seré la
interaccion entre el haz y la molécula, es decir, mayor sefial Raman. Por eso moléculas,
grandes y con anillos saturados reportan las mayores intensidades Raman [29]. La seccién
transversal también depende de la longitud de onda de excitacion y del angulo de recogida
de los fotones dispersados. Las unidades son [cm? sr? molecule™], sr representa la

eficiencia de la dispersidn en una determinada direccion.

Donde No es el nimero de 4&tomos en el estado inferior de vibracion; N1, nimero de &tomos en el estado
superior de vibracion; go, degeneracion del estado inferior de vibracién, es decir, nimero de modos
vibracionales de la misma energia; g1, degeneracion del estado superior de vibracion; AE,, diferencia de
energia entre estos dos estados vibracionales; k, constante de Boltzmann, 1,38 x 102 J-K%; y T,

temperatura en Kelvin (K).
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Ademas, para que en una molécula sea “activa” en Raman, se requiere de un cambio
de la polarizabilidad molecular, parametro que mide la deformidad de la nube electronica
como consecuencia de la interaccion de la radiacion electromagnética con la materia. La
polarizabilidad de la molécula genera un momento dipolar inducido en esta, definido por

la siguiente expresion:

Ecuacion 1.2

=
Il
S]
T

Donde p es el momento dipolar inducido, o la polarizabilidad molecular y E es la
intensidad del campo eléctrico externo. Y es el caracter variable del campo,
E = Eo-cosmo-t, el que convierte a este momento dipolar en un dispersor de radiacion

electromagnética.

En resumen, la espectroscopia Raman es una técnica fotonica de alta resolucién que
proporciona en pocos segundos informacidn quimica y estructural, es decir, la huella
dactilar de casi cualquier material 0 compuesto organico y/o inorganico permitiendo su
identificacion. Ademas, al contrario que en la espectroscopia IR, el agua es transparente
en Raman, lo que facilita el estudio en disoluciones acuosas. Sin embargo, solo una
pequefia fraccion de los fotones incidentes son dispersados inelasticamente, 1 fotdn de
entre 107 incidentes. Esta debilidad intrinseca hace que se precise del uso de fuentes de

excitacion laser, capaces de proporcionar una luz intensa, monocromatica y coherente.

1.3 ESPECTROSCOPIA RAMAN INTENSIFICADA POR SUPERFICIES (SERS)

El efecto SERS fue descubierto por Fleischmann et al. en 1974 [30] y consiste en un
aumento de la dispersion inelastica, sefial Raman, procedente de moléculas situadas cerca

0 en contacto con una nanoestructura metalica [31-33].

En concreto, en SERS, la amplificacion de la sefial Raman se produce por la
interaccién de la luz con los electrones de conduccidn situados en la superficie del metal
[28,34]. Esta interaccion genera una importante amplificacion del campo
electromagnético a través de la excitacion resonante de los plasmones de superficie, cuya
desexcitacion da lugar a una intensificacion del campo electromagnético cercano a la
superficie. Dicho de otro modo, al acoplarse la polarizacion de la nube electrénica de las

nanoestructuras metalicas con las de las moléculas se produce una amplificacion de la
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sefial Raman de la propia molécula, es decir, las nanoestructuras actian como una antena.
El efecto SERS depende de varios pardmetros, entre los que destacan: la composicion, el
tamarfio, la morfologia, la topologia y el entorno dieléctrico de la superficie metalica

nanoestructurada [34,35].

1.3.1 Propiedades Opticas de las nanoestructuras metélicas

El término plasmén de superficie (SP, de sus siglas en inglés surface plasmon) se
refiere a la oscilacion coherente de los electrones de conduccion en metales, y materiales
con electrones libres, como repuesta a un haz de luz incidente [36-38]. Si la radiacién
electromagnética incide sobre la interfase metal-dieléctrico se produce la excitacion de
los SPs generandose ondas electromagnéticas que se propagan a lo largo de la interfase,
lo que se conoce como polaritones de plasmones de superficie (SPP, de sus siglas en
inglés surface plasmon polaritons) [38,39], Figura 1.6 a. Estas oscilaciones pueden estar
fuertemente confinadas a la interfase metal-dieléctrico, y actian como una guia de ondas,
siendo éstas evanescentes, es decir, que no se propagan ni en el interior del metal ni en el
dieléctrico, y van perdiendo intensidad a medida que se propagan, hasta distancias de
~200 nm [39].

(a) (b)

. e ; Nanoparticula

21 Dieléctrico Cafnp © pari
Electrico metalica

\

ATATAE

S~ — ~—2¥
Lamina de metal Nube electronica
Figura 1.6 Representacion esquematica de los plasmones de superficie: (a) modos SPP en la

interfase metal-dieléctrico y (b) localizados en la superficie de una nanoparticula. Adaptada
de [39].

Cuando las dimensiones de los materiales plasménicos se encuentran en la escala
nanométrica, nanoparticulas, los SPPs dejan de existir y los modos electromagnéticos que
tienen lugar se conocen como plasmones de superficie localizados (LSP, de sus siglas en
inglés localized surface plasmon), los cuales estan altamente influenciados por las

condiciones del entorno [38,39], ver Figura 1.6b.
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Para una particula metélica de dimensiones mucho menores que la longitud de onda
de la radiacion incidente, es decir, D <<, donde D es el diametro de la particula, los SPP
se encuentran localizados. Esto da lugar a la formacion de LSP que resuenen en una
frecuencia determinada y que es funcion de la constante dieléctrica, la morfologia y el
tamanio de la nanoestructura. Si se hace incidir un fotdn sobre la superficie en condiciones
de resonancia con la frecuencia de los LSP, éstos son excitados, dando lugar al fendmeno
conocido como resonancia de plasmon superficial localizado (LSPR, de su siglas en
inglés localized surface plasmon resonance) [39], este efecto a su vez conduce a la

polarizacion de la NP como muestra la Figura 1.6b.

La Figura 1.7 muestra una comparacion de las propiedades Opticas de varios metales,
parte real y parte imaginaria de la constante dieléctrica, ¢ [40]. En todos los casos, la parte
real Re(e) pasa de tener un valor positivo, aunque pequefio en el UV, a valores negativos
en el visible y muy negativos en la regién del IR, excepto el aluminio que es siempre
negativo. Este decaimiento es consecuencia de la respuesta Optica de los electrones libres
o de conduccién determinada por el modelo de Drude-Lorentz? [40,41]. Que la parte real,
Re(g), de la constante dieléctrica sea negativa, es el origen de los plasmones de resonancia
de los metales en la region visible del espectro, debido a que esto se traduce en un indice
de refraccion menor a 1 llegando incluso a cero en los metales, mientras que en el resto
de los materiales tienen un indice de refraccion > 1 [40,42,43]. El coeficiente de reflexion
en la interfase metal-dieléctrico se deriva del indice de refraccién, y un indice de
refraccion pequefio supone un coeficiente de reflexion cercano a uno, reflector perfecto,

por eso esta es una de las propiedades mas importantes de los metales [28].

Ademas, los plasmones de resonancia estan fuertemente influenciados por la
absorcion dptica, es decir, cuanto mayor es la parte imaginaria de la constante dieléctrica,
Im(g), mayores pérdidas tiene (Figura 1.7b). El “factor de calidad”, Q, cuantifica este

efecto a través de la Ecuacion 1.3 [44] y los resultados se muestran en la Figura 1.7c.

(@)
Y\ do Ecuacion 1.3

¢= 2 W)

2 El modelo de Drude-Lorentz proporciona una base de la mecanica clésica para la conductividad de
los metales y se basa en la aplicacion de la teoria cinética a los electrones en un sélido.
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Donde o es la frecuencia, €= Re(g) y €" = Im(g). Segun esta expresion, Q es mayor cuando

Im(g) es menor, y esto se traduce en un plasmon de resonancia més fuerte, mas ancho.

(b) Jram

Im[e(m)]

7200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
(©) - ' g -
- -@- Ag- Plata
I 10f - Al - Aluminio
= —4A- Au-Oro
% ¥~ Cu - Cobre
"2 -~ Pd - Paladio
g ¥ @ Pt- Platino
2
3
\,\ R

0,] s ; : :
200 400 600 800 1000
Longitud de onda (nm)

Figura 1.7 Propiedades Opticas de algunos metales en el rango del UV-Vis-IR: (a) Parte real
y (b) parte imaginaria de la constante dieléctrica en funcién de la longitud de onda. (c) Factor
de calidad de los LSPR para una nanoparticula metalica rodeada de aire. La zona sombreada
representa el area de interés de la mayoria de las aplicaciones plasmonicas. Adaptada de [28].

Tras estas observaciones y teniendo en cuenta que la intensificacion LSPR inducida
por una esfera metélica depende de la polarizacion generada por el campo externo, y del

momento dipolar asociado, que viene dado por la Ecuacion 1.4 [45]:

() -1

p=a 2 E, = g(w)-E, Ecuacion 1.4

siendo p la polarizacion de la nube electronica, e(w) la permitividad eléctrica del
material, Eo el campo aplicado y a el radio de la esfera. Con todo esto podemos considerar

que un metal sera adecuado en SERS cuando:
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- Re(e) sea negativa en el rango de longitudes de onda de interés. En general, -
20 <Re(e) <-1.
- Im(e) pequefia o Q grande en el rango de interés. Generalmente, Q debe de ser

mayor a ~2, y preferiblemente mayor a ~10.

De entre los metales estudiados en la Figura 1.7, la plata es el metal con mejores
propiedades dpticas en el rango del UV-Vis-IR. El oro y el cobre son adecuados en
longitudes de onda mayores a 600 nm, llegando el oro a tener propiedades Opticas
similares a las de la plata en este rango del espectro. Paladio y platino presentan una
absorcion muy alta para ser utilizados en SERS, mientras que el aluminio podria ser
adecuado en aplicaciones que trabajen en el rango del UV [46], por ejemplo, el estudio
de proteinas [47,48] o estudios cataliticos [49,50]. Ademéas de estas consideraciones
tedricas, a la hora de seleccionar el metal tenemos que tener en cuenta otros parametros
como son la disponibilidad, manipulacion, toxicidad, durabilidad o coste [28]. Teniendo
en cuenta su mejor estabilidad, el oro es el metal mas prometedor a partir de 600 nm,
aungue la plata puede ser muy Util para aplicaciones que requieran de un gran aumento

de la sefial, como la deteccidén de moléculas aisladas, single-molecule detection.

1.3.2 Mecanismos de intensificaciéon SERS

Para explicar el efecto SERS se han propuesto un gran nimero de mecanismos y
maultiples variantes de cada uno de ellos, actualmente se acepta la existencia de dos
contribuciones [28,33,34,51]: mecanismo electromagnético (ME) y mecanismo quimico
o0 de transferencia de carga (TC).

1.3.2.1 Mecanismo electromagnético (ME)

El mecanismo ME es el origen principal de la amplificacion de la sefial Raman en
SERS y se produce por el acoplamiento del campo electromagnético del haz incidente
con los plasmones de superficie SP de la nanoestructura metalica [33,35,39]. La

amplificacion de la sefial a través del mecanismo EM se debe a dos procesos [33,52,53]:
- Intensificacion del campo EM incidente sobre la molécula

La intensidad del campo EM que incide sobre la molécula situada en la posicion r’

estd compuesta por la suma de la intensidad del campo Eo de la radiacion incidente a la
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frecuencia wo y la del campo dispersado por el propio metal Es a la misma frecuencia de

oscilacion (Figura 1.8):

Eror (', wo) = Eo(r’,wo) + Es(r’, wg) Ecuacion 1.5

Cuando la frecuencia wo coincide con la frecuencia de resonancia de los plasmones
superficiales del metal, el campo dispersado Es resulta ser mucho mayor y la expresion

anterior se puede aproximar a:

Eior(r',wg) = Es(r’,wo) = g - Eo(r’, wo) Ecuacion 1.6

donde g es la amplificacion del campo EM por parte de la nanoestructura metélica.
Este campo induce en la molécula un momento dipolar p(r’,wo) que, modulado por las
vibraciones moleculares, dispersara radiacion electromagnética a la frecuencia wr. El

momento dipolar puede ser expresado en funcion de la polarizabilidad de la molécula o:
p(r’, wo) = g * Eor (17, wo) Ecuacion 1.7

La dispersion Raman de la molécula tendra asi un campo eléctrico de intensidad Er
proporcional a arEs, y, por eso, para que una molécula sea activa en Raman tiene que ser

polarizable.
- Intensificacion de la radiaciéon Raman

La Figura 1.8 muestra un esquema del fendmeno que tiene lugar en un proceso de

dispersion Raman en ausencia y presencia de nanoestructuras metéalicas.

(@)

Detector
Detector

g N\, s
\Efo\/oﬁ \‘\/‘/ﬁs

Molécula Metal nanoestructurado

Figura 1.8 Proceso de dispersion Raman en ausencia (a) y presencia (b) de una
nanoestructura metalica. Eo radiacion incidente; Er radiacion Raman dispersada por la
molécula; ES campo dispersado por el metal y Ers campo dispersado por el acoplamiento de
la molécula con el plasmén superficial de resonancia del metal.
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La dispersion Raman de frecuencia wr puede ser amplificada a su vez por la
nanoestructura, de la misma forma que la radiacion incidente, con un factor g". g indica
la intensificacion del campo a la longitud de onda Raman, wr, la cual difiere del valor a
la longitud de onda incidente wo. De este modo, el campo eléctrico total dispersado, de
frecuencia wr, que se observa en la posicion r (detector), es una composicion del campo
dispersado directamente por la molécula de intensidad Er(wr) y €l campo dispersado por

la nanoestructura cuando son excitados los plasmones superficiales Ers(wr):

ESERs(r, O)R) == ER(T', (JJR) + ERs(T', (,UR) EcuaCién 18

En condiciones de resonancia plasmonica, la amplitud total del campo dispersado

sera:

Esgrs = Egps ¢ g'Egp < g'agEs < gg’agE, Ecuacion 1.9

Y, por tanto, la intensidad SERS sera proporcional al cuadrado del médulo de Esgrs:
Lers = | 99712 ag|?I, Ecuacion 1.10

donde loes la intensidad del campo incidente, para bandas de bajo nimero de ondas,
es decir, cuando la diferencia entre wr y wo €s minima, g = g" y la intensidad SERS sera
amplificada con un factor proporcional a la cuarta potencia de la amplificacion del campo
cercano local incidente |g|“ Ademas, se puede definir un factor de intensificacion G
como:

2

ar " lgg’|? Ecuacion 1.11

I
G — _SERS

I Raman

xRo

Donde Iraman €S el valor de la intensidad del campo eléctrico dispersado
inelasticamente en ausencia del metal y aro la polarizabilidad Raman en ausencia de metal
[54-56].

A partir de la Ecuacion 1.10 y Ecuacién 1.11, podemos decir que:

- La mayor contribucion al efecto SERS procede de la dispersion por parte del
metal, mas que por parte de la molécula, cuyo espectro Raman se ve reflejado en

el espectro SERS de la luz dispersada por el metal.
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- Laintensidad SERS depende de | g | 4, Esta dependencia es clave para entender
las amplificaciones que produce el efecto SERS. Por ejemplo, para una
nanoparticula de plata con el plasmén de resonancia a un maximo de 400 nm, g
es ~30, pero se produce una amplificacion G ~ 8 x 10°, suponiendo que la
polarizabilidad Raman no cambia respecto a la de la molécula aislada [57].

- La polarizabilidad Raman de la molécula puede alterarse drasticamente con
respecto a la de la molécula aislada, variando su magnitud, simetria y propiedades
de resonancia, cuando interacciona directamente con el metal. Esto resulta
particularmente evidente en sistemas molécula-metal donde se realizan procesos
TC.

Asimismo, el valor de G depende de varios factores: i) la morfologia de la particula
metalica; ii) la distancia a la superficie, y iii) la permitividad dieléctrica del metal, ¢, y la
del medio que lo rodea ¢o. EI mecanismo EM predice factores de aumento de la sefial
Raman del orden de 10°, que coincide en gran medida con los valores G obtenidos
experimentalmente [33,35,39,58]. Esta amplificacion de la sefial Raman la sentiran solo
aquellas moléculas que se encuentren a una distancia de hasta ~10 nm de la superficie
metalica [32-35,54,59,60]. En el caso de la esfera, la intensidad SERS disminuye con la

distancia segun la Ecuacion 1.12 [59]:

-10
Ecuacion 1.12

a+r]

Ioens = |
SERS p

donde a es el didmetro promedio de la nanoparticula y r la distancia entre la molécula
y la superficie del metal. El gradiente del campo EM existente sobre la superficie metalica
hace que los modos vibracionales de los enlaces de la molécula que se encuentran mas
cercanos a la superficie sufran una mayor intensificacion de su sefial. Este efecto de la
proximidad puede ser utilizado para conocer el mecanismo mediante el cual se produce
la interaccidn entre la molécula y el metal puesto que las bandas que presenten mayores

cambios de intensidad o desplazamiento estaran situadas mas cerca del metal [61-63].

1.3.2.2 Mecanismo de transferencia de carga (TC)

El mecanismo de transferencia de carga (TC) se produce por un proceso fotoinducido
que implica la transferencia de carga de un electron del nivel de Fermi, Es, hacia el orbital
LUMO (de sus siglas en inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital) de la molécula

absorbida sobre la superficie del metal [28,64-66], Figura 1.9 a. También puede ocurrir
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el proceso contrario, que el electrén vaya del orbital HOMO (de sus siglas en inglés
Highest Occupied Molecular Orbital) de la molécula hacia el nivel de Fermi del metal,
Figura 1.9b. El factor de amplificacion debido a este mecanismo es del orden de 102-10°
[35,67].

r 3
@) LUMO
ogn E;
g
ia
(b) HOMO
Metal ™=y Molécula

Figura 1.9 Esquema del mecanismo de transferencia de carta (TC) que ocurre entre el metal
y la molécula en el efecto SERS. TC: (a) metal a molécula, Esa LUMO y (b) molécula a
metal, HOMO a Ez.

La nube electrénica del analito puede distorsionarse cuando se produce una adsorcion
directa sobre el metal. Cuando la energia de esta interaccion es débil, fisisorcién, la
modificacion de la polarizabilidad del analito a es pequefia y los espectros SERS seran
muy parecidos al espectro Raman normal. Por el contrario, cuando la entalpia de
adsorcion es muy negativa y comprable a las energias de un enlace quimico,
quimisorcion, la alteracion del volumen de la nube electrénica del analito es significativa,
sobre todo en el caso de moléculas pequefias, y lo que obtenemos es un complejo
superficial con diferente simetria y estados electronicos. Ademas, desde el punto de vista
de la amplificacion de la sefial, la adsorcién directa sobre la superficie proporciona la
maxima sefal, dando origen al “efecto de la primera capa”. En estas condiciones la
intensificacion SERS global se debe tanto al efecto multiplicativo del mecanismo EM
como a la intensificacion generada por una transicion de TC entre el metal y la molécula,

0 viceversa [33,68].

La existencia de TC es funcion de la naturaleza de la molécula y del metal. Por
ejemplo, la TC es mas probable en moléculas que contienen electrones 7 en su estructura,
tales como moléculas aromaticas. En cuanto al metal, la morfologia de la superficie
metalica también influye en mecanismo TC, ya que este mecanismo tiene lugar
mayoritariamente en puntos de la superficie en los que existen rugosidades superficiales
a escala atomica, llamadas “adatoms” [69]. Por lo tanto, la fraccién de moléculas que
contribuyen a la amplificacion SERS mediante TC es muy pequefia.
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1.4 SuUSTRATOS SERS

Un requisito importante para poder utilizar el SERS como herramienta analitica en
aplicaciones de deteccion es el desarrollo de sustratos SERS reproducibles, robustos y
uniformes [28,51,70-72]. La aplicacion final determinara el tipo de sustrato SERS que
necesitamos, material del soporte, metal plasmonico y método de fabricacion. Por
ejemplo, los estudios fundamentales para conocer la dependencia de la amplificacion
SERS con el tamafio y geometria del hot-spot, punto de méxima amplificacion de la sefial,
requieren de métodos de fabricacion capaces de moldear la estructura plasménica a nivel
de nanoparticulas individuales. La precision para alcanzar estos limites requiere tiempo,

costes altos y es dificil de escalar.

Sin embargo, para aplicaciones de analisis quimico los requisitos son otros: sustratos
homogéneos, reproducibilidad en la fabricacion, costes asequibles, fabricacion sencilla,
sefial robusta, estabilidad, y afinidad entre el analito y el sustrato SERS. Son estos los
requerimientos que tendremos que cumplir para poder utilizar nuestros sustratos SERS
como sensores de agentes neurotdxicos y pesticidas. En la Figura 1.10 se detalla una lista

de “buenas practicas” para conseguir resultados SERS reproducibles.

[ Aspectos a tener en cuenta en... ]
@amcterizacién del sustrato SEQ @oducfbﬂfdad de los espectros S%
- Caracterizar las propiedades oOpticas, - Adsorcién reproducible del analito:
LSPR y SPR. - Incubacion del sustrato
- Calcular el AEF promedio midiendo en - Spincoating
diferentes puntos - Colocar una gota y secar
- Medir diferentes analitos, resonantes y Lavar para evitar la cristalizacion del analito
no resonantes - Medir en al menos 3 zonas del sustrato y
- Comparar el espectro SERS con el promediar al menos 20 espectros. Si es
medido en condiciones Raman posible medir dreas.
- Comparar los datos experimentales con - Medir diferentes sustratos fabricados de
espectros calculados teoricamente la misma manera.
- Asegurarnos que no hay - Proporcionar los datos de adquisicion del
fotodescomposicion del analito espectro: laser, potencia, tiempo, objetivo

- Simulacion del espectro tras la
\ / Q‘reraccién del analito con el susn‘atcj
Figura 1.10 Aspectos practicos para conseguir espectros SERS reproducibles. Adaptada de
[70].

Los sustratos SERS pueden clasificarse en dos categorias segun la metodologia de
fabricacion: sustratos coloidales fabricados con métodos bottom-up y sustratos
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nanoestructurados con la aproximacion top-down (Figura 1.11a). En general, los sustratos
bottom-up ofrecen una mayor amplificacion de la sefial, pero su fabricacion es menos
reproducible, y con los sustratos fabricados por top-down ocurre lo opuesto (Figura
1.11b).

a) ’”

D) | SusraosSERS < Topdown
5 Ensamblado de _

nanoparticulas i’ il

a

:
T

Q
Q

Atomos  Clusters Nanoparticulas Material
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b) NPs ordenadas  V*° 9 den_adas; "
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NPs no-ordenadas A v Estructura ordenaday
™ - 4 funcionalizada
Q
=
"% Z.ona c’fe o4 Estructura ordenada
interes
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e - o4 ordenadas
/’6. \‘\‘.
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. Q{Q ?(; _4)-.\‘\
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E‘ ,’ {0 = . %}C}"‘
LS =
Sustrato Sustrato
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Figura 1.11 (a) Esquema de las dos metodologias para la fabricacion de sustratos SERS:
bottom-up y top-down, junto con los capitulos donde se han utilizado. (b) diagrama de c6mo
se modifican las propiedades SERS al cambiar de sustratos no ordenados a ordenados,
adaptada de [73].

1.4.1 Sustratos coloidales: Bottom-up
1.4.1.1 Nanoparticulas coloidales

Las nanoparticulas coloidales de plata (Ag) y oro (Au) sintetizadas mediante la ruta
bottom-up son los sustratos SERS mas utilizados [51,74—77]. En la metodologia bottom-
up se parte de atomos o moléculas para formar nanoparticulas que posteriormente se
ensamblan o se depositan sobre un soporte blando o rigido. Sus principales caracteristicas

son su sencillez, rapidez, alto rendimiento y bajo coste.

23



Capitulo |

Las nanoparticulas las podemos clasificar en dos categorias segun su morfologia
(Tabla 1.3): nanoparticulas redondeadas: esferas, nanorods, y nanohilos, entre otros, y
nanoparticulas con angulos: nanoestrellas, nanotridngulos, nanocubos y nanopoliedros
superiores: octaedros, dodecaedros. Esta demostrado que estas ultimas morfologias
producen una amplificacion del campo eléctrico mayor que las nanoparticulas

redondeadas debido al confinamiento que se produce en sus puntas y vértices [78-82].

A su vez, las nanoparticulas pueden ser monometalicas o bimetélicas dependiendo del
nimero de metales que las componen [83-86]. Las nanoparticulas bimetalicas se
clasifican en core-shell o aleaciones dependiendo si los metales estan “separados” o
mezclados. La diferencia principal entre ambas configuraciones es que en las aleaciones
se solapan las bandas de energia de los elementos que la constituyen, esto se traduce en
un cambio de las propiedades dieléctricas, y, por tanto, del comportamiento plasmonico
de la nanoparticula [87]. Sin embargo, en las core-shell la respuesta plasmdnica es una
mezcla de los plasmones individuales del core y del shell [88]. Mediante calculos tedricos
se ha demostrado que la morfologia también afecta en la respuesta plasmoénica de las
nanoparticulas hibridas [83,85]. En el caso de nanoparticulas esféricas, el desplazamiento
del maximo LSPR es proporcional al cambio de composicién en la nanoparticulas
aleadas, mientras que en las core-shell no hay una tendencia proporcional. En el caso de
nanorods y nanotriangulos, la aleacion de dos metales produce una reduccion de la
amplificacion plasménica, mientras que en las configuracion core-shell no se aprecia esta
reduccion y la posicion del méximo LSPR viene definida por la geometria de la particula.
Finalmente, la incorporacion de Au a nanoparticulas de Ag le confiere a estas una mayor

estabilidad pero pierden poder de amplificacion plasmonica [85].
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Tabla 1.3 Morfologia, composicion y sintesis de las nanoparticulas plasménicas mas
utilizadas. En rojo y azul los apartados y capitulos donde hemos usado cada una de las
estrategias y en negrita el material de la nanoparticula.

Estrategia de sintesis

Morfologia Reduccion Fotoreduccion Semillas metalicas
Quimica (RQ) + RQ* 0 RG**
‘ Nanoparticulas redondeadas
: : Ag: [100]
Ag: [89-91 Ag: [97
Nanoesferas J .[ ] g: 971 Au: [101,102]
Au: [92,93] Au: [98] Au@Ag: [103]
& Au/Ag: [94-96] Au@Ag: [99] AQ@AL T104
Apartado 4.2 Apartado 4.3 9@Au: [104]
' ' Apartado 5.2
Ag: [110]
Nanorods Ag: [105] Ag: [108] Au: [111-114]
(D Au: [105-107] Au [109] Au@Ag: [115,116]
Apartado 5.3
Nanohilos Ag: [117,118] :
1 Au: [119] i Ag: [120]
Nanoparticulas con angulos
Ag: [125]

Nanoestrellas Ag: [121]
Au: [122,123] -
Au/Ag: [124]

Au: [122,126,127]
Au@Ag: [128,129]
AU/Ag: [130]

%

Nanotriangulos Ag: [131]
Au: [132-134] Ag: [135] Ag@Au: [136]
A Capitulo 3
Ag: [141]
Nanocubos Au: [142]

Ag: [137,138]

Au: [92,139,140] Au@Ag: [143]

Ag@Au: [144]
Au/Ag: [145,146]

Poligonos

superiores Ag: [137]

Au: Ag: [149,150] Au: [142]
[139,140,147,148]
*RQ, reduccidén quimica en el caso de monometéalicas y Au@Ag core-shell.

**RG, remplazamiento galvanico en el caso de bimetalicas Ag@Au core-shell y aleaciones
Ag/Au.

Las estrategias mas utilizas para la sintesis de nanoparticulas monometalicas son la
reduccion quimica del precursor metalico [92], aunque también puede reducirse bajo luz
UV [98,109,149]. En general, las geometria mas complejas, rods, tridngulos, cubos o
poliedros superiores, suelen sintetizarse a partir de semillas metélicas

[112,113,141,142,151], y usando la estabilizacion dindmica que ofrecen diferentes iones
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o moléeculas que dirigen el proceso de crecimiento por una afinidad reversible con la

superficie metalica [76].

Las nanoparticulas bimetalicas Au@Ag core-shell se sintetizan a través de la
reduccion controlada del del precursor de Ag en presencia de las nanoparticulas o semillas
de Au ya formadas que facilitan la cristalizacion de Ag sobre el nucleo de Au [103,143].
La configuracion contraria es dificil de sintetizar por esta via. En presencia de
nanoparticulas de Ag, los iones Au** producen un remplazamiento galvanico generando
nanoparticulas huecas [145,146]. Sin embargo, controlando la cinética de reaccion se han
crecido shell de Au sobre nanoparticulas de Ag esféricas [104], triangulares [136] y
cUbicas [144]. Las aleaciones de Ag y Au se pueden conseguir mediante una co-reduccién
simultanea de ambos precursores [95,96] o mediante un calentamiento a mas de 250°C
de nanoparticulas core-shell [152,153]. La Tabla 1.3 resume la morfologia, composicion
y las estrategias mas utilizadas para sintetizar nanoparticulas plasmoénicas mono- y

bimetalicas.

Todas estas estrategias de sintesis llevan asociada una quimica superficial que tiene
sus ventajas y desventajas en la aplicacion SERS final, por un lado, estabilizan a las
nanoparticulas coloidales cuando estan en suspensién y pueden favorecer su interaccion
con el soporte SERS pero por otro lado pueden bloquear la adsorcion del analito en la

superficie metalica [154].
1.4.1.2 Ensamblaje sobre un soporte solido

Al depositar las nanoparticulas de manera uniforme sobre soportes sélidos se
consiguen sefiales SERS mas robustas y reproducibles [51,74,75,155]. Ademas, la
accesibilidad del analito a las nanoparticulas es mayor cuando estdn soportadas que
cuando estan en disolucion. Otras ventajas de los soportes sélidos es que son mas faciles
de manipular, transportar y almacenar. Se pueden fabricar siguiendo diferentes estrategias
(Figura 1.12):
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Figura 1.12 Esquema de las diferentes técnicas de ensamblaje de las nanoparticulas a un
soporte sélido.

- Autoensamblaje quimico

Se basa en la utilizacién de moléculas bifuncionales, generalmente aminosilanos y
mercaptosilanos, para inmovilizar las nanoparticulas (Figura 1.12 a) [156]. La molécula
se ancla por uno de sus grupos funcionales a la superficie del soporte dejando el otro libre
para unirse con la nanoparticula [157-160]. Hay cuatro factores que afectan al anclaje:
los grupos funcionales de la superficie del soporte, el tiempo de incubacion del soporte
en la suspensién de nanoparticulas, la concentracion de nanoparticulas y la quimica
superficial de las nanoparticulas. Esta estrategia de anclaje también puede utilizarse con

soportes blandos como el polidimetilsiloxano, PDMS [161,162].
- Autoensamblaje mediante interaccion electroestatica

El anclaje se produce por una interaccion electroestatica entre las nanoparticulas y el
soporte utilizando intermediarios poliméricos o proteinas (Figura 1.12b) [163]. Los
polimeros més utilizados son polivinilpirrolidona (PVP) [164,165], polietilenamina lineal
(LPEI) [166,167] y cloruro de poli(alildimetilamonio) (PDDA) [168-170] y dendrimeros

[171,172]. El anclaje depende de los mismos factores que el anterior.
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- Autoensamblaje por capilaridad

Se produce durante la evaporacion de una gota que contiene las nanoparticulas (Figura
1.12c). Este proceso es uno de los méas utilizados por su sencillez y rapidez, aunque su
reproducibilidad es menor debido al efecto “gota de café” que se produce en los bordes

[173-175].
- Langmuir-Blodgett

En este procedimiento, en primer lugar, se crea la monocapa de nanoparticulas sobre
la interfase liquido-aire o liquido-liquido y posteriormente son transferidas al soporte
solido (Figura 1.12d). De este modo se han obtenido sustratos SERS homogéneos y con
una alta densidad de nanoparticulas de diferentes morfologias y tamafos [176-179]. La
densidad de empaquetamiento, es decir, el espaciado entre nanoparticulas, se contrala a
través de la presion de transferencia [177]. Este proceso de fabricacion requiere mayor
tiempo de preparacion que los anteriores y es necesario que los ligandos que recubren la
nanoparticula sean hidréfobos para asi poder formarse la monocapa en la interfase. Pero

a cambio ofrece un mayor control y mejor reproducibilidad.
- Recubrimiento por rotacion: spin coating

Consiste en cubrir con la suspension de nanoparticulas el soporte solido mientras este
rota y por accion combinada de la fuerza centripeta y la tension superficial la disolucién,
el liquido se extiende formando una pelicula homogénea, y tras evaporarse deja el
material formando un recubrimiento homogéneo (Figura 1.12¢e) [180,181]. La densidad
de empaquetamiento, monocapas 0 multicapas, pueden controlarse optimizando la
velocidad de giro, la concentracion de nanoparticulas y el volumen dispensado [182—
184].

- Crecimiento sobre el soporte sélido.

Otra opcion es sintetizar directamente las nanoparticulas sobre el soporte sélido
(Figura 1.12f). Esta esta estrategia se ha aplicado sobre diferentes soportes: vidrio o 6xido
de silicio [127,169,179], polimeros [185-187], copolimeros blogue [188,189] o
materiales mesoporosos [190,191]. También se han fotosintetizado nanoparticulas sobre
papel [192] o fibras Opticas [193].
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1.4.2 Sustratos nanoestructurados: Top-down

En los métodos top-down se parte de un material macroscopico y se va reduciendo de
manera controlada hasta formarse la estructura en la nanoescala (Figura 1.11a)
[74,75,155,194,195], es decir, los sustratos SERS se pueden disefiar y preparar de manera
directa. La fabricacion top-down envuelve una gran variedad de técnicas litograficas, asi
como otros procesos quimicos. En general, las técnicas top-down son més reproducibles
y permiten un mayor control sobre el disefio final del sustrato SERS que las metodologias
bottom-up, ver Tabla 1.4.

Tabla 1.4 Comparacion de diferentes técnicas de nanofabricacion de sustratos SERS
ordenadas segun su dificultad. Adaptada de [194].

Tamario
del
sustrato

Proceso de Tiempo de Defectos

Y Dificultad L
nanofabricacion realizacion | estructurales

Litografia por haz

de electrones +++++ ++++ Muy pocos Pequefio €€EE
(EBL)
Litografia por haz
de iones ++++ +++++ Muy pocos Pequefio €€EE
focalizados (FIB)

Litografia 6ptica +++ +++ Pocos Grande €€E
Litografia coloidal +++ +++ Pocos Grande €€E€
Sputterlpg o +++ +++ Pocos Grande €€€

Capitulo 6
thogrgfla blanda . +++ Pocos Grande €€e€
o soft lithography
Litografia por
mtell’ferenua +++ +++ Muy pocos Grande €€
aser
Capitulo 6
Litografia por
nanoimpresion +++ +++ Pocos Grande €€
(NIL)
Langmuir- .
Blodgett* ++ +++ Pocos Mediano €€€
Autoensamblaje* + +++ Pocos Grande €€
Spin coating* + + Alguno Mediano €€

Crecimiento in
situ sobre el + + + Alto Grande €€
soporte solido*

*Son técnicas de fabricacion bottom-up
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La litografia por haz de electrones (EBL, de sus siglas en inglés electron beam
lithography) es una técnica comun para fabricar nanoestructuras SERS ordenadas y
periodicas de diferentes morfologias: esferas [196], estrellas [197], huecas [198] y
también bimetalicas [199] con una resolucion de hasta 10 nm. En un proceso estandar el
haz de electrones escanea la superficie, recubierta con una resina electron- sensible,
disefiando la nanoestructura. A continuacion, se revela la resina y se evapora el metal
deseado, y se retira la resina restante. Los principales inconvenientes de esta técnica es el
tiempo que consume y el alto coste del equipamiento, por ejemplo, 1 cm? con motivos de
20 nm necesita 111 h, una oblea completa 700 veces mas [200]. Similar al EBL, en la
litografia por haz de iones focalizados (FIB) [201,202]. FIB también ha sido usado para
fabricar antenas plasménicas [203]. Una antena plasmdnica o resonador dptico se define
como aquel dispositivo capaz de transformar la radiacidn éptica en una energia localizada,
absorbiendo el campo eléctrico incidente y confinandolo en sus extremos [204]. Por
ejemplo, el sandwich Au (100 nm) — TiO2 (40 nm) — Au (50 nm) tras un proceso de FIB
fue transformado en dos antenas de 35 nm de longitud y 6 nm de espaciado capaces de

interactuar y de detectar bajas concentraciones de colorantes [205].

La litografia dptica es un método muy generalizado y no muy costoso [206-208].
Comparado con EBL o FIB, la litografia Optica genera patrones con menor resolucion,
motivos de 500 nm a varias micras, debido a los limites de refraccion de la luz, pero a
cambio los sustratos pueden fabricarse a nivel de oblea con un alto rendimiento y
uniformidad. Esta técnica va acompafiada de una evaporacion o deposicion de los

materiales plasmonicos.

Mediante un ataque reactivo con iones (RIE, de sus siglas en inglés reactive ion
etching) en el que se controla de manera precisa la composicion de la mezcla de gases
reactivos se han fabricado sustratos SERS con una alta densidad de nanopilares de silicio
y elevado ratio altura/grosor, y sin necesidad de utilizar una méscara litogréfica [209,210].
Tras la metalizacién de la parte superior e inclinando el pilar se han alcanzado altos
factores de aumento, 10%-10*! dependiendo del protocolo de medida del aumento de sefial
[211].

El sputtering de Ar® de diferentes materiales plasménicos también ha sido
ampliamente utilizado en la preparacion de sustratos SERS. Se trata de un proceso fisico

en el que se produce la vaporizacion de los atomos del material plasmonico mediante el
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bombardeo de iones de Ar [212]. El sputtering se ha combinado con el grabado por haz
de iones (IBE, de sus siglas en inglés ion beam etching) para tener un mayor control de
la morfologia y el tamafio de las nanoestructuras [213,214].

La litografia coloidal ha sido una de las técnica de nanofabricacion mas utilizadas ya
que permite fabricar sustratos de hasta 10 x 10 mm? de manera rapida [215,216]. Se trata
de una litografia en la que esferas micro y submicrométricas autoensambladas en un
empaquetamiento hexagonal compacto se utilizan como mascara litogréfica para crear
patrones plasmaénicos. Se ha utilizado para crear patrones con nanotriangulos [215], o los
famosos AgFONSs donde se deposita una capa gruesa de metal sobre las esferas, sin llegar
a retirarlas [216-219]. Estos sustratos han demostrado una uniformidad alta uniformidad
a nivel de oblea (RSD < 10%), factores de aumento de entre 10°-108 y cambiando el
tamafio de la microesfera se puede desplazar su maximo SRP [217].

La litografia blanda o soft lithograpy es otra opcién para fabricar o replicar sustratos
SERS en materiales elastoméricos, especialmente PDMS [220]. Para ellos, los moldes de
PDMS se estampan sobre disoluciones que contienen las nanoparticulas plasmonicas, de
este modo, las nanoparticulas se empaquetan en el interior creando la forma
tridimensional del molde [221]. Otra opcion, para disefiar el molde de PDMS es estirarlo
y encogerlo de este modo se crean surcos, arrugas, donde se depositaran las

nanoparticulas que posteriormente seran estampadas sobre diferentes soportes [222].

La litografia por interferencia laser ha sido utilizada para fabricar patrones lineales,
nano-gratings, con una alta uniformidad y a escala de oblea [223,224]. Ademas, estos
canales presentan una alta dependencia con la polarizacién del laser Raman y se han
implementado en chips de microfluidica para la deteccion de contaminantes ambientales

[223]. En todos los casos sobre los canales se evaporan capas de metales plasmoénicos.

La litografia por impresion (NIL, de sus siglas en inglés nanoimprint lithography) es
un proceso de fabricacion con alta produccion y resolucion y bajo coste [225-227]. Las
nanoestructuras se forman por deformacion mecanica de un polimero fundido [228,229]
y su posterior enfriamiento o de un mondmero para su curado mediante temperatura [228]
0 luz [230,231].

A la mayoria de estos procesos en los que se fabrica la nanoestructura en diferentes

materiales les sigue una evaporacion del metal plasmonico [232], pero mediante
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evaporacion también se pueden crear sustratos SERS sobre una superficie planas [233] o
fibras Opticas [234]. Cuando el espesor del metal es menor a 10 nm, el metal evaporado

tiende a formar islas en lugar de una capa continua.

1.4.3 Sustratos SERS comerciales

El gran interés que en diferentes sectores ha generado la tecnologia SERS ha hecho
que muchas empresas hayan comenzado a comercializar sustratos SERS con diversas

morfologias (Tabla 1.5).

Tabla 1.5 Sustratos SERS comerciales

comercial

Silmeco Pilares de silicio
SERStrate - Agy Au recubiertos de 2 uds. 45€ [211,235]
(Dinamarca)
metal
Nanoparticulas
Nanova Inc., 5 uds.
Q-SERS (USA) N.D. de 15-60 nm 350€ [236]
sobre silicio
SERS Ocean Insight .
substrates (USA) Au Nanoparticulas 1 uds. 65€ [237]
SERS Hamamatsu Nanoestructuras
Photonics Au sobre N.D. [238]
substrates , . ;
(Japon) polipropileno

N.D.: Informacién no disponible
1.5 AFINIDAD DEL ANALITO CON LA SUPERFICIE PLASMONICA

La amplificacion de la sefial Raman se produce a escasos hanometros de la superficie
del metal, por lo tanto, uno de los elementos méas importante en el disefio de un sensor
SERS recae en la naturaleza de la interaccion entre el analito y la superficie plasmonica
[51,239,240]. La interaccion de los analitos con la superficie plasmonica es equivalente
a la que ocurre en la catélisis heterogénea, incluye el transporte de moléculas a la
interfase, la difusion a través de poros (si estan presentes) y la adsorcion en la superficie
del solido [154,239]. En muchos casos no existe una afinidad directa por lo que se
requiere de mecanismos de captura del analito (Figura 1.13). Estos mecanismos de

captura ademas proporcionan otras propiedades al sensor:

)] pueden modificar la selectividad del sensor,
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i) pueden concentrar el analito en la superficie SERS aumentado el limite de
deteccion,

i) pueden permitir una deteccion directa del analito,

iv) puede ser reversible,

V) pueden anclar varios analitos,

vi) pueden reducir el coste del sensor SERS al simplificar el proceso.

Ademas, la deteccidn del analito puede ser directa o indirecta (Figura 1.13) [240]. En
la deteccidn indirecta se requiere de ligandos extrinsecos que introducen una molécula
sonda para monitorizar de manera indirecta el analito (Figura 1.13-a). Las sondas suelen
tener una alta afinidad con el analito, anticuerpos [241,242] o aptdmeros [243,244],
alcanzéndose una deteccion muy especifica, pero con poca informacion vibracional del
analito. Esta metodologia se ha utilizado para detectar agentes nerviosos, para ello, se
funcionalizaron las estructuras plasmonicas con su molécula antidoto y se monitorizo la
sefial de esta tras la interaccion con el agente nervioso [245]. Del mismo modo se
identifico el pesticida paraoxon tras su reaccion con la enzima acetilcolinesterasa [246].
En cambio, en la deteccion intrinseca se monitoriza directamente la huella vibracional del
analito y se produce por fisisorcion o quimisorcion del analito en la superficie SERS a

través de diferentes mecanismos (Figura 1.13b-€) [154].

Deteccion intrinseca
r |

"
| |

a) Deteccion b) Interaccion  c) Interaccion  d) Anticuerpos ¢) Materiales
extrinseca directa con ligandos y aptameros POFOSOs _
Cap.3y73  Cap.4y7.4 Cap. 5 § g
Sonda 2 §
Raman S
oL ~ S
s 2
o T " = 3
y ‘\ ) S > i\ Pt < <
A . ! ; & 5 RS
Ligandode & /’ = ‘\:‘ /‘
afinidad v M

Nanoestructuraplasmonica

Figura 1.13 Esquema de los diferentes tipos de deteccidn: a) extrinseca o indirecta, se
monitoriza la sefial de la sonda Raman que acompafia al ligando de afinidad; y la deteccion
intrinseca o directa del analito que se puede subdividir en las siguientes interacciones metal-

analito: b) directa; c) a través de ligandos; d) mediada por anticuerpos o aptameros y e)

adsorcién en materiales porosos. Se adjunta el capitulo donde se utiliza cada uno de los

anclajes.
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La mayoria de los analitos contienen grupos funcionales como tioles, aminas, cianuro
0 4cidos carboxilicos, entre otros, que tienen una alta afinidad con la Ag y Au permitiendo
una interaccion directa (Figura 1.13b) [247]. Desafortunadamente, la sintesis de algunas
nanoparticulas suele requerir de agentes reductores, surfactantes o estabilizadores con
estos mismos grupos funcionales que impedirian que el analito pueda interaccionar con
la superficie, por eso, deben evitarse en SERS o en su defecto lavar las nanoparticulas
antes de su uso [239]. Esta interaccion se ha utilizado para detectar diferentes analitos en
fase gas: bencenotiol [218], cianuro de hidrogeno [209] o NO; [248], asi como, algunos

pesticidas e insecticidas en fase liquida: paraoxon [249], clorpirifés [250] o thiram [251].

Las interacciones electroestaticas e hidrofobicas son de las mas utilizadas para anclar
el analito al metal (Figura 1.13c). A la hora de elegir el ligando hay que tener en cuenta:
i) su longitud, cuanto de lejos estara el analito de la superficie; y ii) sus propiedades
Raman, que sus bandas vibracionales no interfieran con las del analito. En la mayoria de
las sintesis de nanoparticulas el agente estabilizante son iones negativos como el citrato.
Los analitos cargados positivamente, como los colorantes catidnicos, seran anclados
mediante atraccion electroestatica, mientras que aquellos compuestos organicos con carga
negativa no podran ser anclados. Una posible solucién es la acidificacion que aumentara
la fuerza id6nica pero también aumentard la concentracion de protones en el medio,
disminuyendo la carga negativa de los grupos carboxilato del citrato [252]. Ademas, la
acidificacion también afecta al analito, los &cidos orgénicos se vuelven menos negativos
mientras que las aminas mas positivas, aumentando la sefial SERS a pH bajos. Una
alternativa al citrato y de carga opuesta son los grupos amino o aminoacidos que no
contienen grupos tiol que puedan pasivar la superficie [253]. Por su parte, las
interacciones hidrofébicas son adecuadas para compuestos organicos apolares que no
contienen grupos funcionales, como los hidrocarburos policiclicos arométicos (PAHSs,
polycyclic aromatic hydrocarbons), para ello una buena estrategia es funcionalizar la

superficie con grupos alquilo [77,254], calix[4]arenos [255] o ciclodextrinas [256].

Los anticuerpos (Ab) son inmunoproteinas (~150 kDa) expresadas por los linfocitos
B como parte de la respuesta inmunitaria que contienen sitios de reconocimiento
molecular muy especificos a un determinado analito, antigeno [257]. El acoplamiento del
Ab al metal se produce por una interaccion entre los grupos funcionales del Ab y los
ligandos que recubren al metal, generalmente alquiltioles o alquilaminas (Figura 1.13d)

[258]. Este tipo de interaccion se ha utilizado especialmente en la deteccion de moléculas
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grandes: proteina IgG [259] o proteinas amiloides, biomarcadores de la enfermedad del
Alzheimer [260]. Los aptdmeros son hebras sencillas de &cido desoxirribonucleico
(ADN) o acido ribonucleico (ARN) diez veces mas pequefios que los Ab, pero con la
misma especificidad hacia el analito [261]. Se han empleado en la deteccion de moléculas
pequefias como cocaina [243], contaminantes policlorobifenilos (PCB) [262] o pesticidas

como el malation [263].

La idea de los materiales porosos es rodear al metal plasménico con una matriz capaz
de atrapar y retener al analito (Figura 1.13e). Las nanoparticulas hibridas silica (SiO2)-
metal plasmoénico han sido aplicadas en diferentes tipos de sensores [264]. La silice
proporciona un gran superficie especifica y un tamafio de poro homogéneo y modificable
para la adsorcion de diferentes analitos. En SERS, principalmente se ha utilizado la
combinacion SiO.@Au core-shell donde la silice adsorbe los analitos y los concentra
cerca de la superficie del metal [265,266], o incluso puede actuar de tamiz molecular
seleccionando los analitos segin su tamafio [191]. También en los dltimo afos, la
combinacion contraria ha sido utilizada para concentrar e identificar el fungicida thiram
en bajas concentraciones, 12 ng/L [251]. La preconcentracion en MOFs (metal-organic

frameworks) es otra alternativa para detectar PAHSs en fase gas [178,267,268].

Ademas, para la deteccion de analitos en fase gas se pueden utilizar otras estrategias
méas complejas. Entre ellas enfriar el sensor para provocar la condensacion sobre el
material plasmonico [269], evaporar solventes para disolver las moléculas [270], aplicar
una diferencia de potencial para acumular las moléculas sobre el metal [271] o aumentar

la frecuencia de colision del analito [272].

1.6 SIMULACION DEL CAMPO ELECTROMAGNETICO

El uso de modelos tedricos es esencial para entender el efecto SERS y poder
interpretar y predecir los resultados experimentales obtenidos bajo diversas condiciones
[51,85,273,274]. El método de Diferencias Finitas en el Dominio del Tiempo (FDTD, de
sus siglas en inglés finite-difference time-domain) se usa comdnmente en la simulacién
de sistemas fotdnicos con tamafios en la escala de la longitud de onda de excitacion. Se
trata de un método que calcula la evolucion del campo electromagnético en funcion del
tiempo [275]. FDTD es un método sencillo, flexible y robusto que puede ser utilizado

para simular con precision estructuras de diversa geometria, propagacion omnidireccional
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y materiales de diferente naturaleza: dieléctricos, magnéticos, dependientes de la
frecuencia, no lineales y materiales anisotropicos. Se ha utilizado para disefiar
componentes en un amplio rango de aplicaciones: disefio de antenas, cristales liquidos,
nanoparticulas, plasmonica, cristales fotonicos, metamateriales o celdas solares. En SERS
permite el estudio de la amplificacion del campo eléctrico que se produce sobre la
superficie del metal tras su interaccion con la luz [276]. A modo de resumen podemos
decir que las principales ventajas del método FDTD son:

1) Resuelve las ecuaciones de Maxwell® para geometrias complejas, donde el
rendimiento del dispositivo puede no ser intuitivo y donde no existen
métodos analiticos para predecir su comportamiento;

i) Permite estimular dispositivos que tienen tamafios de caracteristicas del
orden de la longitud de onda o menor. Esto es cuando la dptica geométrica,
como la ley de Snell, se rompe, lo que significa que los métodos de “trazado
de rayos” no daran resultados precisos;

iii) Puede obtenerse en una sola simulacién la respuesta de un rango amplio de
frecuencias utilizando como fuente un pulso;

iv) Permite encontrar frecuencias de resonancia y anchos de banda con exactitud,;

V) Calcula los campos eléctrico E y magnético H en toda la region de longitudes

de onda de interés.

En FDTD, las ecuaciones de Maxwell se resuelven numéricamente dentro de una

celda discreta en espacio y tiempo, llamada celda de Yee. El algoritmo de Yee centra las
componentes del campo E en los vértices de la celda y la componente del campo Henel

centro de las caras de la celda [277]. La continuidad de los campos E y H, se mantiene a
través de cualquier interfase entre diferentes medios permitiendo que no haya que poner
condiciones de contorno especiales, sino que basta con definir tanto la permeabilidad
como la permitividad de cada material. La desventaja del algoritmo de Yee y a su vez del

método FDTD es que se requiere un mallado en toda la regién de trabajo, con una

3 Las ecuaciones de Maxwell son cuatro: ley de gauss, ley de gauss del magnetismo, ley de Faraday
y ley de Ampere, definidas, respectivamente, a continuacion:
- = i —>—>_ i —>.—>__a_B_ —>.—>__, @
V.-D=p; V-B=20; V-E= P VH_]+6t

Donde D es la densidad de flujo eléctrico, p es la densidad de carga en el medio interior a la superficie
cerrada; B es la densidad de flujo magnético 6 induccion magnética; E es el campo eléctrico; t es el tiempo;
H es el campo magnético y J es la densidad de corriente sobre la superficie.
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discretizacién suficientemente fina como para resolver los detalles mas pequefios de la

geometria, lo que aumenta mucho el tiempo de simulacion.

Por otro lado, debido a la memoria finita de los ordenadores, se debe acotar la celda
de simulacion, limitando asi el espacio en el que se calculan los campos (Figura 1.14)
[276]. En aplicaciones de dispersion es necesario establecer condiciones de contorno que
simulen un espacio abierto, es decir, condiciones de frontera que simulen ondas
electromagnéticas propagandose mas alla del espacio de simulacién, se conocen como
condiciones de frontera absorbentes [275]. Estas condiciones evitan que la onda, tras
incidir en ellas, se refleje de nuevo hacia el material. Las mas utilizadas y las que mejores
resultados ofrecen son las fronteras PML (Perfect Matched Layer) que constituyen un
medio de espesor finito que rodea el espacio de simulacion creando una condicion de
impedancia que impide la reflexion de las ondas, independientemente de su angulo de
incidencia y de su frecuencia. Ademas, en el caso de estructuras periodicas se puede
reducir tiempos simulando la minima celda unidad que contenga a una estructura

completa, colocando en los ejes correspondientes condiciones de contorno periodicas.

La fuente de excitacion se aplica como un pulso en funcion del tiempo que se propaga
a través de la celda de simulacion e interactda con el medio y la nanoestructura (Figura
1.14). En nanoestructuras plasménicas cuando las estructuras son mas pequefias que el
spot del laser de excitacion experimental se utiliza como fuente de excitacion una onda
plana de amplitud 1, en caso contrario, la fuente de excitacion serd una haz gaussiano con

anchura igual al tamafio del spot.

Periodica
4‘“ S
by
Periodica

Figura 1.14 Esquema de una celda unidad en una simulacion FDTD modelo. Adaptada de
[276]
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1.7 EQuUIPOS RAMAN PORTABLES

La deteccion in situ es uno de los requerimientos mas importantes que debe cumplir
la tecnologia SERS para ser implementada en la deteccion de compuestos
organofosforados, especialmente agentes neurotdxicos (Figura 1.1, pag. 4). Actualmente,
existen equipos Raman portables comerciales con buena resolucion, pequefios y
econdmicamente accesibles. La Tabla 1.6 muestra algunos ejemplos junto con sus
caracteristicas mas importantes. Los precios rondan entre los 10-50 k€ dependiendo de
las caracteristicas y si se incluyen o no librerias de espectros y el algoritmo asociado para

la identificacion.

Tabla 1.6 Equipos Raman Portables comerciales y sus principales caracteristicas

Longitud Potencia Resolucion Bateria
Equipo de onda (MW) espectral )
(nm) (cm™)
Thermo Scientific
FirstDefender RM 785 75-250 7-10.5 800 >4 [278]
Analytik
DeltaNu ReporteR 785 70-100 12 430 >4 [279]
NanoRam B&K Tek
Model: BWS456 785 30-300 9 1200 >4 [280]
Serstech 100 Max.
Indicator 785 300 10 650 8 [281]
Bruker, BRAVO 700/1000 <100 10-12 1500 >4 [282]

1.8 TECNOLOGIAS PARA LA DETECCION DE COMPUESTOS

ORGANOFOSFORADOS

1.8.1 Deteccion de agentes neurotoxicos

Ademas de los sensores Opticos en los que se engloba la tecnologia SERS, los sistemas
de deteccion pueden clasificarse en resistivos, masicos y biosensores (Tabla 1.7). Los
sensores Opticos basados en fluorescencia o colorimetria han sido utilizados en la
deteccidn de este tipo de compuestos. Sin embargo, los sistemas resistivos mas sencillos,

sensibles y estables han sido méas sido ampliamente utilizados. Se basan en medir como
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cambian las propiedades de conduccién de un material sensible tras interactuar con el
analito. Los sensores de onda acustica superficial (SWA, del inglés surface-acustic
waves) son utilizados habitualmente como sensores mésicos. Estos miden el cambio de
frecuencia de resonancia del sensor tras la interaccion del analito con este, ofreciendo una
gran sensibilidad. Los sensores electroquimicos se basan en la reaccion entre el analito y
un electrodo de trabajo funcionalizado. Cuando se funcionalizan con proteinas o enzimas
se denominan biosensores. En estos casos la interaccidén es muy especifica alcanzandose

una alta sensibilidad.

Tabla 1.7 Ejemplos de sensores épticos, resistivos, masicos y biosensores reportados en la
literatura para la deteccidn de agentes quimicos en fase gas. Se han seleccionado ejemplos en
los que el limite de deteccion fuera inferior a 10 ppmV.

Tipo de sensor Material sensible/adsorbente gértzlct;gﬁ
Op_tlcg - Cristales liquidos dopados con 3 ppbV de DMMP [283]
colorimétrico cobre
Optico - Papel funcmqahzado con un 25 ppbV de DCP [103]
fluorescencia polimero
Nanotubos de carbono
Resistivo funcionalizados con grupos 50 ppbV de DMMP [284]
hidroxilo
Resistivo NAmEMSTE (PRI S 10 pptV de DMMP  [285]
conductores

SAW funcionalizado con

Masico polimeros electroespineados 40 ppbV de DMMP [286]
- SAW funcionalizado con 1,5 ppbV de DMMP
JESIIED polimeros 2 ppmV de CEES 13T,
Biosensor Sensor electroquimico
SENso funcionalizado con la encima 630 ppb de Sarin* [288]

electroquimico

acetilcolinesterasa

*Analito en fase liquida.
HCN: cianuro de hidrégeno; DMMP, dimetil metilfosfonato; DCP, dietil clorofosfato;
CEES, 2-cloroetilsulfuro.

También existen equipos comerciales portables basados en estas tecnologias
disponibles para la deteccion e identificacion de gases neurotoxicos en fase gas, la Tabla
1.8 presenta alguno de ellos. Estos equipos se caracterizan por su alta especificidad hacia
un agente nervioso por lo que si se quisiera cubrir un amplio rango de riesgos seria

necesario el uso de varios de estos equipos.

Actualmente, estas técnicas para la deteccion de agentes quimicos se desvian en

mayor o menor medida de la idealidad, Figura 1.1, cuando se analizan conjuntamente

39



Capitulo |

tamarnio, coste, sensibilidad, tiempo de respuesta, especificidad, precision, reversibilidad
y reutilizacion. De entre ellas, la espectrometria de movilidad idnica (IMS) es actualmente
la tecnologia lider, existiendo equipos comerciales como ChemProX de Environics [289];
adaptados a las necesidades de la comunidad NRBQ. Sin embargo, la identificacion de
mezclas complejas sigue siendo un desafio y particularmente la deteccion de agentes
nerviosos en fase gas a nivel de ppb, ya que la tasa de falsas alarmas es muy elevada.
Ademas, el uso de fuentes radiactivas para la ionizacién de la muestra impone rutinas de

mantenimiento especificas y de alto coste.

Tabla 1.8 Detectores comerciales de agentes neurotoxicos basados en tecnologias
alternativas al SERS.

Nombre del Metodolog,la 3k Especificaciones técnicas Precio Ref.
producto deteccion
Espectrosconia Dimensiones: 38x10x14 cm
AP4C P o "amap Peso: 2,1 kg 102.000€  [290]
Tiempo de repuesta: 10-15 s
E;sersg\?ﬁicggéa Dimensiones: 16x10x5 cm
ChemProX i6nica + Sensores Peso: 0,8 kg 9.000 € [289]
; Tiempo de repuesta: 1-3 min
semiconductores
Biosensor Dimensiones: 20x34x18 cm
FIDO C3 enzimético Peso: 6,8 kg N.D. [291]
Tiempo de repuesta <5 min
Dimensiones: 37x11x7 cm
FIDO X3 Fluorescencia  Peso: 1,4 kg N.D. [291]
Tiempo de repuesta <5 min
Hardened Espectrometria  Dimensiones: 44x16x33 cm
. de movilidad con Peso: 5,5 kg 28.000 € [292]
MobilTrace AP ;
trampa ionica  Tiempo de repuesta < 12 s

N.D.: Informacién no disponible

1.8.2 Deteccion de pesticidas

Existen muchos métodos para determinar la concentracion de pesticidas en agua,
frutas o suelos [293]. La metodologia clésica y mas utilizada en la deteccion de estos
compuestos son la cromatografia de gases-masas (GC-MS), la cromatografia de liquidos-
espectroscopia de masas (CL-MS), y la cromatografia liquidos de alto rendimiento
rendimiento-masas (HPLC-MS) debido a su alta selectividad y sensibilidad, pero estan

limitadas por su tiempo de operacion, tamafio, peso y precio, ademas de requerir
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experiencia para su manejo [294,295]. Por eso, en los Gltimos afios, han comenzado a
utilizarse otros sensores 0 biosensores que en comparacion con las metodologias clésicas
son més simples, precisos, selectivos y menos costosos. La Tabla 1.9 resume ejemplos de

estos tipos de sensores y sus limites de deteccion.

Tabla 1.9 Tipos de sensores reportados en la literatura para la deteccion de pesticidas.

Metodologia de Limite de

= Material sensible/adsorbente .,
deteccion deteccion

Columna cromatografica de
GC-MS silica, RXi®-5SiIMS (132%2]96 'r-agg [296]
(15 m x 0.25 mm, 0.25 pm)
Nanotubos de carbono 2000 ng/L de
SR hidrofobados carbofurano [297]
Columna de intercambio i6nico,
UHPLC-MS Metrosep A Supp Zs?i?gslal‘t:e [298]
(250 mm x 4 mm, 4,9 um) g
. i Inmunoensayo colorimétrico
Blosens_or o ptico - usando AuNPs funcionalizadas A pg/L b [299]
colorimétrico glifosato
con ADN
Optico - Quantum Dots sobre imprimidos 500 ng/L de
. . [300]
fluorescencia molecularmente difenoconazol*
QCM funcionalizado con
Masico ligandos tiol y sobre estos el ?él50rr]gi/rli_fg§ [301]
inhibidor del clorpirifos P
Biosensor Nanotubos de carbono 0.35 ng/L de [302]
electroquimico funcionalizados con ADN clorpirifés
*fungicida

QCM: microbalanza de cuarzo
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1.9 OBJETIVOS

Como se ha ido sefialando, la deteccidén de compuestos organofosforados en fase gas
frente a un posible ataque con armas quimicas es crucial para garantizar la seguridad
ciudadana. Asimismo, la deteccidn de estos compuestos en fase liquida puede ayudar a la

conservacion del medio ambiente.

En este contexto, esta tesis doctoral se ha focalizado en el desarrollo de nuevas
plataformas sensibles basadas en la tecnologia SERS para detectar e identificar
compuestos organofosforados en fase gas y liquida. Se han desarrollado sustratos SERS
combinando diferentes metales, nanoestructuras plasmoénicas y agentes de afinidad. La

presente tesis cubre los siguientes objetivos:

e Diseflar una metodologia de trabajo y medida Raman-SERS robusta y
reproducible que ayude a comparar las diferentes plataformas SERS
desarrolladas en términos de propiedades plasménicas y de deteccion de
compuestos organofosforados, bien en fase liquida o en fase gas.

e Identificar, caracterizar y en su caso sintetizar nanoparticulas de Ag y Au o
hibridas con plasmones de absorcidon en el rango de 600-800 nm.

e Explorar distintos métodos de deposicion de las nanoparticulas sobre soportes
solidos que permitan el acoplamiento del plasmén de resonancia de
nanoparticulas adyacentes haciendo méaxima la amplificacion de la sefial Raman.

e ldentificar nanoestructuras top-down y caracterizar sus propiedades
plasmonicas.

e Investigar distintas estrategias para mejorar el anclaje del analito a la superficie
metélica. Entre estas estrategias estan la interaccion directa, interacciones
electroestaticas o la adsorcion en los poros de materiales adsorbentes.

e Evaluar en las plataformas SERS desarrolladas las caracteristicas de los
sensores: selectividad, sensibilidad, tiempo de respuesta, estabilidad,
reusabilidad, y deteccion en condiciones de campo.

e Integracion de los sistemas SERS en chips de microfluidica compactos.

e Estudiar de manera tedrica la amplificacion del campo electromagnético sobre
la superficie del metal con el objetivo de predecir e interpretar el efecto SERS
utilizando el método computacional de Diferencias Finitas en el Dominio del
Tiempo, FDTD.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL RAMAN-SERS

Resumen

En este capitulo, se describen los equipos de espectroscopia Raman y la metodologia
Raman-SERS seguida en la caracterizacion de los sustratos SERS fabricados en el
desarrollo de esta tesis. Se detalla el calculo del Factor de Aumento Analitico de los
sustratos SERSs, la huella dactilar y la asignacién de bandas de las moléculas patron,
agentes neurotoxicos y pesticidas. Asimismo, se describen los sistemas de generacion de
vapores y sistemas experimentales utilizados en la deteccion SERS en fase gas.






Metodologia Raman-SERS

2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL RAMAN-SERS

2.1 INSTRUMENTACION RAMAN

2.1.1 Equipo Raman de sobremesa

En primer lugar, los sustratos SERS se caracterizaron con un equipo de sobremesa
Alpha 300 Raman Spectrometer de Witec que combina la alta eficiencia del detector
Raman (2 cm™) con un microscopio confocal de alta resolucion (Figura 2.1a). Este
sistema nos permite obtener espectros Raman en una geometria de backscattering, es
decir, la luz reflejada o dispersion Raman se recoge con el mismo objetivo de iluminacion,
para lo cual el sustrato SERS se sitla en un angulo de 90° con respecto a la fuente de
excitacion (Figura 2.1b). Esta configuracion asegura que solo la luz proveniente del plano
focal pueda alcanzar el detector aumentando el contraste de la imagen. La luz reflejada
es transportada por una fibra 6ptica multimodo hasta el detector, consistente en cdmaras
CCD de alto rendimiento cuantico (refrigeradas a -65°C). El equipo consta de dos
detectores, uno para el rango del visible y otro para el infrarrojo cercano, y de cuatro
fuentes de excitacion con longitudes de onda de 488 nm, 532 nm, 633 nm y 785 nm, y

una potencia maxima de 41 mwW, 32 mW, 18 mW y 272 mW, respectivamente.

(a) Microscopio  Laseres (b) Fuetm‘e I({e
v 1 ¥ N excitacion
e s
5 ! 20 / Detector
- ——— * - -
(]l 2
Fa~T> "
I \
I 1
Detectores { }
Celda de b _.
. Lelaaae \ 7 Plano Focal y
gases \mm da w= Plano de Referencia

Figura 2.1 (a) Equipo Raman de sobremesa Alpha 300 y (b) esquema de la configuracion del
microscopio utilizado durante la caracterizacion de los sustratos SERS.

El area de iluminacion del laser o spot, la resolucion espacial y la penetracion del

laser en la muestra son pardmetros del equipo que debemos conocer. El area de
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iluminacion del laser depende del diametro del disco de Airy* formado por el laser cuando

estd enfocado (d), y que a su vez depende de dos pardmetros (Ecuacion 2.1): la longitud
de onda de la fuente de excitacion (1) y la apertura numérica del objetivo (N.A.),
caracteristica de cada objetivo, que indica el rango de angulos en los que el objetivo puede

emitir o aceptar luz a una distancia fija.

— 122-2 Ecuacién 2.1

N.A.

La resolucion lateral viene definida por el criterio de Rayleigh [303]. El criterio de

Rayleigh expone que dos lineas espectrales son distinguibles si el maximo de uno
coincide con el primer minimo del otro. Asi, la distancia entre dos puntos de medida tiene
que ser mayor a la distancia entre el méximo de un disco de Airy y el minimo el siguiente,
por tanto, la méxima resolucién espacial viene determinada por el radio (r) del disco de
Airy (Ecuacion 2.2) formado por el laser.

r= f = 1,22- 2 Ecuacion 2.2

2  2-N.A.

La penetracion del laser en la muestra (h) esta definida por la longitud de onda de

excitacion (1), el indice de refraccion del medio (n) y la apertura numeérica del objetivo

(N.A.) como indica la Ecuacién 2.3.

A

L Ecuacion 2.3
(N.A.)?

h=n

La Tabla 2.1 nos muestras los valores de diametro del laser, area del spot, resolucién
espacial y penetracion para las diferentes longitudes de onda de excitacion y objetivos
utilizadas en el desarrollo de esta tesis. Asimismo, se muestran las aperturas numéricas y

la distancia de trabajo Optima para cada uno de los objetivos. En el célculo de la

4 El disco de Airy es un fendmeno éptico debido a la naturaleza ondulatoria de la luz. Cuando ésta
atraviesa una apertura circular se difracta produciendo un patrén de interferencia de regiones iluminadas y
oscuras sobre una pantalla alejada de la apertura. El patron de difraccion resultante en una apertura circular
iluminada uniformemente tiene una region central brillante conocida disco de Airy rodeada de una serie de
anillos concéntricos denominados patron de Airy.
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penetracion se ha considerado el indice de refraccion del didxido de silicio (SiO2, n =

1,45), sustrato mas utilizado como soporte SERS en esta tesis.

Tabla 2.1 Diametro, &rea del spot, resolucion espacial y penetracion del laser para las
diferentes longitudes de onda de excitacidn y objetivos utilizadas en el desarrollo de esta

tesis.
Apertura | Distancia | Diametro |Areaspot|Resolucién .
. L . . . . Penetracion
Objetivo | Numérica | de trabajo | spot laser espacial (h, um)
(N.A) (mm) (d, pm) (r, um) ’
Laser 532 nm
10x 02 . 1430 325 | 821 | 162 1929
20« 05 210 130 . 132 065 309
50« 08 057 08l . 082 041 | 121
100x 09 028 072 i 04 | 03 i 095
Laser 633 nm
1x 02 1430 38 . 171 19 | 2%
20« 05 210 | 154 187 077 . 367
5x 08 < 057 097 | 073 048 | 143
100x : 09 028 | 08 | 058 = 043 : 113
Léaser 785 nm
1x 02 1430 479 . 1801 239 . 2846
20« 05 210 | 192 | 288 0% . 455
5« 08 057 120 113 060 . 178
10x. = 09 . 028 106 . 08 053 | 141

Estas resoluciones espaciales junto con la de alta eficiencia del detector Raman y la
alta resolucion confocal del microscopio permiten realizar areas x-y-z con una alta
precision lo que permite aumentar el nimero de espectros por area obteniéndose

resultados mas robustos.

Para todos los sustratos SERS estudiados se optimizaron los parametros del equipo
gue se enumeran a continuacion. El objetivo es maximizar la amplificacién de la sefial

Raman evitando la foto-descomposicion de la muestra.

- Longitud de onda de excitacion, estrechamente ligada a la aplicacion final. En

general, la longitud de onda de excitacion tiene que ser lo mas cercana al maximo
de absorcion del plasmon de resonancia de superficie (SPR de sus siglas en
inglés, Surface Plasmon Resonance) del sustrato SERS. Pero en nuestro caso, los
analitos son moléculas pequefias facilmente fotodegradables. La fotodegradacién

puede producirse por un aumento de temperatura local originado por el campo
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eléctrico amplificado cuando la longitud de onda de excitacion coincide con el
SPR del sustrato. La descomposicién de la muestra proporciona la huella del
carbono amorfo, una banda ancha entre 1300 y 1500 cm™. Cuando esto ocurre
pasamos a utilizar longitudes de onda mayores, menos energéticas, para excitar
la muestra, aunque esto suponga reducir la intensidad Raman (Iraman = 1/A%). La
longitud de onda mas utilizada durante la tesis fue la linea laser de 785nm.

- Potencia del l&ser. Junto con la longitud de onda de excitacion es el parametro

mas importante. Una mayor potencia del laser proporciona una mayor intensidad
Raman, pero altas potencias pueden descomponer la muestra. En general,
siempre serd menor a 3 mW; lo estandar es comenzar en 1 mW y ajustarla
maximizando la sefial de la molécula.

- Objetivo del microscopio. Para una misma potencia laser disminuir el objetivo

reduce la dosis, evitando problemas de descomposicion de la muestra. La dosis
se define como la potencia laser/superficie irradiada (mW/um?). Por otro lado,
objetivos de menor magnificacion tienen un mayor volumen de interaccién con
la muestra (penetracion) lo que en sustratos rugosos permite hacer areas sin
acabar de perderse la altura focal. Los objetivos mas utilizados durante la tesis
fueron 20x y 50x.

- Tiempo de adquisicion es proporcional a la intensidad Raman. Uno de los

requerimientos de nuestra aplicacion es una respuesta rapida, por lo que se fijo
el tiempo de adquisicion en el minimo que nos proporcionara un espectro claro
de la molécula analizada. En general, entre 0,1s y 2s; comenzando la
optimizacion con 1s.

- Numero de acumulaciones. Cada acumulacion es un espectro con el tiempo de

adquisicion fijado, por lo tanto, un mayor nimero de acumulaciones se
corresponde con un mayor nimero de espectros promediados, disminuyendo el

ruido de fondo. EI nimero de acumulaciones vario entre 1y 10 acumulaciones.

- Horizontal shift. Se trata de un parametro del detector y se define como la
frecuencia con la que la camara CCD vuelca informacion al detector. Mayor
frecuencia de vuelco se traduce en menores sefiales Raman. Este parametro se
modificard solo cuando la optimizacion de los parametros previos no evite la
saturacion de la sefial. Por defecto se trabajara con 0,033 MHz de horizontal shift,

cambiando a 0,05 MHz cuando sea estrictamente necesario.
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Los espectros Raman obtenidos fueron tratados y analizados con el software

WITec 2.10 y el anélisis estadistico de las &reas mapeadas con el software WITec 1.60.

2.1.2 Equipo Raman portable

El equipo Raman portable BWTEK i-Raman pro system fue utilizado para conocer
las capacidades de deteccion de los sustratos SERS con sistemas portables méas cercanos
a las futuras condiciones reales de campo. La Figura 2.2 muestra los principales
componentes del equipo Raman portable BWTEK. Se trata de un equipo Raman modular,
mas sencillo y ligero (~3 kg), y acoplado a un detector CCD. La fuente de excitacion es
un laser de longitud de onda de 785 nm. El cabezal de salida o sonda esta acoplado a una
fibra optica que actia como fuente de iluminacion de la muestra y colector de los fotones
retrodispersados o sefial Raman. El detector CCD se enfria hasta -25 °C, mediante una

placa Peltier, alcanzando una resolucion espectral de 6 cm™.

Al carecer de microscopio para enfocar la muestra los Unicos parametros que
podemos optimizar para maximizar la sefial Raman son la potencia del laser, el tiempo de
adquisicién, y el nimero de acumulaciones. La maxima potencia del equipo son 350 m\W

y el didmetro del disco de Airy es de 100 pm.

- . ' ‘ Fuente Laser
________ > A s ‘ A =785 nm

Celda de
-/-\ gases

Figura 2.2 Equipo Raman portable BWTEK utilizado durante la caracterizacion de los
sustratos SERS.

Los espectros Raman obtenidos fueron tratados y analizados con el software
OriginPro 2018.
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2.2 FACTOR DE AUMENTO ANALITICO (AEF)

Las propiedades SERS o de aumento del campo electromagnético, y por tanto, de
aumento de la sefial Raman de una molécula en un sustrato plasmdnico pueden ser
calculadas siguiendo diferentes metodologias [34]. Dependiendo del método elegido el
factor de aumento puede variar hasta en un par de ordenes de magnitud. En el desarrollo
de esta tesis hemos seleccionado el Factor de Aumento Analitico (AEF, de sus siglas en
inglés, Analytical Enhancement Factor) para cuantificar el aumento del campo

electromagnético, y poder asi, intercomparar los diferentes sustratos SERS fabricados.

El AEF proporciona informacion sobre el aumento de la sefial que un sustrato SERS
produce en comparacion con un experimento Raman de referencia, es decir, sin sustrato

SERS, y se calcula siguiendo la siguiente ecuacién (Ecuacion 2.4):

IspRs

AEF — _CSERS Ecuacion 2.4
IRaman

Craman

Donde Isers Y Csers son la intensidad y la concentracién de la molécula analiza
cuando se mide sobre un sustrato SERS; e Iraman Y Craman SON la intensidad y la
concentracion de la misma molécula medida en ausencia del sustrato SERS. Para poder

comparar lIsers con lraman la molécula analizada y las condiciones experimentales de

medida deben ser casi idénticas. Debe mantenerse constante el detector, la longitud de

onda de excitacion, y objetivo, y puede modificarse la potenciay el tiempo de adquisicion.
En caso de variar estos pardmetros la intensidad de la sefial se debe normalizar por la

potencia y el tiempo (cts mW-! st) para poder realizar la comparacion.

En el Anexo Il (pag. 257) aparece el protocolo de medida del AEF detallando el
procedimiento experimental para realizar las medidas en condiciones Raman y
condiciones SERS de la disolucion de referencia. Asi como, los espectros Raman
promedio de referencia obtenidos para ambas moléculas y los diferentes laseres usados

en el célculo del AEF durante el desarrollo de esta tesis.

En general, las moléculas patrén en el calculo del AEF son cromo6foros o moléculas
con anillos bencénicos. En esta tesis se ha utilizado rodamina 6G (R6G) y 4-nitrotiofenol

(4-NBT, denominacion comun y extraida del inglés 4-nitrobenzenethiol), la Figura 2.3
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muestra la estructura quimica de ambas moléculas y la Tabla 2.2 sus principales

propiedades y las de las disoluciones utilizadas en el calculo del AEF.

(a) Rhodamina 6G (R6G) (b) 4-nitrotiofenol (4-NBT)

SH

NO,

Figura 2.3 Estructura quimica de las moléculas de referencia (a) rodamina 6G, R6G, y (b) 4-
nitrotiofenol, 4-NBT.

Tabla 2.2 Principales caracteristicas de las moléculas de referencia y de sus disoluciones en
el célculo del AEF.

Concentracién en| Concentracion

(4-NBT)

Molécula Pureza | Molecular| medida Raman en medida mon;cl)cr(i)za "
(Craman) | SERS (Csexs) |
- i i 3 s i 1512cm®
R B IR CUN ot U g B o
= ; : i stretching)
4-nitrotiofenol 9%x10” mol/L 1x10°® 1338 o
1849-36-1 i 100% 155,17 : (NO,

(etanol absoluto) (etanolabsoluto)i :
i i i stretching)

Antes de comenzar con las medidas de AEF, se caracteriz6 la huella dactilar de
ambos compuestos puros. La R6G es un sélido rosa y 4-NBT un sélido amarillo. La

Figura 2.4 muestra el espectro Raman de ambas moléculas.

La molécula de R6G posee multiples modos activos en Raman en el rango de 500 a
1700 cm™ (Figura 2.4a). Las bandas desplazadas a 1645, 1589, 1513 y 1360 cm™
corresponden al modo vibracional C-C stretching, 1567 cm™ al C=C stretching, 1177 y
767 cm™* al bending de los C-H aromaticos y 610 cm™ al bending del anillo aromatico
[304]. El pico utilizado para monitorizar R6G y calcular el AEF es el pico desplazado a
1513 cm™.

Por su parte, la molécula de 4-NBT tiene siete modos activos en el mismo rango, 500
a 1700 cm™ (Figura 2.4b). Los picos desplazados a 1181, 1099, 855 y 625 cm™ se
corresponden con modos vibracionales del enlace C-H, 1575 cm™ al stretching de los
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enlaces C-C y 727 cm™ al enlace C-S [305]. Por altimo, el pico a 1333 cm™ se
corresponde al stretching simétrico del enlace de NO, y sera su intensidad la utilizada

para calcular el AEF.

|(b) I l I_ I I 4

=}

(@)

1313 em’™
1360 cm’!
1513 em™!
1099 cm”™
1333 em™

610 cm’!
1177 cm’™

n
767 cm’
855 cm™!
1575 cm™

Intensidad Raman Norm. (u. arb)
Intensidad Raman Norm. (u. arb)

=N v =
AT 2
i T %
0,0 R6G 0,0 4-NBT,,
600 800 1000 1200 1400 1600 600 800 1000 1200 1400 1600
Desplazamiento Raman (cm™) Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 2.4 Espectro Raman de las moléculas de referencia R6G (a) y 4-NBT (b). En negrita
las bandas utilizadas para calcular el AEF con cada una de las dos moléculas patron.

2.3 DETECCION DE AGENTES NEUROTOXICOS EN FASE GAS

Esta tesis se ha desarrollado principalmente usando como molécula diana
metilfosfonato de dimetilo, DMMP, simulante del agente neurotoxico gas Sarin y a su
vez de toda la serie G de agentes neurotoxicos. El 2-cloroetilsulfuro (CEES, de sus siglas
en inglés 2-chloroethyl ethyl sulfide), simulante del gas lacrimégeno Mostaza, fue
utilizado para comprobar las capacidades de deteccidn de los sustratos SERS frente a

otras armas quimicas no organofosforadas.

2.3.1 Analitos de deteccidn, toxicidad y medidas de seguridad

Las principales propiedades fisicoquimicas de ambas moléculas aparecen en la Tabla
2.3. Ambos compuestos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich y son liquidos a temperatura

ambiente.

Tabla 2.3 Propiedades fisicoquimicas del DMMP y CEES.

NUmero Densidad Presion de
Compuesto Pureza | Molecular ebullicion | vapor (Pa)
CAS (gr/mL)
a20°C
DMMP 756-79-6  97% 124,08 1,145 -50 181 75
CEES 693-07-2  100% 124,63 1,07 -48,6 156 453
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La manipulacion de ambos compuestos debe realizarse bajo unas estrictas medidas
de seguridad debido a su alta toxicidad (ver Tabla 2.4). Debe usarse bata, méscara de
gases (FFABEKIP3-D12 EN 405:2001 de SPERIAN), doble par de guantes siendo el
exterior de caucho nitrilo con un grosor de 0,11 mm, y gafas de seguridad. Los residuos
y todo material que haya estado en contacto con estos compuestos o con sus diluciones
sera tratado como residuo toxico. Se guardard dentro de bolsas de pléastico herméticas
dentro de una campana de extraccion hasta la evaporacion de los posibles disolventes,
para después ser gestionados como residuo solido. En caso de verter una disolucion
pondremos papel absorbente dentro de la bolsa de plastico.

Tabla 2.4 Clasificacion de la toxicidad del DMMP y CEES de acuerdo con el Reglamento
(CE) 1272/2008 [306].

Categoria de Via de Palabra de ., .
Indicacion de peligro

clasificacion | exposicion | advertencia

DMMP

Categoria 1B Peligro H340 - provs)cj‘ar SASHEE
___________________________ S .11, B

Categoria 2 Atencion H361f Se sospecha qy_e perjudica a la
__________________________________________________________________________________________________________________ fertiidad

Categoria2 |  Ocular Atencion H319  Provoca irritacion ocular grave

CEES

Categoria 1A Peligro H350 Puede provocar cancer
""""""""""""""" . Provoca quemaduras graves en

Categoria 1B | Cutanea Peligro H314 la piel y lesiones oculares

' graves

Categoria 3 Inhalacion Peligro H331 Toxico en caso de inhalacion

Categoria 3 Cutanea Peligro H311 Toxico en caso d_e contacto
________________________________________________________________________________________________________________ conlapel .

Categoria 3 Oral Peligro H301 Toxico en caso de ingestion
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2.3.2 Caracterizacion de la huella espectral de DMMP y CEES en fase liquida

En primer lugar, se caracterizo la huella espectral de ambas moléculas midiéndolas
en fase liquida. Para ella se coloc6 una gota de 2 pL del agente simulante sobre un soporte
de SiOz y se siguid el mismo procedimiento que para medir la disolucion de referencia

en condiciones Raman (Anexo ll-a, pag. 257).

La Figura 2.5b muestra el espectro Raman y la estructura quimica de la molécula de
DMMP. Asimismo, en la Tabla 2.5 aparece la asignacion completa de bandas de la
molécula de DMMP medida en fase liquida. El espectro de DMMP tiene 12 picos
caracteristicos entre 400 y 1500 cm™. La sefial mas intensa aparece a 718 cm™ y se
corresponde con el modo vibracional P-CHs stretching (banda ¢ de la Figura 2.5 y Tabla

2.5) que serd la utilizada para monitorizar la deteccion de DMMP.

<7 s (© saof c ;

(a) Sarin /() DMMP
! A"

B

||||I'l--P-<III||O ; ——P--'IIIIO

| o
\\ \ ;

A / 400 600 800 1000 1200 1400 1600

~._- U Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 2.5 Estructura quimica de las moléculas de gas sarin (a) y DMMP (b). (c) Espectro
Raman de la molécula de DMMP medida en fase liquida. Condiciones experimentales de
medida: equipo Alpha 300; laser 785nm; objetivo 50x; potencia 10 mW y 10s. Las flechas en
(a) sefialan el pico mas intenso de (b), banda c.

A/
=0
N

j
/vu\u de f gh kl
0.0

pMMP,,,

Intensidad Raman Norm. (u. ar
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Tabla 2.5 Asignacion de bandas de la molécula de DMMP [307].

Desplazamiento ) .
Banda 1 Asignacion
Raman (cm™)

a 466 POCHj; bending
"""" b | 504  POjbending
"""" ¢ i 718  P-CHystretching
"""" d | 794  PO,bending
"""" e | 85  PO,bending
Cf i 93 CH,O rocking
"""" g | 1039 C-Ostretching
"""" h | 1062  C-Ostretching
T CHy bending

e o

k | 1419 CHj bending

| 1424 CH3P bending

Por otra parte, la Figura 2.6 muestra la estructura quimica de las moléculas de gas
mostaza y de su simulante, CEES. EIl espectro Raman y la asignacion de bandas de la
molécula de CEES medida en fase liquida aparecen en la Figura 2.6¢ y Tabla 2.6. El
espectro muestra tres picos principales entre 400 y 1100 cm™. El pico més intenso se

corresponde con el C-S stretching y esta desplazado a 690 cm™ (banda b del espectro).

(a) Gas mostaza © 10t
E
- - S
Cl \/‘\ /\/bl S
=
"y
=
e m—— Z 05
- S~ =
- \“ {'E
»” (b) CEES . E
V4 \‘ x
’ \ _%
e ! S
\\ \/\ /\ ’: 7 0,0 CEES,,
~ i é L 1 L
S~ - 400 600 800 1000

- -

Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 2.6 Estructura quimica de las moléculas de gas mostaza (a) y CEES (b). (c) Espectro
Raman de la molécula de CEES medida en fase liquida. Condiciones experimentales de
medida: Raman portable BWTEK; laser 785nm; 350m mW; 10s.
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Tabla 2.6 Asignacion de bandas de la molécula de CEES [308].

Desplazamiento ) »
1 Asignacion
Raman (cm™)
C-S bending ;
. 650 C-S-C stretching
b | 690 C-S stretching
c | 750 C-Cl stretching

2.3.3 Celda de gases

La celda de gases fue disefiada ad hoc y consta de tres piezas: la base, la cubierta 'y
el calce (ver Figura 2.7a y b). Las dimensiones totales son de 70x60x10 mm y una vez
cerrada tiene un volumen interno de 2,7x102 cm®. La parte central de la cubierta tiene
una apertura de 20 mm de didmetro que actla como ventana oOptica para enfocar el
microscopio Optico del equipo Raman. La apertura se cierra con un cubre de pyrex de
150 um de espesor. El cubre de pyrex se pega a la tapa de aluminio mediante el adhesivo
epoxi de dos componentes Araldite® de la marca Ceys. El calce se coloca dentro de la
base y sobre €l se coloca el sustrato SERS. El calce permite acercar el sustrato a la ventana
Opticay entrar dentro de la distancia focal del objetivo, el sustrato quedara a una distancia
de alrededor 150 um de la ventana oOptica. La celda de gases trabaja en flujo continuo de
gas con una entrada y una salida enfrentada. La entrada del gas se realiza rasante al
sustrato SERS, de este modo se minimiza el volumen muerto (ver Figura 2.7c). La
estanqueidad de la celda se consigue mediante una junta térica alojada en una hendidura
de la base y la celda se cierra con tornillos M5. Los planos detallados de la celda aparecen

en el Anexo IlI.

La celda de gases de gases se fabricd en aluminio en el Servicio de Mecanica de
Precision de los Servicios de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Zaragoza.
Para las entradas y salidas de la celda, se utilizaron racores de acero con férula plana. Las
tuberias de entrada fueron de acero con 1/16” de diametro externo y las de salida de Teflon
(politetrafluoroetileno) 1/8” de diametro externo. Para las ramificaciones aguas abajo de

la celda se emplearon tuberias de acero y aguas arriba de Teflon.
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(@)

©
) ) Ventana
Distancia ..
optica
-——=>
Entrada
vapores ¥ < vapores

Calce Sustrato SERS

Figura 2.7 (a) Celda de gases donde se coloca el sustrato SERS durante la deteccion de
agentes neurotdxicos en fase gas. (b) Cubierta de la celda de gases. (c) Esquema transversal
de la celda de gases.

Dependiendo de la molécula y la concentracion de esta el sistema experimental de
generacion de vapores y alimentacion de los mismo a la celda puede modificarse
ligeramente. A continuacion, se muestran las configuraciones usadas en el desarrollo de

esta tesis.

2.3.4 Generacion de vapores de DMMP, simulante del gas Sarin
2.3.4.1 Tubo de permeacion

Los sistemas de permeacion son un excelente método de generacién de vapores de
concentracion conocida en el rango de ppm (partes-por-millén) y ppb (partes-por-billén).
Conocida la permeacion a través de la membrana, certificada por el proveedor, para unas
condiciones de caudal y temperatura constante, la concentracion de la corriente de salida
puede ser calculada. En el desarrollo de esta tesis se ha trabajado con un tubo de
permeacion tubular diametro y longitud 10 mm de VICI (ref. MT-PD-Experimental 107-
100-7845-HE3-C50, ver Figura 2.8a) a una temperatura de 80°C y un caudal de arrastre
de 10 mL/min. En estas condiciones el caudal de permeacion v es de 126,78 +
4,81 ng/min, alcanzandose una concentracion de DMMP en la corriente de salida de
2,5 ppmV.
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La concentracion se calcula mediante la siguiente ecuacion (Ecuacion 2.5):

s (42

Fe

C = Ecuacion 2.5

Donde C es la concentracion expresada en ppmV, v es la velocidad de permeacion
en ng/min, PM es el peso molecular del DMMP (124,48 gr/mol) y Fc el caudal del gas
de arrastre (mL/min). En el calculo se consideraron una 1 atm de presion y 25°C. Para
evitar problemas de sobrepresion en la celda de gases el caudal de arrastre se fijé en
10 mL/min.

(@) Tubo (b) Tuboen U (¢) Esquema montaje tubo en U
permeacion @ Termopar

T Entrada Salida
gas vapores
Esferas
f. .4 *» Tubo
de vidrio .,
permeacion

Bario Vv X Lana de vidrio
termostatico
Figura 2.8 (a) Tubo de permeacién, (b) tubo en U. (c) Esquema de montaje del tubo de
permeacion dentro del tubo en “U”.

Para alcanzar y mantener el tubo de permeacion a 80°C, este se coloco en un tubo en
U (¢ = 19 mm) de vidrio dentro de un bafio termostatizado (Figura 2.8b y c). A la entrada
del tubo en U se colocaron bolas de vidrio para precalentar el caudal de aire de entrada
antes de que alcance el tubo de permeacion colocado en la salida. Se coloc6 un termopar
dentro del tubo en U. Antes de comenzar a usarse, el sistema tiene que alcanzar un estado
estacionario. El sistema se estabiliza transcurridas 2 h en las condiciones fijadas de

temperatura y caudal.

Dependiendo del gas de arrastre, N2 o aire del laboratorio, el sistema experimental
cambia ligeramente, siendo la principal diferencia el mecanismo de impulso del gas.
Cuando usamos N2 es la sobrepresion de la botella la impulsora del gas (ver Figura 2.9).
Por el contrario, cuando usamos aire del laboratorio colocamos una microbomba de
succion aguas arriba de la celda de gases para arrastrar los vapores del DMMP hasta esta

(ver Figura 2.10). Ambos sistemas tienen un medidor de caudal a la salida para confirmar

58



Metodologia Raman-SERS

el caudal constante de 10 mL/min y detectar posibles fugas. Existe un bypass (V2) que se
utiliza durante los 20 min previos a comenzar el experimento para estabilizar la
concentracion y el caudal., y siempre que el tubo de permeacion esté en funcionamiento
y no queramos que los gases pasen por la celda. Los gases de salida se ventean al exterior.

Los espectros Raman comienzan a recogerse desde que se abre la valvula de paso (V2)

hacia la celda de gases y manteniendo V3 cerrada, ver Figura 2.9 y Figura 2.10.

Tubo permeacion W ®
en baiio a 80°C OIS
‘S‘b &
v
¥ ¥
&
O—p
AAAAAAAA V3 Celdade gases

Bypass limpieza celda

Figura 2.9 Sistema experimental de generacion de vapores de DMMP arrastrados por una
corriente de N,

Tubo permeacion W IS
en baiio a 80°C N N
&
SRS
&

Aire
laboratorio Vi

V3 Celda de gases Microbomba

succion

Bypass limpieza celda
Figura 2.10 Sistema experimental de generacion de vapores de DMMP arrastrados por una

corriente de aire succionada del laboratorio

2.3.4.2 Bolsas de gases

Los vapores de DMMP de concentracion menor a 2,5 ppmV se generaron utilizando
bolsas de gases. Las bolsas de gases o Tedlar® bags con bajas concentraciones de DMMP
se preparan a partir de una bolsa “madre” o stock de mayor concentracion mediante un

sistema de dilucion secuencial.

En primer lugar, la bolsa de gases se llena con N> utilizando el sistema experimental

mostrado en la Figura 2.11a. Para llenar bolsas de 10 L se utiliz6 un medidor de caudal
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de 100 mL/min, y para llenar bolsas de 1 L un medidor de 10 mL/min, controlando el

tiempo de Ilenado con un cronémetro.

La bolsa “madre” se prepara inyectando DMMP liquido con una jeringuilla
Hamilton® de liquidos a través del septum dentro de la bolsa. La concentracion se calcula

como muestra la siguiente expresion (Ecuacion 2.6).

p 1
¢ (ppmV) *Vpoisa (L) - ﬁ *PMppyymp - PpMmmP

Ecuacion 2.6

Donde, C es la concentracion final de la bolsa en ppmV; V es el volumen total de
N2 en la bolsa expresado en litros (L); P es la presion atmosférica (1 atm); R la constante
de los gases ideales; T la temperatura (25 °C); PM es el peso molecular del DMMP
(124,08 g/mol) y p es la densidad del DMMP (1.145 g/mL). Asi, por ejemplo, para
conseguir una concentracion de 9 ppmV tenemos que inyectar un volumen de 0,4 pL de

DMMP en una bolsa en la que se introducen10 L de N2 con un medido de flujo mésico.

Tras un periodo de estabilizacion de 12 h, la bolsa diluida de DMMP se preparara
extrayendo la cantidad necesaria de gas con una jeringuilla de gases Hamilton® (Figura
2.11b); e inyectandolo en una bolsa de gases de 1 L. El volumen de N2 se ajustara
dependiendo del volumen de gas trasferido de la bolsa “madre”. La dilucion podra ser
usada en 12-24 h. La Figura 2.11b muestra un esquema de la preparacion de la bolsa

“madre” y de su posterior dilucion.

El sistema experimental de alimentacion de la bolsa a la celda de gases se muestra
en laFigura2.11c. Los vapores de DMMP son succionados por una microbomba colocada
aguas arriba de la celda y manteniendo un caudal de arrastre de 10 mL/min. Los espectros
Raman comienzan a recogerse desde el momento en que la microbomba empieza a

succionar el DMMP de la bolsa.
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(a) Llenado de la bolsa de gases con N,

° Medidor de
caudal

Bolsa llena N,  DMMP liq diluida
(c) Alimentacion de los vapores de la bolsa a la celda de gases
Medidor de
caudal salida

' _’If—.z:ﬁ_’@_’"!'"_’

p Celda de gases Microbomba
Bolsa DMMP succion

Figura 2.11 (a) Sistema experimental de llenado de una bolsa de bases con N.. (b) Esquema
de la inyeccion del DMMP liquido en la bolsa de gases y dilucién. (c) Sistema experimental
de succidn de los vapores de DMMP (< 2,5 ppmV) de la bolsa de gases a la celda de gases.

2.3.5 Generacion de vapores de CEES, simulante del gas mostaza

Los vapores de CEES se generaron usando un capilar de difusion. Estos son otro
método de generacion de vapores de concentracién conocida en el rango de los ppms y
ppbs (Figura 2.12). En este caso, el compuesto liquido se coloca en el reservorio del
capilar a temperatura constante, y es la presion de vapor la que ejerce una fuerza constante

permitiendo la difusion de gas a través del capilar del tubo (ver Figura 2.12b).
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(a) ®) CEES equilibrio
CEES liquido-vapor Capilar
liguido 4 A
R 4
‘ o od
¢ 73

Figura 2.12 (a) Ejemplo de capilar de difusion. (b) Esquema del capilar de difusion usado en
esta tesis con sus dimensiones (expresado en milimetros, mm).

El sistema experimental de generacién de vapores de CEES sigue el mismo esquema
que el usado en la generacion de vapores de DMMP arrastrados por N2 (ver Figura 2.9,
pag. 59) pero sustituyendo el tubo de permeacion por el capilar de difusion dentro del
tubo en U. El caudal de arrastre de N2 se mantiene constante en 10 mL/min y la

temperatura del bafio baja a 20 °C.

El caudal de difusion del CEES v (ng/min) a través del capilar se calcula segun la

Ecuacién 2.7.

A P .
v=190x%x10*-T-D,-PM -— Ecuacion 2.7

. log—
L pP— PCEES

Donde T es temperatura del vapor, 293 K (20 °C); Do, coeficiente de difusion,
1,07x10* cm?/sec [309]; PM, peso molecular del CEES (124,63 g/mol); A, érea
transversal del capilar, 0,19 cm?; L, longitud del capilar, 7,3 mm; P, presion atmosférica,

760 mmHg; vy, Pcees presion de vapor del CEES a temperatura T (3,4 mmHg).

La concentracion final del CEES se calcula mediante la Ecuacion 2.5 (pag. 58), que
al igual que en caso del DMMP depende del caudal del gas de arrastre, el peso molecular
del CEES y la velocidad de difusién de este.

Para unas condiciones de presion y temperatura (20 °C) y con un caudal de N2 de
10 mL/min el caudal de difusion del CEES es de 3,9 ng/min, y, por tanto, la concentracion

alimentada a la celda de gases es de 76 ppbV.

El sistema tiene un periodo de estabilizacién de 36 h, tras las cuales puede comenzar
a usarse. El tubo en U y la celda de gases, asi como todas las tuberias, fueron diferentes
a las utilizadas en los experimentos con DMMP.
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2.4 DETECCION DE PESTICIDAS EN FASE LIQUIDA

En el caso de la deteccion de pesticidas en fase liquida se seleccioné el paraoxon-
metil como molécula diana, en adelante paraoxon. El paraoxon se encuentra dentro del
grupo de los pesticidas organofosforados, siendo ademas un metabolito activo del

insecticida paration.

La Figura 2.13a muestra la estructura y la Tabla 2.7 las principales propiedades
fisicoquimicas de la molécula paraoxon. El paraoxon es un liquido viscoso a temperatura
ambiente. Los valores de temperatura de fusion y ebullicion, asi como la densidad, no se

encontraron tabulados en literatura.

Al igual que el DMMP y CEES, el paraoxon es una molécula con una alta toxicidad
(ver Tabla 2.8) por lo que su manipulacion debe realizarse con doble par de guantes y el
exterior de caucho nitrilo de 0,11 mm, mascara de gases y gafas de seguridad. Sus
residuos, asi como todo material en contacto con este, se tratardn como residuos toxicos

y se gestionaran como residuo sélido.

(a) Paraoxon (b) . - r - . .

=]
T
1

= 0.0

Paraoxen

N
‘\2/’;
|
O
-
/
Intensidad Raman Norm. (u. arb)

600 800 1000 1200 1400 1600
Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 2.13 (a) Estructura quimica de la molécula paraoxon. (b) Espectro Raman de la
molécula de paraoxon medida en fase liquida. Condiciones experimentales de medida: equipo
Alpha 300; laser 785nm; objetivo 20x; potencia 85 mW y 5 s. Las flechas en (a) sefialan el
pico mas intenso de (b), banda i.
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Tabla 2.7 Principales propiedades fisicoquimicas del paraoxon

. Punto Presion de
Densidad ., .,
Compuesto Pureza | Molecular (gr/mL) fusion | ebullicién | vapor (Pa)
g (C) 220 °C
Paraoxon-
metil i 950-35-6  100% 247,14 N.D. N.D. N.D. 170
(paraoxon) |

N.D.: Informacién no disponible

Tabla 2.8 Clasificacion de la toxicidad del paraoxon de acuerdo con el Reglamento (CE)
1272/2008 [306].

Categoria de Via de Palabra de

., ., . Indicacién de peligro
clasificacion exposicion | advertencia pelig

Paraoxon-metil

|
Categoria 2 % Oral Peligro H300 Mortal en caso de ingestion
!

En primer lugar, se caracterizd la huella dactilar del compuesto puro. La molécula
de paraoxon posee 12 modos activos en Raman entre 600 y 1700 cm™ (Figura 2.13). El
maés intenso, desplazado a 1348 cm™ y correspondiente a la banda NO2, fue seleccionado
para monitorizar la deteccion de paraoxon. La asignaciéon completa de las bandas de

paraoxon aparece en la Tabla 2.9.
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Tabla 2.9 Asignacion de bandas de la molécula de paraoxon [310]

Desplazamiento : .,
Asignacion

Raman (cm™)

619 Movimiento del anillo fuera del plano
631 NO, scissor y C-C bending
734 NO,scissor yC-Cbending
f 1110 C-Hbend yNO, asymmetricstretch
. C-Hbend (inplane)/NO2 asymmetric stretch,
vibracion en plano de para-nitrofenol
h 1228 P=Ostretching

ol

o o

e

g 1163

i 1348 NO, symmetric stretching
' 1448 Deformaciéndelano
k1524 NO,unsymmetricstretching

1 1590  Vibracéndelano

La deteccidn de paraoxon se realizé en fase liquida, para ello se prepararon diferentes
diluciones de paraoxon partiendo de una disolucion “madre” o stock que se realiz6
pesando el paraoxon. La disolucién stock 1 mM y las consecutivas diluciones se
prepararon en etanol absoluto. En el desarrollo de esta tesis hemos desarrollado dos tipos
de deteccién dependiendo del tipo de sustrato SERS: deteccion en estatico y deteccion en

contindo, ambas se describen a continuacion.

2.4.1 Deteccidn en estatico

La deteccion de paraoxon en estatico se realizé incubando los sustratos SERS en
disoluciones de concentracion conocidas de paraoxon, y midiendo la huella espectral una

vez seco el sustrato SERS.

Los sustratos SERS se incubaron en 25 mL de cada una de las diferentes diluciones
de paraoxon durante 40 minutos, en posicion vertical. Se dejaron secar durante 30
minutos y se llevaron al equipo Raman Alpha 300 para caracterizar las capacidades de

deteccidn de paraoxon de los sustratos SERS.
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2.4.2 Deteccion en continuo

La deteccidn de paraoxon en continuo se realizd haciendo pasar las disoluciones de
concentracion conocida de paraoxon por los microdispositivos SERS impulsadas por una
bomba de jeringa. En este caso las diluciones se prepararon en agua destilada. La

fabricacion de los microdispositivos SERS aparece en el Capitulo 4.

El microdispositivo se situa bajo el microscopio del equipo Alpha 300 de sobremesa
como se muestra en la Figura 2.14 y la disolucion de paraoxon es alimentada de manera
continua con una bomba de jeringa (Standard Infusion Only PHD Ultra de Harvard

Apparatus) y un caudal constante de 0,5 mL/min.

Objetivo
-=== equipo
Raman

Jeringa

Salida

Bomba de jeringa

Dispositivo de microfluidica

Figura 2.14 Sistema experimental de deteccion de paraoxon en flujo continuo
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NANOPARTICULAS DE PLATA PARA LA DETECCION DE
AGENTES NEUROTOXICOS EN FASE GAS

Resumen

En este capitulo sintetizamos y depositamos nanotridngulos de plata sobre tres sustratos
diferentes: una oblea de SiO2/Si, una malla de acero inoxidable y una plancha de grafito.
El AEF se calculd con la molécula patron R6G y tres longitudes de onda de excitacion
532, 633y 785 nm. Los mejores resultados los ofrecié el sustrato SERS de grafito con el
laser de 785 nm, por eso fue seleccionado para la deteccién de DMMP en fase gas a una
concentracion de 2,5 ppmV con el equipo Raman portable. La interaccion entre la
molécula de DMMP y la plata fue estudiada mediante calculos computacionales basados

en la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT).

El contenido de este capitulo ha sido adaptado de la siguiente publicacion cientifica:

M. Lafuente, D. Sanz, M.A. Urbiztondo, J. Santamaria, M.P. Pina, R. Mallada.
“Gas phase detection of chemical warfare agents CWAs with portable Raman”

Journal of Hazardous Materials, 2020, 384, 121279. DOI: 10.1016/j.jhazmat.2019.121279
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3 NANOPARTICULAS DE PLATA PARA LA
DETECCION DE AGENTES NEUROTOXICOS EN
FASE GAS

3.1 INTRODUCCION

Como se ha comentado en la introduccion, el efecto SERS depende de la seccion
transversal de la molécula analito [28,29]. En nuestro caso, la cross-section de los agentes
neurotdxicos, y en general, de las armas quimicas, es pequefia, en el rango de 102° cm?
sr't molecule [311], en comparacion con las de los colorantes, alrededor de 104-10%
cm? sr't molecule para algunas longitudes de onda [29]. Esto implica que para poder
detectarlos a bajas concentraciones con la tecnologia SERS es necesario disefiar sustratos

capaces de originar una gran amplificacion del campo eléctrico y la sefial Raman.

Estudios tedricos y experimentales han demostrado que las propiedades plasmonicas
de los sustratos SERS son altamente dependientes de la distancia entre particulas, la forma
y tamafio de la nanoparticula y las propiedades dieléctricas de la particula, soporte y del
medio que los rodea [312-315].

Los sistemas plasmdnicos basados en una particula o varias particulas metalicas
sobre un soporte formado por una capa fina de metal han sido estudiados ampliamente,
Ilegandose a entender el acoplamiento plasmonico entre las nanoparticulas individuales
y los plasmones de superficie propagantes sobre la capa fina metélica [168,313-318]. Sin
embargo, se han realizado muy pocos estudios sobre sistemas plasmonicos formados por
recubrimientos con una alta densidad de nanoparticulas sobre soportes metalicos o
soportes no metalicos [319-322], donde el acoplamiento particula-particula y particula-
soporte puede afectar al plasmon de resonancia del sustrato SERS, la fluorescencia o la
transferencia de calor, y, por tanto, al espectro y la intensidad SERS obtenida.

El plasmon de resonancia de sustratos SERS de alta densidad de nanoparticulas
puede verse modificado por un acoplamiento de la interaccion dipolo-dipolo de
nanoparticulas contiguas con modos plasmonicos propagantes del sustrato metalico
[319], por la distancia entre las nanoparticulas y los film metélicos [320], al tamafio y
espaciado entre nanoparticulas [321] o al cambio de las propiedades dieléctricas del

medio que rodea a las particulas [322]. Por otro lado, el acoplamiento entre las
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nanoparticulas y ciertos soportes puede producir transferencia de carga y energia,
reduciendo la florescencia de la sefial [323]. Parte de este capitulo estd dedicada al estudio
de la dependencia del plasmén de resonancia de los nanotriangulos de plata con el soporte

del sustrato SERS: oblea de SiO>/Si, mallas de acero inoxidable y planchas de grafito.

Se seleccionaron nanotridngulos de plata, Ag nPlates, como material plasménico por
cuatro razones relacionadas con la aplicacion final como sensor SERS para la deteccidn
de DMMP en fase gas:

)} Las propiedades opticas de la plata. Una parte imaginaria de la funcion
dieléctrica o permitividad pequefia que se traduce en un factor de calidad Q
mayor, y que le permite tener un plasmén de superficie localizado en la
region visible del espectro electromagnético [28].

i) La interaccion especifica entre la molécula de DMMP vy la plata a través del
grupo P-O [324].

iii) La extraordinaria amplificacion del campo electromagnético que se produce
en las puntas y bordes de los nanotriangulos de plata [80,81].

iv) La coincidencia del plasmén de superficie localizado de los Ag nPlates con
la longitud de onda de excitacion de 785 nm usada en las medidas con el

equipo Raman portable.

3.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Materiales

Nitrato de plata (AgNOs3, 99,99999%), citrato de sodio tribasico dihidratado (>99%),
peroxido de hidrogeno (H202, 30%), bromuro de potasio (KBr, > 99%), borohidruro de
sodio (NaBHs, > 99%), cloruro de poli(alildimetilamonio) (PDDA, 20% en peso),
rodamina 6G (R6G) y metilfosfonato de dimetilo (DMMP, 97%) se compraron en Sigma
Aldrich y se usaron como se recibieron. Todas las disoluciones se prepararon con agua
destilada. Las obleas de silicio con 1 um de 6xido de silicio térmicamente depositado
(SiO2/Si) se adquirieron en Sil"Tronix. Las planchas de grafito tipo RivaTherm-HD

fueron suministradas por Kempchen.
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3.2.2 Sintesis de nanotriangulos de plata (Ag nPlates)

La sintesis de los nanotriangulos de plata, en adelante Ag nPlates, fue optimizada
por el Dr. Diego Sanz del Instituto de Nanociencia de Aragon (INA) basandose en
protocolos previos [131]. Brevemente, en un vial de 20 mL y bajo agitacion magnética se
afiaden las siguientes disoluciones acuosas: 8,5 mL de agua destilada; 3,75 mL de una
disolucion 0,5 mM de AgNOs; 1 mL de citrato de sodio 25 mM; 28,2 puL de H.O2y 10 pL
de KBr. Por ultimo, se afiade el NaBH4 (1,25 mL, 10 mM), encargado de reducir la plata.
La disolucion pasara de tener un color amarillo a azul en un par de minutos, indicando la
formacion del Ag nPlate. La disolucion es centrifuga a 21000 rpm durante 20 min, y el
sobrenadante se vuelve a centrifugar. Los precipitados se redispersan en agua destilada
hasta alcanzar una concentracion de 80 mg/mL y se afiade citrato de sodio como
estabilizante (concentracion final 2,5 mM).

3.2.3 Preparacion del sustrato SERS

Los sustratos SERS se prepararon sobre tres soportes diferentes: una oblea SiO/Si,
una malla de acero inoxidable y grafito. Todos los soportes fueron cortados en piezas de
alrededor de 4 mm x 8 mm (ver Figura 3.1).
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Figura 3.1 Imagen de los diferentes soportes usados como sustrato SERS: (a) oblea de
Si0./Si; (b) plancha de grafito y (c) malla de acero inoxidable. Se adjunta una magnificacién
de la malla de acero.

Antes de comenzar con el deposito de los Ag nPlates, los soportes fueron lavados
durante 10 min, y de manera secuencial, con acetona, isopropanol y agua en un bafio de
ultrasonidos. A continuacion, los sustratos se incubaron en posicion vertical en una
disolucion de PDDA (0,2 % v/v) durante 4 h, tras las cuales se lavaron con abundante
agua destilada y se secaron durante 10 min en un horno a 110 °C. Tras este tiempo, los
sustratos se incubaron en la disolucion de Ag nPlates durante 12 h y, finalmente, se

dejaron secar en posicion vertical a temperatura ambiente. La plancha de grafito antes de
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ser incubada en PDDA se exfolio con un scotch tape. En adelante los sustratos SERS se

denominaran Ag nPlates@SiO>/Si, Ag nPlates@malla y Ag nPlates@grafito.

La descripcion de los equipos y técnicas de caracterizacion se incluyen en el Anexo I.
Se calcul6 el AEF de los tres sustratos SERS utilizando R6G como molécula patrén y los
laseres de 532 nm, 633 nm y 785 nm del equipo Alpha 300 como fuentes de excitacion y
aplicando una dosis de irradiacion de 0,13 mW/um?, 0,67 mW/um? y 0,88 mW/um?,
respectivamente. El tiempo de integracion fue de 1 s y una acumulacion en todos los
casos. El protocolo de medida y célculo del AEF aparece detallado en el apartado 2.2
(pag. 50), con la diferencia que en este capitulo se utilizé una concentracion de R6G para
las medidas SERS de 10 puM.

Los experimentos de deteccién de DMMP se realizaron en primer lugar con el equipo
Alpha 300, y posteriormente, con el equipo Raman portable. Las condiciones de este
Gltimo fueron una dosis de irradiacion de 0,035 mW/pm?, tiempo de adquisicion de 1 sy
100 acumulaciones. Los vapores de DMMP se generaron usando un tubo de permeacion
calibrado (ver apartado 2.3.4.1, pag. 57) y se arrastraron con un caudal constante de N2
de 10 mL/min hasta la celda de gases. El esquema detallado del sistema experimental

aparece en la Figura 2.9, pag. 59.

3.2.4 Célculos computacionales DFT

Los célculos teoricos de interaccion de los Ag nPlates con la molécula de DMMP
fueron realizados por el Dr. Miguel A. Urbiztondo del Instituto de Nanociencia de Aragén
(INA).

La geometria y las frecuencias vibracionales de la molécula de DMMP se calcularon
usando métodos basados en la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT, de sus siglas
en ingles density functional theory). Y los célculos se realizaron usando el software
Gaussian 09 [325].

La optimizacion de la geometria del estado fundamental de la molécula de DMMP
se realizé con el método DFT hibrido B3LPY [326,327] y el conjunto de funciones de
base 6-311+ +G(d,p). Las moléculas de DMMP adsorbidas sobre la plata y los &tomos de
plata fueron calculados con el conjunto de funciones de base 6-311+ +G(d,p) y con el

conjunto de bases LANL2DZ, respectivamente.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracterizacion de los sustratos SERS

El rendimiento de la sintesis hacia la forma de nanotridngulos se calcul6 a partir de
imagenes TEM de Ag nPlates recién sintetizados (ejemplo en Figura 3.2a). El
rendimiento medio fue de un 85% de triangulos o plates de 38 + 15 nm de lado (N > 500)

y un 15% de nanoparticulas esféricas.

El espectro de absorcion de la suspension Ag nPlates en funcién del tiempo de
envejecimiento aparece representado en la Figura 3.2c. En todos los casos aparece un
méaximo de absorcion en torno a 700 nm correspondiente a un modo plasmonico dipolar
presente en las caras y las esquinas, con especial intensidad en estas Ultimas. Las bandas
desplazadas a 460 nm y 331 nm corresponden a un modo plasmonico cuadripolar que
aparece solo en las caras [328]. Podemos observar que el plasmon se desplaza hacia
menores longitudes de onda, 640 nm, tras almacenarse los Ag nPlates durante un mes a
temperatura ambiente y oscuridad. Esto se debe a que el LSPR es muy dependiente del
tamafio y la forma de las nanoparticulas metalicas, y, por tanto, esta evolucion del LSPR
puede deberse a una reorganizacion atémica de los Ag nPlates hacia una forma
termodinamicamente mas estable [329]. En nuestro caso puede estar debida a la perdida
de las puntas de los tridngulos de los Ag nPlates (planos cristalograficos (110)) por la
tendencia de la plata a la esfericidad o planos (111). La Figura 3.2a y b muestra imagenes
TEM de los Ag nPlates recién preparados y tras 30 dias donde puede observarse que

transcurrido dicho tiempo los triangulos son mas redondeados.
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Figura 3.2 Iméagenes TEM de los Ag nPlates recién sintetizados (a) y envejecidos 30 dias
(b). (c) Evolucion del espectro de adsorcion UV-Vis-NIR de la disolucion de Ag nPlates con
el tiempo. El inserto muestra una imagen real del color de la disolucion.
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Los recubrimientos de Ag nPlates se prepararon mediante la técnica de deposicion
de capa-sobre-capa (LbL, de sus siglas en inglés Layer-by-Layer) mediada por la
interaccion electroestatica de capas de diferente carga (ver Anexo IV-a, pag. 264). Los
soportes solidos (SiO2/Si, la malla de acero y el grafito) al igual que los Ag nPlates tienen
una carga neta negativa por lo que se utiliz6 un polimero cationico como intermediario
entre ambos, cloruro de poli(alildimetilamonio) (PDDA). Los soportes se incuban en
primer lugar en la disolucion acuosa de PDDA vy tras un intenso aclarado y secado se
introducen en la suspension de Ag nPlates. Si el soporte no se lava bien antes de
introducirse en la suspension de Ag nPlates, los restos de PDDA pueden desestabilizar la

suspension, aglomerando y precipitando los Ag nPlates.

Las imégenes SEM de la Figura 3.3 muestran una distribucion homogénea de los
Ag nPlates sobre los tres soportes y un porcentaje de recubrimiento practicamente
idéntico en los tres sustratos: 42 + 5% para la oblea de SiO2/Si, 41 £ 5% para la malla de
acero y 44 +3% para el soporte de grafito. Estos valores nos indican la alta
reproducibilidad de la técnica de deposicion LbL mediada por PDDA para preparar
recubrimientos SERS sobre diferentes materiales. En las imagenes SEM también se
pueden observar zonas con una alta densidad de empaquetamiento de Ag nPlates. Esta
alta densidad puede permitir el contacto entre Ag nPlates y acoplamiento de sus LSPR
individuales, y por tanto, producirse un mayor aumento del campo electromagnético y de

la sefial Raman [168].

Figura 3.3 Iméagenes SEM de los Ag nPlates depositados sobre los diferentes soportes SERS:
() Si/SiOg; (b) malla de acero y (c) plancha de grafito.

El espectro de absorcion de los Ag nPlates depositados sobre pyrex (Figura 3.4a)
presenta una resonancia del plasmon de superficie (SPR) mas ancha y con el méximo
desplazado hacia mayores longitudes de onda que el LSPR de los Ag nPlates en
suspension. Este desplazamiento puede deberse a diferentes causas entre ellas el cambio
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de las propiedades dieléctricas del medio que rodea a los Ag nPlates, agua en las medidas
en suspension y aire en el sustrato SERS, el cambio de las propiedades dieléctricas de los
soportes, 0 al acoplamiento del plasmén de particula contiguas. La posicién del maximo
de absorcion de esta muy influenciada por el medio que rodea la particula. Para las
nanoparticulas en una suspension coloidal esta reportado que al aumentar el indice de
refraccion del medio el plasmdn se desplaza hacia los rojos o mayores longitudes de onda
[322,330].

En el caso del sistema nanoparticula-soporte dieléctrico las propiedades plasmonicas
se explican usando el concepto de hibridacion del plasmén [88,312,331,332]. Este
concepto nos dice que las cargas inducidas por la nanoparticula en el sustrato rompen la
simetria del medio que rodea a la nanoparticula y, por tanto, el SPR se ve modificado. Se
induce una pseudo-particula embebida en el dieléctrico del sustrato, con su propia
constante dieléctrica, que se acopla con la particula real produciendo hibridacion de los
modos plasmoénicos [333]. Si la constante dieléctrica del sustrato es mayor que la del
medio externo a la nanoparticula, la resonancia se desplaza hacia menores valores de
energia, es decir, mayores longitudes de onda. Este desplazamiento hacia mayores
longitudes de onda es mayor cuanto mayor es el indice de refraccion del sustrato y solo
empieza a causar efecto cuando la nanoparticula se acerca a una distancia del sustrato

igual o menor a su propio diametro [312,334].

Por otro lado, cuando dos particulas estdn muy cerca pueden interaccionar y sus
momentos dipolares se pueden acoplar desplazando el maximo de adsorcion hacia
mayores longitudes de onda [335]. En las imagenes SEM de los recubrimientos (Figura
3.3) podemos observar que existen Ag nPlates muy préximos unos a otros, por lo que
podria ser este el efecto que hace que el SPR de los sustratos SERS se desplace a mayores

longitudes de onda.

Una banda de adsorcion tan ancha favorece el acoplamiento del SPR con diferentes
longitudes de onda de excitacion del laser y especialmente con el de 785 nm muy proximo
al maximo de absorcidn. El espectro de absorcion UV-Vis-NIR de la malla de acero y el
grafito aparece en la Figura 3.4b y c. En ambos casos aparece un aumento de la adsorcién
en torno a 700-1000 nm y que se debe al SPR de los Ag nPlates. Para mas informacion

sobre la metodologia experimental de medida ver Anexo I-e (pag. 252).
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Figura 3.4 Espectro de adsorcion UV-Vis-NIR de los Ag nPlates depositado sobre los
diferentes soportes: (a) pyrex; (b) malla de acero y (c) grafito. (b) y (c) incorporan el espectro
del correspondiente material sin Ag nPlates.

3.3.2 [Espectroscopia Raman de los sustratos SERS con R6G

Los tres sustratos SERS se caracterizaron con R6G como molécula patron y las
longitudes de onda de excitacion de 532 nm, 633 nm y 785 nm, calculando el AEF para
todas las combinaciones. Los espectros SERS crudos se representan en la Figura 3.5a-c.
La mayor intensidad Raman de la R6G y con menor sefial-ruido se obtuvo con la linea
laser de 532 nm (Figura 3.5a). La intensidad Raman depende del nimero de moléculas
muestreadas, pero, cuando la molécula es un cromdéforo, y se esté cerca de su frecuencia
de excitacién también depende del fendmeno denominado dispersiébn Raman resonante
(RSS, de sus siglas en inglés Resonant Raman Scattering). La RSS se produce cuando la
frecuencia del haz incidente supera las frecuencias electrénicas de los estados excitados
y resuena en ellos. La sefial Raman que se origina a partir de estas transiciones
electronicas entre los estados se intensifica de tres a seis érdenes de magnitud en
comparacion con la sefial Raman “normal” (fuera de la resonancia del cromo6foro), y, en
estos casos la técnica pasa a llamarse SERRS (Surface-Enhanced Resonance Raman
Scattering) en lugar de SERS [28]. La frecuencia de excitacién o maximo de adsorcién
de la molécula de R6G esta centrada en 530 nm, y al iluminar con la linea de 532 nm se

produce el fendbmeno RSS obteniéndose espectros mas intensos y limpios.

Por otro lado, la R6G al absorber energia a 532 nm genera fluorescencia, pero cuando
las moléculas se anclan al metal, se puede producir un cierto quenching fluorescente® o

desactivacion de la fluorescencia debido a interacciones no radiativas con la superficie

5 El término quenching fluorescente hace referencia a cualquier proceso que produzca una
disminucion en la intensidad de la fluorescencia emitida por una determinada sustancia.
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del metal, es decir, sin absorcion o emision de fotones. Si comparamos los espectros
obtenidos con la linea laser de 532 nm para los tres sustratos SERS, la fluorescencia de
la R6G puede observarse como una banda ancha en el espectro centrada a 600 cm™. El
quenching fluorescente de la sefial es mas efectivo en el caso del soporte de grafito,
Ag nPlates@grafito. El grafito junto con otros materiales carbonosos como los nanotubos
de carbono o el 6xido de grafeno tiene la capacidad de desactivar la fluorescencia
mediante mecanismos de transferencia de carga y/o energia [323], lo que les permite ser
buenos soportes de sustratos SER(R)S. Por consiguiente, soportes con menor
conductividad produciran menor guenching fluorescente. En nuestro caso, el soporte de
SiO/Si es el que posee menor conductividad (10 S/m), y si observamos los espectros
SERS del sustrato Ag nPlates@SiO>/Si son los que méas fluorescencia y menor AEF

(Figura 3.5c) presentan para todas las lineas laser estudiadas.
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Figura 3.5 Espectro SERS de R6G 10-° M recogidos sobre los tres diferentes sustratos SERS
para tres longitudes de onda: (a) 532 nm; (b) 633 nmy (c) 785 nm. (d) AEF de los tres
sustratos y las tres longitudes de onda de excitacion. Para una mejor visualizacién los
espectros de (2) y (c) se han desplazado en el eje-y.
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La longitud de onda de excitacion de 633 nm también permanece cerca de la energia
de excitacion de la R6G, lo que permite obtener los espectros Raman de la molécula, pero
con menor intensidad que con la linea laser de 532 nm (Figura 3.5b). Por su parte, la linea
laser de 785 nm coincide con el SPR de los tres sustratos SERS (ver Figura 3.4) pero solo
con Ag nPlates@grafito conseguimos ver claramente el espectro Raman de la molécula
de R6G. Esto puede estar debido a una transferencia de electrones entre los Ag nPlates y
el grafito [323]. El aumento de la sefial Raman debida a mecanismos de quenching
fluorescente y de transferencia de carga y energia, junto con el bajo coste y facil
manipulacion hacen de las planchas de grafito una interesante alternativa como soporte
para la deposicion de nanoparticulas plasmonicas, es decir, como soporte de un sustrato
SERS.

El calculo del AEF se realizo con la intensidad promedio de 10 espectros medidos
con cada una de las condiciones experimentales (sustrato y longitud de onda de
excitacion). En los tres sustratos estudiados el mayor AEF se obtuvo con la excitacion de
785 nm (Figura 3.5d), incluso en el caso de Ag nPlates@SiO2/Si y Ag nPlates@malla en
los que su espectro Raman esta menos definido. Esto se debe a la baja sefial del espectro
R6G medido en condiciones Raman (lraman de la Ecuacion 2.4, pag. 50) con la longitud
de onda de excitacion de 785 nm. Esta linea laser esta lejos del maximo de absorcion de
la R6G donde se producen los efectos de RSS de aumento de la sefial Raman y donde
Iraman S€ hace maxima, y que hace que el AEF disminuya. En la Figura A.l1l.2 y Figura
A.11.3 del Anexo Il (pag. 258), aparecen los espectros de R6G 1 mM de referencia para

las tres longitudes de onda de excitacion.

3.3.3 Deteccion de DMMP en sustratos SERS Ag nPlates@grafito

Tras la caracterizacion de las propiedades plasmonicas de los tres sustratos SERS se
pasé a estudiar en profundidad las capacidades de deteccién de DMMP en fase gas con
el sustrato SERS Ag nPlates@grafito y la longitud de onda de excitacion de 785 nm.
También se prob6 con la longitud de onda de excitacion de 633 nm y los sustratos
Ag nPlates@SiO./Si y Ag nPlates@malla y no se obtuvo espectro Raman del DMMP.
Tan pronto como focalizabamos el laser sobre estos sustratos las moléculas de DMMP se
descomponian obteniendose una banda ancha entre 1450 y 1700 cm™, correspondiente a
la huella del carbono amorfo. Este fendmeno se atribuye a la descomposicion fototérmica

de las moléculas de DMMP adsorbidas en los hot-spots del metal [336].
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Los espectros Raman del DMMP puro en fase liquida y los espectros SERS del
DMMP en fase gas en una concentracion de 2,5 ppmV recogidos sobre el sustrato
Ag nPlates@grafito y medidos con el equipo Alpha 300 de sobremesa y el equipo Raman
portable aparecen en la Figura 3.6a y Figura 3.6b, respectivamente. En primer lugar,
podemos observar que con ambos equipos el sustrato Ag nPlates@grafito es capaz de
monitorizar la huella dactilar de la molécula de DMMP en fase gas, sin embargo, la
intensidad relativa de las bandas difiere de la obtenida para el DMMP liquido puro. Las
bandas son méas anchas y estan ligeramente desplazas en los espectros SERS medidos con
el equipo portable, esto se debe a la menor resolucion espectral de este (6 cm™) en

comparacion con el equipo Alpha 300 de sobremesa que tiene una resolucion de 2 cm™,
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Figura 3.6 Espectro Raman del DMMP en fase gas (2,5 ppmV) medido sobre el sustrato
Ag nPlates@grafito usando: (a) el equipo Alpha 300 de sobremesay (b) el equipo Raman
portable. Fuente de excitacion 785 nm. En (b) aparece el espectro de DMMP en fase gas
medido en diferentes puntos del sustrato Ag nPlates@grafito. En sombreado gris aparecen
remarcados los principales modos vibracionales del DMMP (para mas informacion ver
Tabla 3.1). Los espectros han sido desplazados en el eje-y para una mejor comparacién de
los resultados. En ambos casos se adjunta el espectro del DMMP en fase liquida como
referencia.

La reproducibilidad de la medida y del sustrato SERS aparece recogida para el caso
de las medidas realizadas con el equipo Raman Portable en la Figura 3.6b, donde se
pueden observar los espectros SERS del DMMP recogido en 5 puntos diferentes del
sustrato Ag nPlates@grafito. En todos los espectros podemos observar tres bandas
caracteristicas del DMMP y similares intensidades y asignadas al PO3 bending (banda a),
P-C stretching (banda b) y PO bending (banda c-d) (para mas detalles ver Tabla 3.1).
Estos espectros son la demostracién de la identificacion de DMMP en fase gas utilizando
equipos portables similares a los utilizados en condiciones reales de campo y en

concentraciones tan bajas como 2,5 ppmV.
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Tabla 3.1 Asignacion de las bandas experimentales y tedricas del DMMP en fase liquida y
gas sobre Ag nPlates@grafito [337].

Desplazamiento Raman (cm™)

Vapores DMMP medidos sobre Asignacion

CEUCEW Fyerimental Tedrico Ag nPlates@grafito Tecrico modos
DMMP LU ibracionales

en el vacio EqUiPO Alpha EqUipo Raman (Po3)umbrella
300 Portable

liquido puro

483 483 483 483 PO, Bending

PCH; stretching

PO, bending
PO, bending

En literatura aparece reportada la interaccion irreversible de la molécula de DMMP
con electrodos texturizados de plata a través del enlace P-O [324] sin producirse cambios
en las intensidades relativas de los picos. Para explicar nuestro ligero desplazamiento de
los picos de DMMP cuando se adsorbe sobre los Ag nPlates y el cambio de intensidades
relativas se realizé un estudio mas profundo de la interaccion del DMMP - Ag mediante
calculos computacionales DFT. La Figura 3.7a muestra la geometria de las dos
interacciones DMMP-Ag estudiadas y la geometria optimizada de la molécula de DMMP
en el vacio. La geometria mas estable, de entre las estudiadas, se corresponde al
acercamiento del DMMP a los seis &tomos de Ag a través del enlace P=0 (geometria (iii)
de la Figura 3.7a), coincidiendo con lo reportado previamente en literatura [324]. Un
complejo menos estable fue el obtenido al aproximar el DMMP a los seis atomos de Ag
a través de sus tres oxigenos, complejo Ag — DMMP*, como si los oxigenos fueran un

paraguas sobre la plata y denominado (PO3)paraguas-

La Figura 3.7b muestra el espectro Raman simulado de la molécula de DMMP en el
vacio y de los complejos DMMP — Ag simulados. Si comparamos las bandas principales
del espectro Raman obtenido experimentalmente y el obtenido por simulacion, Figura 3.6
y Figura 3.7b, respectivamente, ambos muestran bandas similares, aunque es claramente
apreciable el cambio de intensidades relativas y el desplazamiento de bandas. Las bandas
experimentales desplazadas a 504 y 718 cm asignadas al (PO3)paraguas bending y al P-C
stretching, respectivamente, en la simulacion aparecen desplazadas a 483y 672 cm™ (para
mas detalles ver Tabla 3.1). Si comparamos la intensidad relativa entre el pico a 672 cm’

! cony la del pico 483 cm™ para la molécula de DMMP y para los complejo Ag— DMMP
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(P=0) podemos observar que es parecida. Sin embargo, para el complejo simulado Ag —
DMMP* (POgz) se observa un cambio de las intensidades relativa entre ambos picos,
similar al observado experimentalmente. Este resultado puede estar indicando como es
experimentalmente la adsorcion del DMMP sobre los Ag nPlates. Sefialando qué aun
siendo una geometria menos favorable esta contribuyendo de manera activa a la respuesta
SERS. También se tiene que considerar la posibilidad de que el resultado este debido a
que solo estamos simulando una molécula de DMMP interaccionando con 6 atomos de
Ag, cuando experimentalmente la molécula de DMMP puede interaccionar no solo con
atomos de Ag sino también con otras moléculas de DMMP aumentando las posibilidades

de una interaccion (PO3)paraguas — Ag.
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Figura 3.7 (a) Optimizacion de las geometrias de la molécula de DMMP en el vacio (i) y
absorbida en seis atomos de Ag a través de (ii) los tres &tomos de oxigeno del DMMP (PO3)
o (iii) del grupo P = O. Leyenda de colores: P en naranja; O en rojo; C en gris oscuro; H en
blanco y Ag en azul. (b) Espectro calculado del DMMP (i) y de los complejos DMMP-Ag (ii)
y (iii) de (a). Las areas sombreadas indican los principales modos vibracionales del DMMP
(més informacion en Tabla 3.1).

La reproducibilidad de la metodologia de fabricacion de los Ag nPlates@grafito se
evalué midiendo las capacidades de deteccion de DMMP sobre tres sustratos diferentes.
Cada sustrato se midio en 10 puntos diferentes con el Raman portable y una concentracion
de DMMP en fase gas de 2,5 ppmV. Los resultados de la intensidad media del pico a
712 cm* aparecen en la Figura 3.8a y mostraron una desviacion estandar relativa (RSD,
de sus siglas en inglés Relative Standard Deviation) del 5%. Este valor indica la buena
reproducibilidad del método de fabricacion de los sustratos y las capacidades de deteccion
de los sustratos Ag nPlates@grafito. De hecho, recientemente se ha publicado que valores
de desviacion estandar por debajo del 20% son razonables para el estado del arte actual

en la fabricacién de sustratos SERS [51].
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Figura 3.8 (a) Reproducibilidad de los sustratos Ag nPlates@grafito: intensidad media del
pico de DMMP desplazado a 712 cm™ para una concentracion de 2,5 ppmV. (b) Intensidad
del pico a 712 cm™ del DMMP en funcién del tiempo de exposicion a 2,5 ppmV de DMMP.
Ambos medidos con el equipo Raman portable. Las barras de error indican la desviacion
estandar.

También evaluamos el tiempo de respuesta del Ag nPlates@grafito como sensor
SERS en la deteccidn de agentes neurotoxicos en fase gas. La Figura 3.8b muestra la
evolucion de la intensidad del pico de DMMP desplazado a 712 cm™ en funcién del
tiempo de exposicion a los vapores de concentracion 2,5 ppmV. De estos calculamos el
tso% Y €l toos que se definen como el tiempo que cuesta alcanzar el 50% y el 90% de la
intensidad final, respectivamente, y que fueron tsos = 137 Sy teo% = 261 s. Este valor de
tiempo de respuesta es claramente méas corto que el reportado hasta el momento en
literatura [324] pero es importante destacar que el trabajo es de 1996 y necesitaban 40 min
para detectar el espectro DMMP en una corriente saturada. En estos afios la tecnologia
Raman y SERS han avanzado notablemente por lo que la comparacion no es totalmente

equitativa.

Finalmente, se estudid la estabilidad temporal del sustrato Ag nPlates@grafito. Para
ello se dej6 envejecer a temperatura ambiente y en oscuridad un sustrato no usado de
Ag nPlates@grafito durante 75 dias, transcurrido este tiempo se incubo durante 12 h en
R6G 10° M, se lavo y se dejo secar. El espectro SERS de la R6G medida sobre el sustrato
Ag nPlates@grafito recién preparado y envejecido aparece en la Figura 3.9. Es
claramente visible que la intensidad SERS de la R6G disminuye al envejecer el sustrato.
Si nos fijamos en la imagen SEM tomada al sustrato transcurrido dicho tiempo podemos
observar que los Ag nPlates han perdido su forma y ahora son esferas de plata, menos
activas en SERS, de ahi la disminucion de la intensidad. Para una estimacion cuantitativa

se calculé el AEF pasando de 1,3 x 108 en el sustrato recién preparado a 2,53 x 107
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Figura 3.9 (a) Espectro SERS de la molécula de R6G 10 uM recogido sobre un sustrato
Ag nPlates@grafito recién preparado y en un sustrato Ag nPlates@grafito envejecido durante
75 dias a temperatura ambiente y oscuridad. (b) Imagen SEM del sustrato
Ag nPlates@grafito envejecido 75 dias.

En resumen, el sustrato Ag nPlates@grafito tiene unas altas capacidades
plasmonicas de aumento de la seflal Raman que nos ayudan a detectar bajas
concentraciones de DMMP en fase gas mediante una interaccion irreversible Ag - DMMP
pero en contraposicion, el sustrato Ag nPlates@grafito tiene una baja estabilidad

temporal lo que podria limitar su uso como sensor SERS de agentes quimicos en fase gas.

3.4 CONCLUSIONES

En este capitulo han sido preparados y estudiado tres sustratos SERS con
nanotriangulos de plata depositados tres soportes diferente naturaleza: una oblea SiO2/Si,
una malla de acero y una plancha de grafito. El efecto del soporte en la sefial SERS ha
sido evaluado para tres longitudes de onda de excitacion 532, 633 y 785 nm y dos

moléculas: R6G en fase liquida y DMMP en fase gas y concentracion 2,5 ppmV.

Se ha demostrado que el mejor sustrato SERS, entre los estudiados, es
Ag nPlates@grafito debido a su capacidad de disminuir la fluorescencia de la sefial en las
longitudes de onda de excitacion de 532 y 633 nm mediante procesos de transferencia de
carga y energia. Este fendmeno de transferencia de energia se hace vital en el caso de la
longitud de onda de excitacion de 785 nm, coincidente con el maximo de absorcion de

los Ag nPlates.

Este hecho permite al sustrato Ag nPlates@grafito detectar la huella dactilar del
DMMP en fase gas a la longitud de onda de 785nm. Al usar los sustratos
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Ag nPlates@malla y Ag nPlates@SiO2/Si y laseres de excitacion 532 y 633 nm se

acumulaba tanta energia en la superficie que el DMMP se fotodescomponia.

La interaccion del DMMP con la superficie de plata hace que las bandas e
intensidades relativas de sus modos vibracionales se modifiquen ligeramente. La
simulacion DFT de diferentes complejos Ag — DMMP permitio elucidar que el DMMP

se aproxima a la superficie mediante sus tres oxigenos (PO3), conformacién paraguas.

Las medidas SERS de deteccion de 2,5 ppmV de DMMP sobre diferentes sustratos
SERS Ag nPlates@grafito reportaron la huella dactilar de la molécula en fase gas con una
desviacion estandar relativa (RSD) de la intensidad del 5% y un tiempo de respuesta
menor a 140 s.

Estos resultados demuestran la alta calidad de los sustratos Ag nPlates@grafito como
sensores SERS de moléculas en fase gas, que, combinados con equipos Raman portables,
permitiran su aplicacion en condiciones reales. Una posible desventaja de estos sustratos
es su relativa baja estabilidad temporal y que serian de un solo uso debido a la interaccion
irreversible DMMP-Ag.
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NANOPARTICULAS DE ORO PARA LA DETECCION DE
COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS EN FASE GAS Y LIQUIDA

Resumen

En este capitulo desarrollamos dos plataformas SERS basadas en nanoparticulas de oro
para su aplicacion en la deteccién directa de compuestos organofosforados. En la
primera parte, se sintetizan y caracterizan nanoparticulas de oro recubiertas de citrato
aplicadas a la deteccion de agentes neurotoxicos en fase gas. El citrato actla de
estabilizante y trampa molecular del DMMP a través de una interaccion por puentes de
hidrégeno reversibles. En este sistema se alcanz6 un limite de deteccion de 130 ppbV. En
la segunda parte se han sintetizado y depositado, en un solo paso, nanoparticulas de oro
recubiertas por dos polioxometalatos diferentes, PW y PMo, sobre microdispositivos
poliméricos para la deteccion en continuo de pesticidas en fase liquida. Se ha estudiado
la influencia de la naturaleza del POM en las propiedades finales del sensor SERS,
alcanzando un limite de deteccion para el paraoxon de 41,4 pug-L™ con el dispositivo
AuNP@PW.
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4 NANOPARTICULAS DE ORO PARA LA DETECCION
DE COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS EN FASE
GAS Y LIQUIDA

4.1 INTRODUCCION

El oro tiene buenas propiedades plasmonicas y una alta estabilidad [28], pero una
baja afinidad con los compuestos organofosforados [7,308], lo que supone un problema
a la hora de detectar agentes neurotdxicos en fase gas y pesticidas en fase liquida. Como
se ha comentado en el Capitulo 1, una forma de solventar este problema es funcionalizar
la superficie metélica con un agente de mayor afinidad con el analito [51,239,240].
Existen diferentes estrategias para aumentar la afinidad entre el sustrato y el analito
organofosforado, entre otras, realizar un postratamiento de funcionalizacion de la
superficie metélica con anticuerpos, aptdmeros, polimeros o ligandos de diferente

naturaleza. En este capitulo nos centramos en esta Ultima via de interaccién con el analito.

En literatura se han reportado interacciones de diferente naturaleza entre el analito y
el ligando que actia como agente de afinidad. El ligando bifuncional 2-aminoetanotiol ha
sido utilizado para funcionalizar nanoconos de Au que interaccionan con el acido
metilfosfonico (MPA), producto de descomposicion del gas sarin, detectando
concentraciones de hasta 1 ppb [338]. Para la deteccién de vapores de CEES se han
empleado AgFONSs funcionalizados con 1-dedecanotiol que interacciona con la molécula
de CEES mediante interacciones hidrofébicas [339]. Esta funcionalizacion induce una
orientacion normal de la molécula de CEES respecto a la superficie metalica, la cual
produce una ampliacion de la sefial SERS mayor que la orientacion paralela [339].
10 ppmV de benceno han sido detectados gracias a la interaccion por fuerzas de Van der
Waals con el propentiol con el que estaban funcionalizados nanorods de Ag [269].
Mediante interaccion n-n entre el pesticida clorpirifés y el copolimero anfifilico que
estabiliza unos nanocubos de Ag se han detectado concentraciones del pesticida de hasta
350 pg/L.

En nuestro caso y para reducir tiempo de postratamiento hemos sintetizado
nanoparticulas en las que el agente estabilizante actle a su vez agente de afinidad. En la

deteccion de DMMP en fase gas hemos seleccionado unas nanoparticulas de oro
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recubiertas de citrato, en las que el citrato es el reductor, estabilizante coloidal y trampa

molecular de los vapores de DMMP.

Por su parte, en la deteccion de paraoxon en continuo en fase liquida, se han
desarrollado y fabricado unos microdispositivos poliméricos en los que in-situ se han
sintetizado nanoparticulas de oro recubiertas de polioxometalatos, en adelante POMs, en
las que el POM, actta de mediador en los ciclos redox de formaciéon de las nanoparticulas,
de estabilizante y de trampa molecular de las moléculas de paraoxon presentes en la

disolucién.

4.2 NANOPARTICULAS ORO RECUBIERTAS DE CITRATO PARA LA

DETECCION DE AGENTES NEUROTOXICOS EN FASE GAS®

4.2.1 Procedimiento experimental
4.2.1.1 Materiales

Acido cloroatrico (HAuCI4, ~ 50% basico), citrato de sodio tribasico dihidratado
(>99%), cloruro de poli(alildimetilamonio) (PDDA, 20% en peso), acido fosfotingstico
hidratado (H3z[P(W3010)4]-XxH20), rodamina 6G (R6G) y metilfosfonato de dimetilo
(DMMP, 97%) se compraron en Sigma Aldrich y se usaron como se recibieron. Todas
las disoluciones se prepararon con agua destilada. Las obleas de silicio con 1 um de 6xido
de silicio térmicamente depositado (SiO2/Si) se adquirieron en Sil"Tronix. Los sustratos
comerciales de oro SERStrate® fueron suministrados por SILMECO.

4.2.1.2 Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de oro (AuNP@citrato)

La sintesis de las nanoparticulas de oro recubiertas de citrato, en adelante
AuNP@citrato, se realiz6 mediante una modificacion de la clasica sintesis de Turkevich
[93,340]. Brevemente, a 50 mL de una disolucion acuosa de HAuUCIs (1,1 mM) se le

® El contenido de este capitulo ha sido adaptado de la siguiente publicacién cientifica:
M. Lafuente, I. Pellejero, V. Sebastidn, M.A. Urbiztondo, R. Mallada, M.P. Pina, J. Santamaria.

“Highly sensitive SERS quantification of organophosphorous chemical warfare agents: A
major step towards the real time sensing in the gas phase”

Sensors and Actuators B, 2018, 267, 457-566. DOI: 10.1016/j.snb.2018.04.058
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afiaden 5 mL de una disolucion de citrato (38 mM). La reaccion se lleva a caboa 70 °C y
bajo agitacion magnética. Es recomendable precalentar la disolucion de citrato antes de
afiadirla sobre el HAUCI4. La disolucion se mantiene a 70 °C hasta que alcanza un color
rojo vino, alrededor de 10 min, previamente habra sido amarilla, incolora y marron. La

suspension de AuNP@citrato se utilizd sin postratamientos.

Para poder observar el recubrimiento de citrato alrededor de las particulas, se
mezclaron 50 pL de la disolucion de AuNP@citrato con 50 pL de acido fosfotingstico
(7,5% en peso) durante 90 min. La dispersidn se centrifugo y lavd 3 veces. El precipitado
se redisperso en agua destilada y se coloco sobre una rejilla de TEM. El rendimiento de
la sintesis se evaluo realizando la digestion de las AuNP@citrato en agua regia (3:1 —
HCI:HNOs v/v) y posterior anélisis de la muestra por espectroscopia de emision atdmica
con plasma inducido por microondas (MP-AES, Anexo I-j, pag. 255).

4.2.1.3 Preparacion del sustrato SERS

Los sustratos SERS se prepararon sobre piezas de una oblea SiO2/Si de
4 mm x 8 mm. Antes de comenzar con el deposito de las AUNP@citrato, los soportes de
SiO»/Si fueron lavados durante 10 min, y de manera secuencial, con acetona, isopropanol
y agua en un bafio de ultrasonidos; y secados bajo una corriente de N2. A continuacion,
se les hizo un postratamiento de limpieza con plasma de oxigeno a 2,2 mbar, 100 W y
durante 120 s. Posteriormente, se recubrieron mediante spin coating con una disolucion
de PDDA (0,2 % v/v en agua) a 3000 rpm durante 60 s. Tras un lavo y secado a 110 °C
en un horno, los soportes se introdujeron en la suspension de AuNP@citrato a una
temperatura de 4 °C durante 16 horas. Tras este tiempo, se lavaron con agua destilada y

se dejaron secar a temperatura ambiente.

El protocolo de medida y calculo del AEF aparece detallado en el apartado 2.2, pag.
50. Los experimentos de deteccion de DMMP se realizaron con el equipo Alpha 300 de
sobremesa. En general, y a no ser que se especifique lo contrario, las condiciones de
medida en la deteccion de DMMP, y calculo de AEF, fueron una potencia del laser de
2,5 mW, la longitud de onda de excitacion de 785 nm, objetivo del microscopio 50x,
tiempo de adquisicion 20 s y una acumulacion. Los vapores de DMMP de 2500 ppbV
(2,5 ppmV) se generaron usando un tubo de permeacion calibrado (ver apartado 2.3.4.1,
pag. 57) y los de 1200 ppbV y 625 ppbV se prepararon con bolsas de gases segun el
protocolo explicado en el apartado 2.3.4.2, pag. 59.
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4.2.2 Resultados
4.2.2.1 Caracterizacion de los sustratos SERS

El rendimiento de la reaccion de Au®* a Au® en la sintesis de las nanoparticulas de
oro recubiertas de citrato, en adelante AUNP@Tcitrato, fue de un 97%. La morfologia de
las AuNP@citrato y el espesor de la capa de citrato alrededor de las mismas fue
examinada por TEM (Figura 4.1a-c) observandose nanoparticulas casi esféricas con un
diametro medio de 22 + 9 nm (N>300), una elongacion de 1,22 y un espesor del
recubrimiento de citrato de 2-3 nm (N>500), esta capa puede observarse en la Figura 4.1b.
El radio hidrodinamico medido por DLS fue 30 £ 5 nm (Figura 4.1c), en el mismo rango
que el didmetro medido por TEM (polidispersidad = 0,083). El potencial-Z de las
nanoparticulas fue de - 36 mV, lo que nos indica que las nanoparticulas de AUNP@citrato

no se agregan en disolucion.
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Figura 4.1 (a-b) Imagenes TEM de las AuNP@citrato. (b) Visualizacion de la capa de
citrato que estabiliza las AUNP@citrato. (c) Distribucién de tamafios de las AUNP@citrato
medida por DLS (azul) y por TEM (rojo, N > 100). (d) Espectro UV-Vis de 6 lotes diferentes
de AuNP@citrato. Inserto: imagen real del color de la disolucién de AUNP@citrato.

El espectro de absorcion UV-Vis de las AuNP@citrato muestra un méaximo de
absorcion a 528 nm (Figura 4.1d), este valor concuerda con lo calculado teéricamente en
literatura [341]. La Figura 4.1d muestra el espectro UV-Vis de 6 lotes de particulas
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AuNP@citrato. Podemos observar que los espectros son practicamente idénticos,

indicandonos la buena reproducibilidad del protocolo de sintesis.

Los sustratos SERS se prepararon por interaccion electrostatica mediante la técnica
LbL y usando como intermediario el polimero cationico PDDA. La diferencia con el
capitulo anterior, Ag nPlates sobre tres soportes diferentes, es que en esta ocasion el
PDDA se depositd por spin coating en lugar de por inmersion. Para mas informacion
sobre la técnica LbL ver Anexo IV-a (pag. 264) y sobre la técnica spin coating ver Anexo
IV-b (pag. 265). El spin coating es una técnica mas rapida que la inmersion y muy
adecuada para depositar capas finas sobre sustratos planos, para ello se optimizaron los
parametros de velocidad de espineado y concentracion de PDDA. La optimizacion
completa aparece en el Anexo IV-b.i (pag. 266) donde puede observarse que al aumentar
la concentracion de PDDA y disminuir la velocidad de espineado aumenta la densidad de
AuNP@citrato sobre la oblea de SiO/Si. Tras el depdsito de la capa de PDDA los
sustratos se incubaron durante 12 h a 4 °C en la suspension de AuNP@citrato, se lavaron

con abundante agua y se dejaron secar al aire.

Los recubrimientos de AuUNP@citrato obtenidos muestran una alta homogeneidad y
una densidad de 700 nanoparticulas/um?, lo que supone alrededor de un 30% de
recubrimiento de la superficie del soporte (Figura 4.2a). Este valor de recubrimiento es
ligeramente menor al obtenido con la misma técnica de deposicidn con los Ag nPlates
(~ 42%), la diferencia puede estar debida a la forma de la nanoparticula. La estructura
planar de los Ag nPlates hace que tengan mayor superficie de contacto e interaccion con

el soporte que la forma esférica de las AUNP@Tcitrato.

El espectro de absorcion del sustrato SERS de AuNP@scitrato aparece en la Figura
4.2b y muestra una banda ancha con el méximo desplazado a 662 nm. Este
desplazamiento hacia los rojos con respecto a la disolucion de AuNP@citrato puede
explicarse por un acoplamiento entre los momentos dipolares de particulas proximas
[335].
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Figura 4.2 Caracterizacion del recubrimiento de AUNP@citrato sobre la oblea de SiO,/Si. (a)
Imagen SEM del recubrimiento usando PDDA como mediador y (b) dspectro de adsorcion
UV-Vis-NIR.

Por otro lado, la topografia del recubrimiento de AuNP@citrato fue estudiada
mediante microscopia de fuerza atomica (AFM) en condiciones ambientales (Figura 4.3a-
b). El grado de recubrimiento estimado fue de un 35% y una rugosidad del orden de 7 nm,
ambos calculados con las imagenes de AFM y el software Gwyddion 2.45. ElI mismo
andlisis se realiz6 para la capa de PDDA depositada sobre el soporte de SiO2/Si
obteniendose un grosor de capa promedio menor a 1 nm (Figura 4.3c-d). Para ello,
primero se exfolié con la punta del AFM una superficie de 2 x 2 um de la capa de PDDA
y después se escane6 un borde, el perfil obtenido aparece en Figura 4.3d. Estudios previos
demostraron que para eliminar la capa por completo sin rallar la superficie de SiO2/Si
habia que aplicar una fuerza de 1 uN, 256 lineas/area y una velocidad de escaneado de
1 Hz. Al exfoliar la capa de PDDA los residuos de esta se acumulan en el lateral, zona

mas brillante de la imagen AFM de la Figura 4.3c.

La distancia promedio entre dos nanoparticulas AuUNP@citrato contiguas midiendo
de centro a centro de estas en las imagenes de SEM y TEM es de 30,2 = 8 nm (N > 300).
Este valor esta en el mismo orden que el calculado teéricamente, 35 mm, a partir del
numero de particulas por unidad de area y con las dimensiones de una nanoparticula. Esta
distancia de centro a centro nos deja una distancia real entre particulas de menos de
10 nm, distancia que esta dentro del orden de magnitud establecido para conseguir las
mayores amplificaciones del campo electromagnético mediante efecto SERS, 2-20 nm
[35,273,342].
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Figura 4.3 Caracterizacion AFM de la topografia del recubrimiento de AUNP@citrato sobre
la oblea de SiO./Si: perspectiva 2D (a) y 3D (b). Evaluacion del grosor de la capa de PDDA
depositada sobre la oblea de SiO>/Si: (c) imagen AFM de la zona exfoliada y (d) perfil de
espesor correspondiente a la linea roja de (c).

4.2.2.2 Calculo del AEF con R6G

El AEF se calculd utilizando como molécula patrén R6G y escaneado 3 areas del
sustrato SERS AuNP@citrato de 200 x 150 um recogiendo 225 espectros en cada una de
ellas. La reproducibilidad de la sefial y la homogeneidad del sustrato puede observarse en
los mapas de intensidad del pico desplazado a 1510 cm™ de la R6G recogidos en
diferentes zonas del sustrato (Figura 4.4a). La RSD del pico monitorizado es un 15%, lo
que muestra el alto potencial de la técnica LbL para preparar sustratos con actividad SERS
a escala de centimetros cuadrados. El espectro promedio de cada una de las areas aparece
en la Figura 4.4b. La huella dactilar de la R6G aparece acompafiada de otros picos
provenientes de la molécula de citrato que recubre las AUNP@citrato y que se identifican
mas adelante (Tabla 4.1).

Del promedio de la intensidad media de estas areas se calculo el AEF, obteniéndose
una amplificacion de la sefial de 9,2 x 10°. Este valor es inferior al medido con los

Ag nPlates@grafito, 1,2 x 108. La magnitud de la amplificacion depende de varios
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factores entre los que se encuentran el metal plasmonico [28], la longitud de onda de
excitacion [303], y la distancia interparticula [35]. En este caso, la diferencia de AEF
puede estar debida a que la plata tiene mejores propiedades Opticas que el oro [28], y al
hecho de no estar iluminando el sustrato AuNP@citrato con la longitud de onda de
excitacion mas proxima al SPR de las nanoparticulas, 633 nmy 662 nm, respectivamente.
El sustrato SERS AuNP@citrato se midio con la longitud de onda de 785 nm para evitar
la fotodescomposicion del DMMP en fase gas a cambio de sacrificar la méaxima

amplificacion del campo electromagnético, y, por tanto, la mayor sefial Raman.

(b)

Ref

Intensidad Raman (cts mW™' s™)

600 800 1000 1200 1400 1600
Desplazamiento Raman (cm’")

Figura 4.4 Caracterizacion del AEF del sustrato SERS AuNP@citrato: (a) area SERS
monitorizando la intensidad del pico desplazado a 1510 cm™ de la R6G (1 uM); (b) espectro
SERS promedio obtenido en cada una de las areas de (a) junto con la referencia de la huella

de la molécula de R6G medida en estado sélido. La zona sombreada sefiala el pico
monitorizado.

Por otro lado, durante el desarrollo de esta tesis se realiz6 un estudio de como la
distancia entre particulas de oro puede afectar al AEF [177]. Para ello, en primer lugar,
se remplazo el citrato de las AUNP@citrato por el ligando hidréfobo 1-octadecanetiol, y
se redispersaron en diferentes ratios de hexano: cloroformo. A continuacion, se
depositaron sobre SiO2/Si mediante la técnica de Langmuir-Schaefer y dependiendo del
ratio de disolventes se obtuvieron diferentes grados de recubrimiento Figura 4.5. Los
mejores resultados se obtuvieron para el ratio 1:5 que se corresponde con una densidad
de AuNP de 3100 AuNP/um?, cuatro veces mayor que la obtenida mediante LbL por
interacciones electroestaticas de las AuNP@citrato, y que aumenta el AEF a 4,3 x 108,
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un orden de magnitud mayor que las AuNP@citrato medidas con el laser de 633 nm,
6,4 x 107,

a) Hex 1:0 CHCl, b) Hex 1:1 CHCl, c)Hex 1:3 CHCl,

d) Hex 1:5CHCl4 e)Hex 1:7 CHCl, f) Hex 0:1 CHCl,

Figura 4.5 Imagenes SEM de las nanoparticulas AuNP funcionalizadas con 1-octadecanetiol
y depositadas por Langmuir-Schaefer sobre SiO./Si en funcion del ratio de disolventes
hexano: cloroformo (a) 1:0; (b) 1:1; (c) 1:3; (d) 1:5; (e) 1:7 y (f) O0:1.

4.2.2.3 Deteccion de DMMP en fase gas

Las capacidades de deteccion del sustrato SERS AuNP@citrato se estudiaron usando
como analito diana vapores de DMMP con una concentracion de 2,5 ppmV. En la Figura
4.6 podemos observar como se modifica el espectro SERS del sustrato AuNP@citrato
una vez se alimentan los vapores de DMMP. El espectro obtenido es la mezcla de los
modos vibracionales del DMMP junto con los del citrato [343]. En la Tabla 4.1 se detallan
las asignaciones de los picos. EI modo vibracional principal del DMMP correspondiente
al enlace P-C aparece ligeramente desplazado a 708 cm™ (banda g de la Figura 4.6). El
pico del P-C asi como el resto de enlaces donde esta implicado el &tomo de fésforo, banda
del P=0 a 1220 cm™ (banda p), banda del O-P-O a 788 cm™ (banda i) y los modos
vibracionales del enlace P-O-CHs y (POs3)paraguas @ 467 y 492 cm? (bandas a y b),
respectivamente, aparecen en una zona espectral carente de interferencias de modos

vibracionales del citrato. Por el contrario, las bandas desplazadas a 877, 1028, 1081 y
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1162 cm™ correspondientes a los modos vibracionales de CHs, C-O aparecen

superpuestas con bandas vibracionales del citrato provenientes de sus enlaces C-COO y

C-O.

AuNP@citrato-

AuNP@citrato 7
+ DMMP

Intensidad Raman (cts)

AuNP

600 800

1000

1200

Desplazamiento Raman (cm'!)

Figura 4.6 Espectro SERS del sustrato SERS AuNP@citrato antes (rojo) y después (azul) de
ser expuesto a vapores de DMMP de 2,5 ppmV. Del mismo modo, se muestra el espectro
SERS del sustrato AuNP, sin citrato, antes (verde) y después (naranja) de ser expuesto a los
vapores de 2,5 ppmV de DMMP. Los espectros han sido desplazados en el eje-y para una

mejor interpretacién de los resultados.

Tabla 4.1 Asignacion de las bandas SERS mostradas en la Figura 4.6 durante la deteccion de
vapores de DMMP sobre el sustrato SERS AuNP@scitrato. En negrita las bandas
pertenecientes al DMMP.

a

Desplazamiento
Raman (cm™?)

467 DMMP
b 492 DMMP
C 519 SiO:/Si
deyf 546,579y 678 Citrato
g 708 DMMP
h 747 Citrato
i 788 DMMP
j 844 Citrato
k 877 Citrato y DMMP
I 936 Citrato
m 1028 Citratoy DMMP
n 1081 Citrato y DMMP
0 1162 Citratoy DMMP
p 1220 DMMP
q 1268 Citrato

Molécula Modo vibracional

3 (POCHs)
8 (PO3)paraguas
Si-O-Si
v (COO)
v (P-C)
v (C-C)
3 (POy)
vs (C-CO0)
v (C-COO0) +r (CH3)
v (C-CO0)
v (C-0)
v (C-0)
v (C-COO0) + & (CHa)
v (P=0)
v (C-CO0)

d: bending; v: streching; vs: stretching simétrico
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La interaccion del DMMP con los aniones de citrato se estudio por espectroscopia
infrarroja (FTIR), Figura 4.7. El espectro FTIR del DMMP puro (espectro negro en Figura
4.7b) posee una banda caracteristica a 1242 cm™ correspondiente al enlace P-O. Tras
saturar el sustrato SERS AuNP@citrato con vapores de DMMP (espectro azul) dicha
banda se desplaza hacia menores frecuencias, 1230 cm™. Estudios recientes han
demostrado que los aniones de citrato se coordinan con la superficie del metal a través de
los grupos carboxilato dejando el grupo hidroxilo expuesto para poder interaccionar con
otras moléculas [344]. Por tanto, este desplazamiento podria atribuirse a una posible
interaccion entre las moléculas de DMMP vy los grupos hidréxilo libres del citrato que
hacen decrecer la frecuencia de vibracion del enlace P-O [345]. La banda intensa
desplazada a 1259 cm se corresponde con la posicion de la vibracion de los grupos P-O
cuando interaccionan con otras moléculas. En la zona espectral de altas frecuencias, 3600-
2700 cm, aparecen los modos vibracionales de los grupos hidroxilo libres 3446 y
3257 cm* para la sal de citrato (espectro marrdn) y desplazados a 3514, 3396, y 3317 cm’
! cuando interaccionan con los vapores de DMMP que saturan el sustrato AUNP@citrato
(espectro azul). Lo que podria confirmar la teoria de la interaccion mediante puentes de
hidrogeno entre el grupo P=0O del DMMP y los grupos hidroxilo del citrato, P=0- - H
(ver esquema de la Figura 4.7a). Estd interaccion también explicaria el ligero
desplazamiento de la banda vibracional P-C en el espectro SERS del DMMP obtenido
sobre el sustrato SERS AuNP@citrato.
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Figura 4.7 (a) Esquema de la formacion del enlace P-O - - H mediante puentes de hidrégeno
entre el grupo P=0O del DMMP y el grupo OH del citrato. (b) Espectro infrarrojo FTIR entre
3650 y 2700 cm™ y 1350 y 1150 cm™® para el DMMP liquido puro (negro), la sal de citrato de
sodio (marron), y el sustrato AUNP@citrato después de ser expuesto a los vapores de 2,5
ppmV de DMMP (azul).
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Para verificar el papel del del citrato en el anclaje de las moléculas de DMMP a la
superficie metalica, a los sustratos SERS AuNP@scitrato se les realiz6 un cuidadoso
postratamiento con plasma de oxigeno para retirarles la capa de citrato de la superficie
sin dafar las propiedades plasmonicas de las nanoparticulas, estos sustratos se
denominaran en adelante sustratos SERS AuNP (Figura 4.8). Se fijaron como condiciones
Optimas una presion de la cdmara de 0,2 mbar, potencia 50 W, 50% de Oz y un tiempo de
45s. En estas condiciones se consigue eliminar toda la capa de organica sin que las
nanoparticulas de oro pierdan su forma (Figura 4.8b), como ocurre en Figura 4.8c donde

al aumentar el tiempo de exposicion las nanoparticulas sinterizan.

Figura 4.8 Imagen SEM del recubrimiento de AuNP@scitrato sobre SiO/Si antes (a) y
después (b) del postratamiento con plasma de oxigeno condiciones. (c) sustrato SERS
AuNP@citrato con postratamiento agresivo (0,2 mbar,50 W, 3 min. 50% de O,).

Tras este postratamiento, los sustratos SERS AuNP fueron expuestos a los vapores
de DMMP con una concentracion de 2,5 ppmV. Como puede observarse en la Figura 4.6
(espectro naranja) tras eliminar el citrato de la superficie de las nanoparticulas no se
obtiene la huella dactilar del DMMP. Concluimos asi que el citrato juega un papel
principal en la deteccién de vapores de DMMP fijando las moléculas a la superficie
metalica donde se produce la mayor amplificacion del campo electromagnético a través
de una interaccién por puentes de hidrégeno.

Por ultimo, se compraron los sustratos comerciales de oro SERStrate® [346], Figura
4.9a. El sustrato comercial se coloc6 en la celda de gases y se alimentaron los vapores de
DMMP. En la Figura 4.9b puede observarse que el espectro SERS no se ve alterado tras
alimentar los vapores, debido a que el oro desnudo no es capaz de anclar las moléculas
de DMMP.
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Figura 4.9 (a) Imagen SEM de los sustratos SERS de oro SERStrate® y (b) espectro SERS
de los sustratos de oro SERStrate® antes y después de ser alimentados con vapores de
DMMP (concentracion 2,5 ppmV). Condiciones de medida5 mWy 1s.

La Figura 4.10a-b muestra la evolucion de la intensidad del pico de DMMP
desplazado a 718 cm™ en funcion del tiempo de exposicion a vapores de concentracion
1,2 ppmV. Estudiando el comportamiento a tiempos de exposicion largos evaluamos la
estabilidad de la interaccion DMMP-citrato (Figura 4.10a) y a tiempos cortos calculamos

el tiempo de respuesta (Figura 4.10b).

En la Figura 4.10a aparece la evolucion de la intensidad hasta 90 minutos y puede
observarse que la intensidad aumenta rapidamente hasta alcanzarse un estado de pseudo-
equilibrio entre las moléculas de DMMP en la fase gas y adsorbidas en la capa de citrato
de las AuNP@citrato, demostrando la estabilidad de la interaccién con el tiempo. La
intensidad es el promedio de tres medidas realizadas a cada tiempo en tres posiciones

diferentes del mismo sustrato.

En la Figura 4.10b aparece la evolucion de la intensidad a tiempos cortos de
exposicion y donde se observa que el tiempo de respuesta de 98 s. El experimento se
realizé midiendo en un punto fijo del sustrato AUNP@citrato cada 0,5 s. Este tiempo de
respuesta es ligeramente inferior al obtenido con los Ag nPlates@grafito, 137 s. No
obstante, es importante destacar que el sustrato Ag nPlates@grafito se midio con el
equipo Raman portable y un tiempo de integracion de 100 s y el sustrato AUNP@citrato
con el equipo de sobremesay un tiempo de integracion de 0,5 s, por lo que la comparacién

no es completamente correcta.
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Figura 4.10 Evolucion de la intensidad SERS del pico desplazado a 718 cm™* del DMMP en
funcion del tiempo de exposicién a una concentracion de 1,2 ppmV. (a) Tiempos largos:
estudio estabilidad de la interaccion DMMP-citrato. Las barras de error representan la
desviacidn estandar. (b) Tiempos cortos: estudio tiempo de repuesta del sustrato
AuNP@citrato. Condiciones de medida: 1 mW y 0,5 s.

La reciclabilidad del sustrato SERS AuNP@citrato se evalud realizando ciclos
consecutivos de adsorcidn/desorcion del DMMP de la superficie del sustrato. La
desorcion completa del DMMP de la superficie se produce tras 25 min pasando una
corriente seca de nitrogeno (Figura 4.11b). Cada ciclo de adsorcidén/desorcion consistio
en 10 min pasando DMMP, registrar la sefial, a continuacion, pasar 40 min de una
corriente seca de N2y volver a registrar la sefial en varios puntos para asegurar la completa
desorcion (flecha gris de la Figura 4.11a). La Figura 4.11 muestra como tras 10 ciclos de
adsorcion/desorcion el sustrato AuNP@citrato sigue mostrando el mismo
comportamiento y con una RSD de la intensidad de la sefial Raman entre ciclos de un
5%.
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Figura 4.11 (a) Evolucion de la intensidad SERS del pico de DMMP desplazado a 718 cm™?
en funcion de ciclos consecutivos de adsorcion de 1,2 ppmV - desorcion con N, de DMMP de
la superficie del sustrato AuUNP@citrato. La flecha indica un ciclo de adsorcion/desorcion. (b)

Evolucion del pico de DMMP desplazado a 718 cm™ durante la etapa de desorcién con una

corriente de N> seca.
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La homogeneidad del sustrato SERS en la deteccion de DMMP se estudio
recogiendo 2500 espectros en un &rea de 1 x 1 mm. La Figura 4.12 muestra esta area
monitorizando la intensidad del pico a 718 cm™ del DMMP que tiene una RSD del 10%.

40 cts

Figura 4.12 Area SERS de 1 x 1 mm monitorizando la intensidad del pico desplazado a
708 cm™ del DMMP; 1 s de tiempo de integracion.

Finalmente, se estudi6 la capacidad del sustrato AuNP@citrato para detectar
concentraciones inferiores a las partes-por-millon (ppmV), requisito importante para una
futura aplicacion real. Para ello se prepararon bolsas de gases con concentraciones de
2500, 1200 y 625 ppbV.

La Figura 4.13 compara los espectros obtenidos para cada una de las concentraciones
de DMMP estudiadas. EI modo vibracional P-C es claramente observable para las tres
concentraciones alimentadas y al disminuir la concentracion podemos observar un
pequefio desplazamiento hacia mayores nimeros de onda, desde 708 cm™ para
2500 ppbV hasta 720 cm™ para 625 ppb. Esta reportado que el desplazamiento de las
bandas Raman de una molécula puede deberse a interacciones con otras moléculas o al
grado de recubrimiento de estéas sobre la superficie plasmonica [218]. Este fendmeno es
especialmente notable cuando se trabaja con bajas concentraciones del analito como es
625 ppbV.

La intensidad de la banda vibracional P-C del DMMP (~715 cm™) incrementa casi
linealmente con la concentracion (Figura 4.13b). En estas condiciones experimentales, se
calculd el limite de deteccion (LOD, de sus siglas en inglés Limit of Detetion) como tres
veces la desviacion estandar de la intensidad de la banda vibracional P-C en cinco
experimentos diferentes obteniendose un LOD de 130 ppbV.
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Figura 4.13 (a) Espectro SERS del DMMP recogido sobre el sustrato AUNP@citrato
pasando N y tres concentraciones de DMMP diferentes: 625, 1200 y 2500 ppb. Los
espectros han sido desplazados en el eje-y para una mejor interpretacion de los resultados. La
flecha indica el desplazamiento del P-C (b) Intensidad del modo vibracional P-C del DMMP
desplazado a ~715 cm™ en funcion de la concentracion de DMMP.

Todos estos resultados muestran la robustez de la plataforma SERS AuNP@citrato
y de la interaccion DMMP-citrato haciendo del sustrato SERS AuNP@citrato un
potencial candidato para ser utilizado como sensor SERS de agentes neurotoxicos en fase

gas.
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4.3 NANOPARTICULAS ORO RECUBIERTAS DE POLIOXOMETALATOS

(POMS) PARA LA DETECCION DE PESTICIDAS EN FASE LIQUIDA’

Los polioxometalatos (POMs), también llamados polioxoaniones, se definen como
agregados inorganicos de caracter anionico y estan formados principalmente por oxigeno,
metales de transicion (M) en su estado de oxidacion més alto, y un heteroatomo (X). Los
POMs pueden describirse como fragmentos discretos de 6xidos metalicos, de tamafo y
forma bien definida, formados por la reaccion de condensacion de complejos de
coordinacion, generalmente octaedros, tetraedros y piramides de base cuadrada. Los
polioxometalatos se pueden dividir en dos categorias, isopolioxometalatos y
heteropolioxometalatos, perteneciendo a esta segunda categoria las estructuras de Keggin

utilizadas en esta seccion.

Se denomina estructura de Keggin a los compuestos [XM12040]*, donde X es el
atomo central que puede ser B, Si'V, Ge'V, PV, AsY 0 metales de transicion (Cu, Fe o Co)
con diferentes estados de oxidacion y M es MoY' o WY!. En estas estructuras cuatro grupos
M3013 se sitlian alrededor del heterodtomo de X que se encuentra unido tetraédricamente
a cuatro ligandos oxo. Cada grupo M3O13 es un conjunto de tres octaedros fusionados por
las aristas con un vértice en comun que es también un vértice del tetraedro central (Figura
4.14a). Existen cinco estructuras Keggin a, B, v, 8 y €. La a posee una simetria Tq, Si
rotamos un grupo MsO13 60° tendremos el isomero B (simetria Cay); dos, tres y cuatro
grupos rotados 60° dan lugar a las formas v, 3 y €, respectivamente. De esta forma, dentro
de cada estructura Keggin existen cuatro tipos de oxigenos diferentes (ver Figura 4.14b):
O4, oxigenos terminales (M=0); Oy, 0xigenos puente entre octaedros MOs que interactian
por el vértice; Oc, oxigenos puente entre grupos MOs fusionados por las aristas y Oa,

atomo central de oxigeno que forma el heterogrupo POa.

" El contenido de este capitulo ha sido adaptado de la siguiente publicacién cientifica:

M. Lafuente, I. Pellejero, A. Clemente, M.A. Urbiztondo, R. Mallada, S. Reinoso, M.P. Pina,
L.M. Gandia.

“In-situ synthesis of SERS active Au@POM nanostructures in a microfluidic device for
real time detection of water pollutants”

ACS Appl. Mater. Interfaces, 2020. DOI: 10.1021/acsami.0c06725
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Figura 4.14 Representacion de la estructura o-Keggin (a) poliédrica y (b) atomica
identificando los cuatro tipos de oxigenos.

La estructura de Keggin es la mas conocida y estudiada debido a su sencilla
preparacion, estabilidad térmica, y sus propiedades redox y de acido fuerte. Ademas, la
estructura Keggin y en general todos los POMs, pueden llevar a cabo reacciones de
transferencia de electrones cuando son irradiados con luz ultravioleta sin sufrir
descomposicion quimica o estructural. Esta caracteristica hace que los POMs sean muy
utilizados en la sintesis de nanoparticulas donde tienen una doble funcion: agentes

reductores y estabilizantes de las nanoparticulas [99,347,348].

A diferencia de otros estabilizantes de nanoparticulas, los POMs tienen una
reactividad Unica que permite que sean usados en un amplio rango de aplicaciones: foto
y electrocatlisis, oxidacion en fase liquida, biosensores, almacenaje de energia o
medicina [349,350]. Sin embargo, su actividad SERS ha sido poco estudiada. En literatura
se pueden encontrar ejemplos donde han sintetizado nanoparticulas de plata estabilizadas
con PW y ensamblado mediante remplazamiento galvanico a superficies de aluminio
[351], la sintesis de nanoparticulas bimetalicas preparadas por remplazamiento galvanico
sobre TiO. impregnado con PW [352], nanoparticulas de oro sintetizadas dentro de los
canales de silice mesoporosa [353], 0 nanoparticulas de oro sintetizadas a las que se les
ha remplazado el estabilizante de citrato por un POM de vanadio [354] y donde

consideran que gracias a ello se aumenta en un orden de magnitud la sefial obtenida.

4.3.1 Procedimiento experimental

Los dispositivos fueron disefiados y fabricados en colaboracion con el Dr. Ismael

Pellejero, asimismo, la sintesis de las nanoparticulas de oro recubiertas de POM, en
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adelante AUNP@POM, fue optimizada en colaboracion con el propio Dr. Ismael Pellejero
y el Dr. Santiago Reinoso del Instituto de Materiales Avanzados (InaMat) de la
Universidad Publica de Navarra.

4.3.1.1 Materiales

El &cido cloroadrico (HAuCls, > 99%), H3sPW12040 hidratado (reactivo ACS),
H3PMo012040 hidratado (reactivo ACS), rodamina 6G (R6G, 99%) y paraoxon-metil
fueron comprados a Sigma-Aldrich y el 2-propanol (99,5%) a Scharlau. El elastomero
Sylgard 184 y su agente de curado fuero adquiridos en Dowsil. La resina para la impresora
3D B9R-6 fue adquirida a B9Creations. Todos los materiales fueron utilizados sin ningin
pretratamiento. Los cubres de pyrex de grosor 150 pum fueron adquiridos en Labbox (ref.

CCVN-020-100). Las conexiones de microfluidica fueron suministradas por Nordson.

Por otro lado, se utilizé la impresora 3D de alta resolucion B9Creator con el software
B9Creator V1.2 de B9Creations. El equipo de plasma corona utilizado fue BD-20AC de
Electro-Technic Products. La lampara LED LZ1-00UV00-LED con una longitud de onda
de 365 nm y una potencia de 1,2 W se adquiri6 en Engin.

4.3.1.2 Preparacion de los dispositivos de PDMS

Los dispositivos de polidimetilsiloxano (PDMS) constan de dos partes, una base y
una cubierta, ambas preparadas por el método de casting sobre un molde fabricado por
impresion 3D, basandonos en protocolos previos [355] (ver Figura 4.15). Brevemente, el
molde 3D de la base fue disefiado en “negativo” con el software AutoCAD® y consistid
en un serpentin de seccion semicircular de didmetro 1 mm y altura 500 um. El molde fue
fabricado por impresion 3D usando la resina BOR-6. EI molde 3D fue lavado con 2-
propanol, secado, y, posteriormente, curado a 160 °C durante 1 h. La disolucion de PDMS
se prepard mezclando el elastobmero Sylgard 184 con el agente de curado en unaratio 10:1
en peso y se vertid sobre el molde 3D. A continuacion, se desgasifico a vacio y se dejo
curar en un horno a 80 °C durante 30 min. La réplica de PDMS obtenida fue retirada con
cuidado del molde 3D. Por otro lado, la cubierta del dispositivo se prepard por casting
del PDMS sobre un molde plano. La cubierta final tiene 1 mm de grosor y una abertura
central de 18 mm. La base y la cubierta se unieron mediante un tratamiento de plasma de
aire. El dispositivo final de PDMS se cur6 durante una 1 h a 80 °C. En la abertura y entre

ambas piezas antes de unirlas se coloco el cubre de pyrex que cierra el dispositivo y que
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actlia de ventana Optica para las medidas SERS. Por ultimo, se colocaron las conexiones

de microfluidica a la entrada y a la salida del dispositivo SERS.

(a) Tratamiento con plasma de
aire para unir ambas piezas
Casting del PDMS Desmolde del PDMS
sobre el molde 3D tras el curado Cubierta cerrada

con cubre de pyrex

Disolucion Molde fabricado con la
PDMS impresora 3D

(b) Dispositivo de PDMS terminado

Figura 4.15 (a) Fabricacion del dispositivo de PDMS mediante casting sobre soportes 3D
preparados por impresion 3D y pegado mediante plasma de aire. (b) Dispositivo de PDMS
sin la cubierta para poder observar el serpentin.

4.3.1.3 Sintesis in-situ de Au@POMSs sobre los microdispositivos

La sintesis de las AUNP@POM se realiz6 directamente dentro de los microcanales
del dispositivo de PDMS como indica la Figura 4.16. En primer lugar, se preparé una
disolucién stock 0,5 M de 2-propanol en agua destilada. Usando esta disolucion como
solvente se prepard una disolucion de HAuCls 2 mM; otra 0,7 mM de HsPW12040 (PW),
y, por ultimo, una 0,7 mM de H3PMo0120s (PMo0). A continuacion, se mezclaron
volimenes iguales de la disolucion de HAuUCIs con la del correspondiente POM, y se
desoxigena burbujeando una corriente de Ar durante 5 min. Esta mezcla se bombed al
dispositivo de PDMS con una velocidad de 1 mL/h, que se corresponde con un tiempo
espacial de 0,21 h. La sintesis de las nanoparticulas Au@POM sobre los microcanales de
PDMS se induce irradiando los canales por donde circula la solucion de precursores con
una lampara LED de longitud de onda 365 nm. La lampara se colocé centrada sobre el
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dispositivo de PDMS a una distancia de 25 mm alcanzandose una irradiancia de
4,5 mW cm2. Transcurridas 2 h se consider6 que el dispositivo estaba completamente
recubierto. En adelante los dispositivos SERS de PDMS recubiertos con nanoparticulas
estabilizadas con los POMs PMo y PW se denominaran AUNP@PMo y AuNP@PW,
respectivamente.

LED 365 nm )
Ventana optica

1 mL h! ‘ : ' - - ‘

B — | _salid
POMO,7 mM e, | salida,
2-propanol 0,5 M5 t

d PDMS
AuNP@POM

r=>500 pm

Figura 4.16 Sintesis de AUNP@POM y recubrimiento in-situ de los microcanales del
dispositivo de PDMS final.

Se calculo el AEF de los diferentes sustratos SERS utilizando R6G como molécula
patrén, y siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.2 (pag. 50), pero alimentando
la disolucion de R6G de manera continua con un caudal de 0,5 mL/min. Las condiciones
de medida fueron 250 uW'y 1 s de tiempo de integracion para el dispositivo AUNP@PMo
y 230 uW y 0,05 s de tiempo de integracién para el dispositivo AUNP@PW, en ambos
casos se uso la longitud de onda de excitacion de 785 nm y objetivo 20x.

Los experimentos de deteccion de paraoxon utilizando los dispositivos SERS se
realizaron con el equipo Alpha 300 de sobremesa, la longitud de onda de excitacion de
785 nmy el objetivo de 20x. La disolucion de paraoxon se aliment6 al dispositivo con un
caudal de 0,5 mL/min y siguiendo el protocolo detallado en el apartado 2.4.2, pag. 66. En
general, y a no ser que se especifique lo contrario, las condiciones de medida en la
deteccidn de paraoxon fueron 1 s de tiempo de integracion y una potencia de 1,2 mW 'y
787 UW para los dispositivos AUNP@PMo y AuUNP@PW, respectivamente. La
descripcion del resto de equipos y técnicas de caracterizacion utilizas en la caracterizacion

de los Ag nPlates y los sustratos SERS se incluyen en el Anexo I.
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4.3.2 Resultados
4.3.2.1 Caracterizacion de los microdispositivos

El dispositivo final esta formado por un microcanal con geometria de serpentin con
una entrada y salida enfrentadas en diagonal y unas dimensiones totales de 40 x 40 mm
y un grosor de 5 mm convirtiendolo en un sistema de microfluidica flexible y compacto
(Figura 4.15). El serpentin mantiene las dimensiones del molde 3D 1 mm de diametro y
500 pm de profundidad y un volumen total de 210 mm?®. La rugosidad promedio del
dispositivo de PDMS, analizada con un perfilémetro, fue de 95 nm. Debido a las
dimensiones de los microcanales la rugosidad fue medida en la parte superior de los

mismos.

En las imagenes reales de los dispositivos (Figura 4.17) podemos observar que la
sintesis y el recubrimiento se mantienen constante a lo largo del microcanal. En las
imagenes SEM (Figura 4.17) se observa un recubrimiento homogéneo de las
nanoparticulas AUNP@PW y AuNP@PMo sobre el microcanal de PDMS con un
porcentaje de recubrimiento del 27 + 3% para AUNP@PW y 21 + 2% para AUNP@PMo.
En cuanto a la distribucion de tamarios de las nanoparticulas se calcularon unos valores
de 89 £ 20 nm para AUNP@PW y 100 + 27 nm para AUNP@PMo. Considerando que
ambos POM tienen la misma estructura a-Keggin podemos asumir que el espesor del
shell es igual y que por tanto el mayor tamafio de las nanoparticulas AUNP@PMo lo

atribuimos a la mayor actividad redox que tiene el PMo en comparacién con el PW [356].
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Figura 4.17 Iméagenes reales e imagenes SEM de los dos dispositivos fabricados: (a)
AUNP@PW y (b) AuNP@PMo.

La Figura 4.18a muestra la imagen TEM del corte transversal realizado al microcanal
del dispositivo recubierto por AUNP@PW donde puede observarse que las nanoparticulas
tienen un tamano similar y se encuentran ancladas a la superficie del canal. El grosor del
shell de POM alrededor de las nanoparticulas una vez ancladas al PDMS no pudo ser
observado por TEM (Figura 4.18).

500 nm

Figura 4.18 Imagen TEM del corte transversal del microcanal del dispositivo AUNP@PW.

El andlisis por XPS (Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X) de los
recubrimientos AUNP@POM sobre el PDMS confirmo la presencia de POM (Figura
4.19). Los dos picos caracteristicos del Mo-3d, en estado de oxidacion MoV!, a 2329y
236 eV del sélido puro H3PMo012040, se observan también en el Au@PMo. Sin embargo,
los picos del W-4f que en el s6lido puro HsPW12040 aparecen a 35,9 and 38,1 eV, se ven
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desplazados hacia mayores energias de enlace indicando una fuerte interaccion entre el
Auy el PW. En ambos AUNP@POMs, la energia de enlace de las sefiales del Au 4f a
88,1 eV y 84,4 eV coinciden con las del Au® indicando que el Au se encuentra en estado
metalico en las estructuras hibridas [357]. La sefial O-1s se deconvoluciond y ajust6 a dos
picos, uno a 530,5-531 eV que se corresponde con el enlace Mo-Op y W-Oy presente en

los POMS y otro a mayores energias de enlace 531,5-532 eV relacionado con los grupos

—OH [358].
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Figura 4.19 Anélisis XPS de los dispositivos SERS AUNP@PW y AuNP@PMo,
comparados con los POMs puros, para los picos (a) Mo-3d; (b) W-4f; (c) Au-4f y (d) O-1s.

Los espectros de absorcion de los dispositivos SERS AUNP@PW y AuNP@PMo
muestran una banda ancha centrada en 550-555 nm (Figura 4.20), consistente con el
tamafo de particula medido de las imagenes SEM, y con un cierto acoplamiento entre los
momentos dipolares de particulas proximas que hace que se ensanche la banda [335], de
hecho este ensanchamiento es mayor en el caso de AUNP@PW con un porcentaje de

recubrimiento ligeramente superior.
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Figura 4.20 Espectro de adsorcion UV-Vis de AUNP@PW, AUNP@PMo y AuNP.

4.3.2.2 Nucleacion y crecimiento in-situ de Au@POMSs en microdispositivos

Estos resultados de crecimiento in-situ de las nanoparticulas AUNP@POM en la
superficie de PDMS del microcanal sugieren que los ndcleos de Au® siguen un proceso
de nucleacién-crecimiento preferencial sobre las paredes del PDMS en lugar de en el seno
de la fase liquida. EI mecanismo propuesto es el siguiente: la luz ultravioleta induce la
liberacion de electrones por parte del 2-propanol que son transportados por los POMs
hasta el Au®* que se reduce a Au®. Estos Au® se anclan a la superficie del microcanal
mediante interaccién Au-OH del grupo silanol del PDMS y posiblemente favorecida por
la rugosidad de este. Posteriormente, el POM se ancla a la superficie desnuda del metal
protegiéndola y formando la nanoparticula final AuUNP@POM. Los experimentos

expuestos a continuacion nos ayudaron a confirmar esta hipétesis.

Para conocer la influencia del POM en la sintesis, se preparé un microdispositivo
SERS en ausencia de POM, es decir, solo se irradi6 la disolucién del precursor de oro con
el 2-propanol, en adelante este dispositivo sera denominado AuNP. La fotografia de la
Figura 4.21 muestra que el recubrimiento sobre el PDMS es poco homogéneo
presentando zonas con nanoparticulas y otras sin recubrimiento de AuNP. Las imagenes
SEM del dispositivo AuNP (Figura 4.21) muestran nanoparticulas de menor tamafio y
mas polidispersas 65 + 21 nm. Esta mayor polidispersidad de las AuNP puede estar
relacionada con el efecto estabilizador del POM alrededor de las nanoparticulas
AUNP@POM evitando la agregacion de estas por repulsion electroestatica. Todo esto se
refleja en un SPR del dispositivo menos intenso y con el maximo a menores longitudes

de onda que los dispositivos AUNP@POM (Figura 4.20, verde). Demostrando asi que el
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anclaje y nucleacion de las semillas de Au® esta favorecido por la nucleacion heterogénea
sobre la superficie rugosa del PDMS. La mayor densidad y tamafio de las nanoparticulas
de AUNP@POM en el recubrimiento, demuestran que la presencia del POM cataliza la
reaccion, aumentado la velocidad de transporte de electrones entre el 2-propanol y el
Au®*. Por otro lado, en este caso no se observaron nanoparticulas de oro formadas en el
seno de la disolucion, en adelante AUNP@POM_d°".

Figura 4.21 Imagen del dispositivo AUNP e imagenes SEM de uno de sus microcanales.

La pequefa fraccion de AUNP@POM _d°", formadas en el seno de la disolucion
cuando el POM esta presente se analizd por microscopia STEM (Figura 4.22). Las
AuNP@PW _d°" y AUNP@PMo_d°" tenian un tamafio similar 24 £ 6 nm y 29 £ 5 nm,
respectivamente, pero menor que el de las AUNP@POM crecidas sobre las paredes del
microcanal. Esto corrobora nuevamente, y como cabia esperar, que la nucleacion
heterogénea del Au® sobre la superficie del PDMS esta favorecida respecto a la nucleacion
homogénea del Au® en disolucion. El analisis STEM y EDS (Figura 4.22) nos permitio
observar el shell de PW que rodea y estabiliza la AUNP@PW. EI grosor es de alrededor
de 1 nm correspondiente a una unica molécula de POM alrededor del nucleo metélico
[359].
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Figura 4.22 Caracterizacion de las AUNP@POM_d°" coloidales recogidas a la salida del
dispositivo. (a-b) Imagenes STEM y (c) anélisis EDS para corroborar la presencia del shell
de POM.

Para confirmar el mecanismo de anclaje y crecimiento in-situ de las nanoparticulas
sobre la superficie, se preparé un dispositivo SERS alimentando las AUNP@POM_d°" ya
formadas a los microcanales. Se alimentaron con el mismo caudal con y sin irradiacién
UV, y en ningun caso se consiguio recubrir el microcanal. Esto revela que no existe
interaccion entre el POM que recubre las nanoparticulas y el PDMS de los microcanales.
La formacion in-situ de los ntcleos de Au® y anclaje sobre la superficie del PDMS no
solo estaria favorecido por la rugosidad del PDMS (95 nm) sino también por las
interacciones entre el Au y los -OHs terminales del PDMS. Los POMs son catalizadores
acidos [360] que favorecen la hidrolisis &cida del PDMS, aumentando el nimero de
grupos -OH en la superficie del microcanal, y, por tanto, el nimero de puntos de anclaje
Au-PDMS.

Estos resultados demuestran la nucleacion preferencial del Au® sobre el PDMS y que
el POM tiene tres funciones en esta sintesis: i) transfiere electrones desde 2-propanol
agente donor de electrones hacia los atomos de Au®* a través de ciclos redox foto-
inducidos por la luz UV; ii) actta de estabilizante de las nanoparticulas de oro formadas,

y, iii) por repulsion electroestatica evita la agregacion de las particulas en fase liquida.
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4.3.2.3 Comportamiento de los microdispositivos en espectroscopia Raman-SERS

La Figura 4.23 muestra el espectro SERS de los dispositivos AUNP@POM
comparados con su respectivo POM puro, sélido. EI modo vibracional metal (M)-oxigeno
es la banda caracteristica de los POMs. En el PW aparece a mayores desplazamientos
Raman, 987 y 1010 cm™ que para el PMo, 973 y 994 cm™, y representan el stretching
antisimétrico y simétrico, respectivamente, del enlace M = Oq4 [361]. Ademas de estos
picos es posible apreciar las bandas menos intensas del enlace M-Op-M a 931 y 889 cm!
para el PW y a 906 cm™ para el PMo correspondientes al stretching antisimétrico de este
enlace. También podemos observar que la intensidad del PMo es 10 veces menor que la
del PW consistente con la menor capacidad de polarizacion de la nube electrénica por

parte del PMo demostrada mediante anélisis computacional DFT [356].
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Figura 4.23 Espectro SERS de los dispositivos (a) AUNP@PW y (b) AUNP@PMo
comparados con el espectro Raman del PW y PMo puros sélidos. Los insertos representan la
magnificacion del tramo 850-950 cm™ de los POMs puros.

El espectro SERS de los dispositivos AUNP@POM indica un desplazamiento a
menores frecuencias y un ensanchamiento de los picos respecto al espectro del Raman
solido. Esto es probablemente debido a la contribucion de las bandas M-Op-M
incrementadas por la interaccion del POM y la AuNP. El desplazamiento y aumento de
la banda M-Oy-M esta de acuerdo con lo observado por otros autores que proponen que
la interaccion entre el POM y la nanoparticula metalica se produce mediante una
quimisorcion a través de los oxigenos Op [359]. En esta configuracion, el POM se
aproximaria perpendicular a la superficie de la nanoparticula maximizando la interaccion
entre los oxigenos Op y el metal y quedando los oxigenos correspondientes al M=0O

también muy proximos a la superficie [359,362].
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La Figura 4.24 muestra los espectros SERS de la R6G 1 uM recogida sobre los tres
dispositivos SERS preparados y donde puede observase que la actividad SERS es mucho
mayor sobre los dispositivos SERS AuNP@POM que sobre el dispositivo SERS AuNP.
Entre los dos AUNP@POM, la intensidad de la R6G recogida sobre el dispositivo
fabricado con PW es casi 10 veces mayor que la intensidad recogida sobre el dispositivo
de PMo.
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Figura 4.24 Espectro SERS de la R6G 1M recogido sobre los tres dispositivos preparados:
(2) AUNP@PW, (b) AUNP@PMo y (c) AuNP comparados con el espectro Raman de la R6G
puro solido.

El calculo del AEF se realizo con la intensidad promedio de 10 espectro medidos
sobre cada uno de los tres dispositivos SERS. El valor de AEF aumenta desde 2,4 x 10°
para AuNP, 3,6 x 10° para AUNP@PMo hasta 3,1 x 10’ para AuUNP@PW. Se ha
encontrado que para nanoparticulas de oro de 51 nm recubiertas con el POM [V1002s]®
el valor de AEF es 2,6 x 10°[354], inferior al alcanzado por nuestros dispositivos SERS
AuNP@PMo y AuNP@PW. El AEF de las AuNP, 2,4 x 10°, comparado con las
AUNP@citrato, 9,2 x 10° (apartado 4.2.2.2, pag. 93), es un orden de magnitud menor.
Probablemente, esta diferencia este debida a la menor densidad de recubrimiento obtenida

con las AuNP sintetizadas sobre el dispositivo de PDMS.

Considerando que el tamafio de las nanoparticulas es similar y aunque el porcentaje
de recubrimiento es algo superior en el caso del PW y que ambos POMS tienen la misma
estructura a-Keggin, la diferencia de AEF tiene que ser debida a las propiedades de W'y
Mo en la estructura del POM, y podria explicarse por la contribucién del mecanismo de
transferencia de carga (TC) al efecto SERS. ElI mecanismo TC puede contribuir en el
efecto SERS hasta en un rango de 10 a 102 dependiendo de la naturaleza de la molécula
y la interaccion de esta con el sustrato SERS [35]. La mayor actividad SERS de los

dispositivos AUNP@PW se puede atribuir a un mejor acoplamiento entre la shell de PW
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y la nanoparticula de oro. La TC es mas probable en moléculas que contienen electrones
7T en sus estructura, tales como la molécula aromaticas R6G usadas con ambos
dispositivos SERS, y en aquellas moléculas en las que existe una mayor estabilizacion
entre su HOMO-LUMO [363]. Mediante meétodos computacionales DFT se ha
demostrado que la diferencia entre el HOMO y el LUMO del PW es mayor que para el
PMo, 2,8eV y 2,03eV [356], respectivamente. En resumen, las nanoparticulas
AUNP@PW cuentan con un sistema “nucleo plasmoénico - shell de PW - R6G” en el que
puede existir una TC entre la nanoparticula de oro, el LUMO del PW 'y de aqui al LUMO
de la R6G haciendo que la intensidad Raman aumente en mayor medida que con el

sistema que forman las nanoparticulas AUNP@PMo.

A su vez, este mecanismo esta favorecido por la eficiente adsorcién de la R6G sobre
el POM a través de interacciones electroestéaticas, la superficie del POM esté enriquecida
en cargas negativas por sus grupos oxo terminales, por puentes de hidrogeno y por
interacciones M — O - - «t. La fuerza de estas interacciones fue estudiada en profundidad
realizando ciclos adsorcion/desorcion de R6G en los dispositivos AUNP@POM. El
experimento consistio en alimentar el dispositivo con una disolucion 1 uM de R6G
durante 10 minutos y a continuacion limpiarlo con agua destilada, ambas con un caudal
de 0,5 mL/min. La intensidad SERS del pico de R6G desplazado a 1516 cm™ fue
monitorizado durante 5 ciclos consecutivos adsorcion/desorcion de 10 min cada uno. La
homogeneidad de la respuesta SERS en el dispositivo AUNP@PMo se muestra en la
Figura 4.25a donde aparece la intensidad promedio de las 100 medidas que se hicieron en
cada ciclo y que presentan una RSD menor al 20%. Por otra parte, la adsorcion de la R6G
sobre las nanoparticulas AUNP@PMo es reversible y rapida puesto que en menos de
6 min se ha perdido completamente la sefial de la R6G (ver Figura 4.25b). Esta propiedad
de adsorcion reversible de colorantes cationicos del dispositivo AUNP@PMo podria
usarse para aplicar estos dispositivos como sensores SERS de este tipo de contaminantes

organicos.
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Figura 4.25 (a) Evolucion de la intensidad SERS del pico de R6G a 1516 cm™ en (a) cinco

ciclos adsorcion/desorcion de una disolucion 1 uM de R6G y (b) durante el primer ciclo de

desorcidn de la R6G con agua en el dispositivo AUNP@PMo. La flecha describe un ciclo de
adsorcién/desorcion de R6G. Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Figura 4.26 (a) Evolucion de la intensidad SERS del pico de R6G a 1516 cm™ en (a) cinco

ciclos adsorcion/desorcion de una disolucion 1 uM de R6G y (b) durante el primer ciclo de

desorcion de la R6G con agua en el dispositivo AUNP@PW. La flecha describe un ciclo de
adsorcion/desorcion de R6G. Las barras de error representan la desviacion estandar.

La sefial promedio durante el primer ciclo de adsorcion de R6G 1 uM sobre el
dispositivo AUNP@PW es claramente superior a la obtenida con el dispositivo
AUNP@PMo (ver Figura 4.25ay Figura 4.26a) pero también lo es su desviacién estandar.
En este caso, la adsorcion de R6G es irreversible (Figura 4.26b) demostrando la fuerte
interaccion existente entre el PW y la molécula de R6G [364] que permite que el

mecanismo de transferencia de carga TC entre las AUNP — PW — R6G sea mas eficiente.
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La homogeneidad de la sefial a lo largo del canal se estudié midiendo en el canal
central diferentes puntos a lo largo de 1200 um (Figura 4.27). La RSD fue del 22% y del
23% para los microdispositivos AUNP@PMo y AUNP@PW, respectivamente.
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Figura 4.27 Evolucion de la intensidad SERS del pico de R6G a 1516 cm™ a lo largo de
1200 pm del canal central del microdispositivo (a) AUNP@PW y (b) AUNP@PMo.

4.3.2.4 Capacidad de deteccion de pesticidas en fase liquida

Las capacidades de deteccion de los dispositivos SERS AuNP@POM se estudiaron
usando como analito paraoxon-metil. La disolucion de paraoxon 1 puM se alimento con

un caudal continuo de 0,5 mL/min a los dispositivos.

La Figura 4.28 muestra los espectros SERS del paraoxon recogidos sobre los dos
dispositivos AUNP@POM y comparados con la huella del paraoxon puro. En ambos
casos, podemos observar que las bandas de los principales modos vibracionales del
paraoxon aparecen ligeramente desplazadas a mayores frecuencias tras la interaccion con
las nanoparticulas de AUNP@POM. La sefial principal y correspondiente al stretching
simétrico del grupo NO2 (banda b de la Figura 4.28) se desplaza de 1346 cm™ a 1368 cm
! cuando interacciona con PW y PMo. La banda a 1228 cm™ correspondiente al stretching
del grupo P=0 (banda a) se desplaza a 1258 y 1238 cm™, y la banda asociada a la
vibracion del anillo bencénico (banda d) se desplaza de 1590 cm™ en el liquido puro a
1598 y 1623 cm™ sobre los dispositivos AUNP@PW y AuNP@PMo, respectivamente.
Finalmente, con el dispositivo AUNP@PW podemos llegar a detectar una Gltima banda
(banda c) correspondiente a la vibracion asimétrica del grupo NO2 y que aparece
desplazada a 1520 cm™. La Tabla 4.2 resumen la asignacion de bandas del paraoxon y el

desplazamiento de estas cuando interaccionan con los microdispositivos AUNP@POM.
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Figura 4.28 Espectro SERS de paraoxon-metil 1 uM alimentado con un caudal de
0,5 mL/min a los dispositivos (a) AUNP@PW y (b) AUNP@PMo. Las areas sombreadas
representan los modos vibracionales principales del paraoxon metil: a stretching P=0; b
stretching de NOy; ¢ stretching asimétrico de NO; y d stretching anillo bencénico. Para una
mejor visualizacidn os espectros estan desplazados en eje-y.

Tabla 4.2 Asignacion de las bandas SERS mostradas en la Figura 4.28 durante la deteccion
de paraoxon en los dispositivos AUNP@POM.

Desplazamiento Raman (cm™)

Asignacion [310]

Paraoxon A ;NP@PW  AUNP@PMo
puro
a 1228 1258 1238 P=0 stretching
b 1348 1346 1368 NO, symmetric stretching
c 1524 1520 - NO; unsymmetric stretching
d 1590 1598 1623 Vibracion del anillo

La reciclabilidad de los dispositivos SERS se estudio realizando tres ciclos de
adsorcion/desorcion de paraoxon. Cada ciclo de adsorcién/desorcion consistio en 10 min
pasando una disolucién de paraoxon 1 pM, registrar la sefial de 100 espectros a lo largo
del microcanal, y a continuacion, tras 10 min pasando agua y volver a registrar la sefial

para asegurar la completa desorcion.

La intensidad SERS del paraoxon obtenida sobre el dispositivo AUNP@PW es
claramente mayor a la obtenida con el dispositivo AUNP@PMo (Figura 4.29). Los valores
de intensidad promedio de la banda desplazada a 1368 cm™, en el primer ciclo de medida,
fueron 397 £21 ctsmW?ls? para AUNP@PMo y 1368 +369 ctsmW?s? para
AUNP@PW, esto se traduce en una desviacion estandar de 5% y 27%, respectivamente.
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En estas condiciones experimentales, se calculo el limite de deteccion, LOD, como
tres veces la desviacion estandar de la intensidad de la banda vibracional a 1368 cm™
obteniendose un LOD de 2,11 x 107 M (52,1 ug L) para el dispositivo AUNP@PMo y
1,67 x 107 M (41,4 ug L) para el dispositivo AUNP@PW.
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Figura 4.29 Evolucién de la intensidad SERS del pico de paraoxon a 1368 cm™ en tres ciclos
adsorcion/desorcion de una disolucion 1 uM de paraoxon/agua alimentadas por separado con
un caudal 0,5 mL/min a los dispositivos (a) AUNP@PW y (b) AUNP@PMo. Las flechas
indican el primer ciclo. Las barras de error representan la desviacion estandar de 100
espectros.

Con estos resultados, y por analogia con los obtenidos con la R6G, podemos suponer
que la adsorcién del paraoxon es mas fuerte sobre el PW haciéndola irreversible (Figura
4.30a). En el caso del AUNP@PMo se realizaron tres ciclos de adsorcion/desorcion de
paraoxon en los que el dispositivo recupero la sefial SERS inicial en menos de 2 minutos
pasando agua destilada por los canales en todos los ciclos (Figura 4.30b). En el caso
AUNP@PW no fue posible recuperar la sefial (Figura 4.30a).

La interaccion entre el PW y el paraoxon podemos estudiarla a través del
desplazamiento de las bandas del paraoxon y de la intensidad relativa entre bandas. En
este caso, la interaccion podria tener lugar a través del anillo bencénico (banda d de la
Figura 4.28) puesto que es la que mayor cambio de intensidad muestra. En literatura se
han reportado este tipo de interacciones entre anillos aromaticos y POMs a través de

anillos 7 deficientes [365] sustentando nuestra hipotesis.
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Figura 4.30 Evolucion de la intensidad SERS del pico de paraoxon a 1368 cm™ en durante el
primer ciclo de desorcion de paraoxon 1 puM con agua en el dispositivo (a) AUNP@PW vy (b)
AuNP@PMo.

4.4 CONCLUSIONES

En este capitulo han sido preparados dos sustratos SERS basados en nanoparticulas

de oro recubiertas de ligandos cargados negativamente: iones citrato y polioxometalatos.

El primer sistema fueron unas nanoparticulas de oro recubiertas de iones de citrato
que fueron sintetizadas y posteriormente depositadas mediante la técnica de capa-sobre-
capa por interacciones electrostaticas a un soporte de SiO>/Si. Este sencillo protocolo de
deposicion ha permitido preparar sustratos SERS homogéneos, reproducibles y robustos
con unas distancias interparticula de en torno a 10 nm, un factor de aumento analitico,
AEF, de 9,2 x 10° y una desviacion estandar del 15%.

Se ha demostrado que los ligandos estabilizantes de las nanoparticulas juegan un
papel crucial en el anclaje de los analitos a la superficie metélica. Los iones citrato
anclaron las moléculas de DMMP en la fase gaseosa mediante un enlace reversible por
puentes de hidrégeno. Esta interaccion ha permitido detectar el DMMP en
concentraciones hasta 625 ppbV y con un limite de deteccién teérico de 130 ppbV. La
interaccion con el citrato y las bajas concentraciones hicieron que algunas bandas del
DMMP se desplacen ligeramente respecto al espectro puro. Ademas, los sustratos
presentan un excelente tiempo de respuesta, 97 s, y una rapida y sencilla regeneracion

mediante un simple barrido de 25 min con una corriente de nitrégeno.

El segundo sistema ha consistido en nanoparticulas de oro recubiertas de

polioxometalatos (PMo y PW) sintetizadas y depositadas en una sola etapa en el interior

121



Capitulo IV

de microdispositivos compactos de PDMS. La sintesis esta asistida por los
polioxometalatos y favorecida por la nucleacion preferencial del Au® sobre la superficie
del PDMS. Este protocolo de fabricacion fécil, versatil, in-situ y de bajo coste ha
permitido obtener recubrimientos homogéneos y con un tamafio de particula menor a
100 nm a lo largo de todo el dispositivo de PDMS. Estos recubrimientos permitieron
obtener sefiales SERS uniformes a lo largo de todo el microcanal y factores de aumento
de hasta 3,1 x 107 para el dispositivo AUNP@PW y 3,6 x 10° para AUNP@PMo.

Las propiedades finales de los dispositivos AUNP@POM se vieron influenciadas por
la naturaleza del POM. El dispositivo AUNP@PW alcanz6 mayores amplificaciones de
la sefial debido a una interaccion fuerte e irreversible entre el analito, R6G o paraoxon, y
el shell de PW que favorecié la transferencia de carga entre la nanoparticula de oro y el
analito. Por su parte, la sefial Raman obtenida con el dispositivo AUNP@PMo es méas
estable, homogénea y reversible al tener una interaccion mas débil con los analitos
estudiados. Los limites de deteccion obtenidos fueron 1,67 x 107 M (41,4 ug L) para el
dispositivo AUNP@PW y 2,11 x 107 M (52,1 pg L) para el dispositivo AUNP@PMo.

Estos resultados demuestran las altas capacidades plasmonicas y de deteccion de las
nanoparticulas de oro recubiertas con ligandos que actian como agentes de afinidad del
analito. En particular, las mejores cualidades de los sustratos AuNP@citrato son su
tiempo de respuesta y el limite de deteccién. La principal desventaja es la interferencia
de los picos del citrato en el espectro del DMMP reduciendo la ventana espectral de

deteccion.

Una de las mayores ventajas del sistema basado en AUNP@POM es que el “sustrato
SERS” ya esta integrado en microdispositivos SERS de bajo coste. Ademas, el diferente
comportamiento de los dos POMs permite utilizar los dispositivos SERS en diferentes
aplicaciones: el AUNP@PW en deteccion de compuestos a nivel traza por la mayor
amplificacion de la sefial que consiguen y el AUNP@PMo en monitorizacion en continuo

por la reversibilidad de su interaccion.
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Capitulo V

NANOPARTICULAS CORE-SHELL PARA LA DETECCION
DE AGENTES NEUROTOXICOS EN FASE GAS

Resumen

En este capitulo desarrollamos dos plataformas SERS basadas en la combinacion de
nanoparticulas plasménicas con materiales adsorbentes. En la primera parte se
sintetizan y estudian nanoparticulas de silice mesoporosa MCM48 sobre la que se han
crecido nanoparticulas de oro de 15 nm. Estas nanoparticulas se depositaron dentro de
chips de silicio compactos. Se caracterizaron las propiedades plasmoénicas y adsorbentes
alcanzandose un AEF de 1,17 x 10’. El limite de deteccion experimental para el DMMP
fue de 50 ppbV y el tiempo de respuesta 120 s. En la segunda parte se han sintetizado
rods concéntrico AU@Ag recubiertos por ZIF8. Estos sustratos demostraron una alta
sensibilidad detectando 50 ppbV de DMMP y 76 ppbV de CEES y unos tiempos de
respuesta de 29 s y 54 s, respectivamente, medidos con el equipo portable. En ambas
plataformas la homogeneidad de las nanoestructuras core-shell ha permitido que se
pueda usar la sefial de la MCM48 y del ZIF8 como patrén interno. De este modo, el ratio

del analito frente al adsorbente ha sido usado para estandarizar todos los experimentos.
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5 NANOPARTICULAS CORE-SHELL PARA LA
DETECCION DE AGENTES NEUROTOXICOS EN
FASE GAS

5.1 INTRODUCCION

La deteccion directa de gases utilizando la tecnologia SERS es compleja debido a la
baja densidad del gas y al escaso nimero de moléculas por unidad de volumen, a bajas
concentraciones, en comparacion con la fase liquida. Ademas, en el caso de los agentes
neurotoxicos estudiados en esta tesis existe una escasa afinidad entre ellos y las
nanoparticulas plasmanicas. En el capitulo anterior hemos aprovechado las interacciones
electroestaticas y n- © entre los ligandos de afinidad, citrato y POM, respectivamente,

para detectar los compuestos organofosforados.

En este capitulo la estrategia seguida ha sido desarrollar sensores SERS basados en
la combinacion de nanoparticulas plasménicas con adsorbentes. Los adsorbentes micro y
mesoporosos son capaces de confinar las moléculas gaseosas cerca de las nanoparticulas
incluso sin tener una afinidad especifica con el analito [51,178,366]. Para ello, hemos
seleccionado dos materiales con diferente tamafio de poro: silice mesoporosa MCM48 y
materiales metal-organicos microporoso MOFs de sus siglas en inglés metal-organic
framework. Ambos presentan una estructura porosa bien definida y una elevada superficie
especifica lo cual les confiere una alta capacidad de adsorcion. En el desarrollo del sensor
se estudiaron las propiedades adsorbentes, asi como las propiedades plasménicas de las
nanoparticulas, y finalmente, su capacidad para detectar gases neurotoxicos vy

lacrimGgenos en bajas concentraciones.

5.1.1 Silice mesoporosa MCM-48

Un material mesoporoso es un material formado por poros de un diametro entre 2 'y
50 nm [367]. Los primeros materiales mesoporosos de silice fueron sintetizados en 1971
[368]. Posteriormente, en 1992, se introdujo la utilizacion de estructurantes, templates,
para generar mesoporos ordenados, recibieron el nombre genérico de M41S y se

clasificaron segun el tamafio de sus poros [369]. Entre ellos se encuentra la MCM48 que
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presenta una red cubica de poros interconectados separados por paredes de SiO2 [370]
(Figura 5.1a).

Como hemos comentado en el Capitulo 1 las nanoparticulas hibridas silica-metal
plasmonico han sido aplicadas en distintos tipos de sensores [264]. Por ejemplo,
nanoparticulas de oro recubiertas de silica mesoporosa han sido utilizadas para detectar
hasta 100 ppbV de 2,4-nitrotolueno (DNT) en menos de 3 min [265]. La combinacion
contraria (SiO2 core — Au/Ag shell) ha sido utilizada para concentrar e identificar el
fungicida thiram en bajas concentraciones, 12 ng/L [251]. En literatura también podemos
encontrar trabajos donde sobre una silice densa crecen una shell compacta de oro [371-
373], lo cual hace que se pierdan las propiedades de adsorcion de la silice. Finalmente, la
silice mesoporosa también se ha utilizado para la adsorcion y descontaminacién de

agentes neurotoxicos organofosforados [374].

(a) MCM-48 (b) ZIFS

Entrada
poro AT

N
& Entrada
cavidad

K
Canal/poro

Figura 5.1 Representacion grafica de la silice mesoporosa MCM48 (a) y del ZIF8 (b).
Adaptados de [375] y [376], respectivamente.

5.1.2 Materiales metal-organico estructurados

Un material microporoso es un material formado por poros de un diametro menor a
2 nm. Segun la composicion de su estructura los podemos dividir en tres grandes familias:
i) materiales microporosos inorganicos, zeolitas o aluminosilicatos; ii) materiales
microporosos hibridos organico-inorganicos, estructuras metal-organicas MOFs, y iii)
materiales microporosos organicos, COFs de sus siglas en inglés covalente organic

frameworks.
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Los MOFs son sélidos metal-organicos cristalinos y porosos formados por la union
covalente coordinada de iones o clusters metélicos y moléculas organicas, denominadas
ligandos, dando lugar a moléculas neutras. Estos materiales se caracterizan por poseer

grandes volumenes de poro y elevadas areas superficiales [377,378].

En el afio 2006, se reportaron por primera vez los zeolite imidazolate frameworks
(ZIF) [379], un subgrupo de MOFs caracterizados por poseer topologias zeoliticas y por
el uso de grupos imidazolato como ligandos orgénicos. Estos compuestos presentan
topologias zeoliticas porque los metales (Zn, Co, etc) estan coordinados por los &tomos
de nitrogeno del imidazolato o sus derivados, formando un angulo metal-imidazolato-
metal similar al angulo Si-O-Si comUnmente encontrado en las zeolitas, 145° [379,380].
Es importante mencionar que los poros de los ZIFs son, aproximadamente, dos veces mas
grandes que los de las zeolitas correspondientes [379,381]. Entre estos se encuentra el
ZIF-8 formado por nucleos de Zn interconectados por 2-metilimidazol formando la
topologia de la sodalita, grandes cavidades de alrededor de 11 A interconectadas por
pequefas aperturas de ~ 3,5 A [379]. La distancia entre las cavidades es de alrededor de
15 A [376], ver Figura 5.1b. Se caracteriza por su elevada resistencia quimica y térmica
[379].

Diferentes MOFs han sido utilizados para la adsorciéon y descontaminacion de
agentes de guerra quimica [382-386]. Recientemente, 2018 y 2019, nanocubos de plata
recubiertos por capas de ZIF8 han sido utilizados para detectar hasta 50 ppbV de
moléculas grandes, 2-naftalenotiol [178] y 4-metilbencenotiol [366]. También han sido
empleados en la deteccidn de pesticidas en fase liquida donde recubriendo nanohilos de
Ag han sido capaces de detectar 24 pg/L de thiram [387].
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5.2 SILICE MESOPOROSA RECUBIERTA DE NANOPARTICULAS DE ORO PARA
LA DETECCION DE AGENTES NEUROTOXICOS EN FASE GAS USANDO

CHIPS DE MICROFLUIDICA®

5.2.1 Procedimiento experimental
5.2.1.1 Materiales

Acido cloroatrico (HAuCls, ~ 50% bésico), bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB, >99%), tetraetil ortosilicato (TEOS, 98%), copolimero Pluronic® F127 (F127),
3-aminopropil-trietoxisilano (APTES, 98%), hidroxido de sodio (NaOH), cloruro de
tetrakis(hidroximetil)fosfonio (THPC, 80%), carbonato de potasio (K2COz),
formaldehido (37%), hidroxido de amonio (NH4sOH, 28-30% NHz), &cido clorhidrico
(HCI, 37%), rodamina 6G (R6G) y metilfosfonato de dimetilo (DMMP, 97%) se
compraron en Sigma Aldrich y se usaron como se recibieron. El tolueno, diclorometano
(CH2Cl,) y dietiléter se adquirieron en Fisher Chemical y el hidréxido de potasio (KOH)
y el etanol absoluto en PanReac AppliChem. La fotoresina ProTEK PSB fue adquirida en
Brewer Sciene y la TI35ESX en Microchemicals. La silicona adhesiva Silcoset 158 fue
comprada en ACC Silicones. Todas las disoluciones se prepararon con agua desionizada.
Las obleas de silicio con 1 um de 6xido de silicio térmicamente depositado (SiO2/Si) se

adquirieron en Sil Tronix. Obleas de Borofloat de 500 pm.
5.2.1.2 Sintesis de las nanoparticulas de oro (Au@MCM)

La preparacion de las nanoparticulas de silice recubiertas de nanoparticulas de oro,
Au@MCM y Au@Stdber, incluye tres pasos (Figura 5.2). EI primer paso es la sintesis de
las nanoparticulas de silice mesoporosa, MCM48, o densa, Stober, seguida de su

funcionalizacién con grupos amino. La segunda etapa es la sintesis de las semillas de oro,

8 El contenido de este capitulo ha sido adaptado de la siguiente publicacién cientifica:
M. Lafuente, F. Almazén, E. Bernad, M.A. Urbiztondo, J. Santamaria, R. Mallada, M.P. Pina.

“SERS detection of neurotoxic agents in gas phase using microfluidic chips containing
gold-mesoporous silica as plasmonic-sorbent”

Transducers 2019 — EUROSENSORS XXXIlI, 2019. DOI: 10.1109/TRANSDUCERS.2019.8808289
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Au-semillas, y su anclaje sobre la superficie de la silice aminada. Y el ultimo paso es el

recrecimiento de las semillas de oro hasta formar nanoparticulas.

Nanoparticulas de silice . Recrecimiento in-situ de
, , Anclaje de las Au- ,
funcionalizadas con , las Au-semillas hasta
. semillas (3-4 nm)
grupos amino ‘ AuNP (~ 15nm)

@0 &

Figura 5.2 Esquema de las tres etapas de la preparacién de las nanoparticulas AuU@MCM y
Au@Stober.

A continuacion, se detallan cada uno de los pasos:

e Sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosa, MCM48

Las nanoparticulas esféricas de MCM48 fueron sintetizadas modificando un
protocolo previo [370]. Para ello, 0,5 gr de CTAB y 2 gr de F127 fueron mezclados en
95 mL de agua destilada. Una vez disueltos, a temperatura ambiente se afiaden 43 mL de
etanol absoluto y 11,5 mL de NH4OH. Finalmente, se afiaden 1,93 mL de TEOS. La
sintesis se mantiene durante 4 h bajo una velocidad de agitacion magnética de 650 rpm.
Tras este tiempo, la mezcla se deja reposar en oscuridad y sin agitacion durante 24 h para
que la silice termine de condensar. El precipitado blanco fue recuperado por
centrifugacion, lavando tres veces con etanol absoluto y dejando secar a 70°C. El
surfactante ocluido en los poros fue eliminado mediante calcinaciéon a 550 °C en aire

durante 6 h (rampa de calentamiento 1 °C/min).
e Sintesis de nanoparticulas de silice densa, Stober

Esta sintesis estd basada en el conocido proceso de Stober [388]. En resumen, 3 mL
de NH40OH y 1,5 mL de TEOS se afladen a 50 mL de etanol absoluto a temperatura
ambiente y bajo agitacion magnética. La suspension cambia de incolora a blanca en
270 min.

e Funcionalizacion de las nanoparticulas de silice

El protocolo de funcionalizacién de la silice es el mismo para la silice mesoporosa

que para la densa [389]. 300 mg de nanoparticulas de silice fueron afiadidos a 15 mL de
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tolueno en un matraz de tres bocas bajo una agitacion de 400 rpm. Se desplaza el aire
haciendo pasar una corriente de argén durante 15 min. Tras este tiempo, el matraz se
sumerge en un bafo de aceite a 100°C. Cuando la mezcla ha alcanzado esta temperatura,
se afladen 150 uL de APTES y se mantiene las condiciones durante 1 h a reflujo. El
producto, un solido blanco, se filtra a vacio y se lava con una mezcla de
diclorometano/dietiléter (1:1v/v) y se deja secar durante 12h a 50°C. Estas

nanoparticulas se denominaran amino-MCM y amino-Stdber.
e Sintesis de semillas de oro (Au-semillas)

Las semillas de oro, en adelante Au-semillas, fueron sintetizadas basandonos en
protocolos previos [390]. Brevemente, 1 mL de THPC (12 puL de THPC en 1 mL de agua
destilada) y 0,5 mL de NaOH (1 M) fueron afadidos a 50 mL de agua destilada a
temperatura ambiente y bajo agitacion magnética. Tras 5 min, se afiaden 2,5 mL de una
disolucion de HAuUCI4s 1% wt. La disolucion cambiara de incolora a marrén y a partir de
entonces se mantiene 10 min en agitacion. La dispersion de Au-semillas se almacena a

4°C y un méximo de 7 dias.
e Anclaje de Au-semillas a las nanoparticulas de silice funcionalizadas

10 mL de la suspension de Au-semillas y 1 mL de la suspension de amino-MCM
(17,5 mg/mL en etanol absoluto) fueron mezclados y el pH fue ajustado a 2,5 afiadiendo
HCI diluido. La suspension se mantuvo a temperatura ambiente y oscuridad durante 2 h.
Tras este tiempo las nanoparticulas se habran decantado, esto es indicativo de que el
anclaje se ha efectuado correctamente. El producto se lava por centrifugado, 3 veces a
4000 rpm durante 20 min, y se redispersa en 5 mL de agua destilada. La suspension final
es de color rojo/granate y puede almacenarse varias semanas a 4 °C. También se
prepararon los ratios Au-semillas/amino-MCM 6:1 y 3:1 durante el proceso de

optimizacion de la sintesis.
e Crecimiento de las Au-semillas sobre la superficie de la silice aminada

Para el recrecimiento de las Au-semillas hasta nanoparticulas de oro, se prepara una
disolucién acuosa de [AuCI(OH)3z]  mezclando 25 mg de K2COsz con 1,5 mL de HAuUCI4
(1% en peso) en 100 mL de agua destilada y se mantienen en agitacion magnética durante
30 min. Tras este tiempo, en un matraz de 10 mL en un bafio de hielo se afiaden 4 mL de

esta disolucion, 146 pL de las Au-semillas ancladas a la silice aminada y 10 uL de
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formaldehido como agente reductor. El tiempo éptimo de recrecimiento fue 50 min bajo
agitacion magnética de 300 rpm. Inmediatamente después las Au@MCM se centrifugan
a 2500 rpm durante 15 min y el solido se redispersa en 1 mL de agua destilada. La

suspension final tendra un color morado y puede almacenarse varios meses.
5.2.1.3 Fabricacion del chip de microfluidica como sustrato SERS

La Figura 5.3a nos muestra un esquema general de la fabricacion del chip de
microfluidica utilizado como sustrato SERS. Se fabricaron cinco dispositivos de
microfluidica. Cada chip esta formado por un microcanal de 5 mm x 33 mm fabricado
siguiendo un protocolo previo de nuestro grupo [391]. En resumen, el proceso de
fabricacion consiste en un grabado himedo anisotrépico del silicio <100> hasta alcanzar
una profundidad de 40 um. Para ello, en primer lugar, se realizé una fotolitografia dptica
con los motivos deseados utilizando la resina ProTEK PSB. Posteriormente, se realizo el
grabado con KOH al 40% (peso/volumen) a 80 °C y por 40 min (velocidad de ataque =
1000 nm/min). La profundidad del canal fue analizada por perfilometria.

En el dorso del microchip se acoplaron unas pistas de oro para poder calentar y
regenerar el chip in-situ. Previamente para aislar eléctricamente las pistas conductoras de
Au se evapor6 por haz de electrones sobre la superficie de silicio 200 nm de Al.Os. Se
realiz6 un proceso de litografia lift-off con la resina TISB5ESX y se depositd mediante
evaporacion por haz de electrones una capa 150 nm de Au. Los chips se cortaron en piezas
de 20 mm x 45 mm (Figura 5.3b).

Las diferentes nanoparticulas se depositaron dentro del canal mediante spin coating
de sus suspensiones en etanol. La suspension de Au@MCM se concentro hasta un 0,15%
en peso. El protocolo de espineado consta de dos etapas: i) 15s a 300 rpm; ii) 60 s a
1000 rpm. El protocolo se repitio 10 veces dispersando en cada una de ellas 25 pL. Para
evitar adhesion de nanoparticulas fuera del canal se recubrio el chip con un adhesivo que

tras el espineado fue retirado.

Finalmente, el microchip fue cerrado por anodic bonding con una oblea de 500 pm
de Borofloat aplicando 1000 V a 350 °C. La entrada y salida se mecanizaron con usando
una pistola de arenay para el acceso se colocaron capilares de silice sobre septum pegados
mediante la silicona adhesiva Silcoset 158.
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Figura 5.3 (a) Esquema de fabricacién de los microchips de silicio usados como soporte
SERS. (b) Iméagenes reales de los chips finales.

Se calculé el AEF del sustrato SERS utilizando R6G como molécula patron. Las
medidas para calcular el AEF y los experimentos de deteccion de DMMP a diferentes
concentraciones se realizaron con el equipo Alpha 300 de sobremesa. En general, y a no
ser que se especifique lo contrario, las condiciones de medida en la deteccion de DMMP
fueron una potencia del laser de 0,1 mW, la longitud de onda de excitacion de 785 nm,
objetivo del microscopio 20x, tiempo de adquisicién 1 sy una acumulacion. La dosis
irradiada sobre la muestra fue de 0,034 mW/um?2 Por su parte, el resto de los
experimentos de deteccion de DMMP se realizaron con el equipo portable BWTEK, una
potencia de 350 mW y 2 s de tiempo de integracion. La dosis irradiada sobre la muestra
fue de 0,044 mW/pmz.

5.2.1.4 Experimentos de adsorcion de DMMP

Los experimentos de adsorcion de DMMP en los microchips fueron realizados en

colaboracion con el Dr. Fernando Almazan del grupo NFP de la Universidad de Zaragoza.

Para evaluar las propiedades de adsorcidn, los diferentes materiales fueron expuestos
a una atmosfera saturada de DMMP. Para ello, las nanoparticulas de MCM48, amino-
MCM48 y silice densa fueron secadas en una estufa a 80°C durante 24 h. Después, se
colocaron en un desecador hermético de vidrio de 2,5 L junto con el DMMP en fase
liquida durante 24h, tiempo que se considerd suficiente para alcanzar el equilibrio de
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adsorcion. Para evitar la interferencia de la humedad ambiental, la parte inferior del
desecador se rellen6 de gel de silica. A la temperatura ambiente de 20 °C, la presion de
vapor del DMMP es 77 Pa [392], y se corresponde con una concentracion de DMMP de
747 ppmV (3803 mg/m?®) en la fase gas. Una alicuota de cada uno de los materiales fue

analizada por termogravimetria (TGA).

Asimismo, se realizaron experimentos de adsorcion en continuo y a temperatura
ambiente para obtener una curva de ruptura en los microchips. La curva de ruptura se
define como la curva obtenida al representar la concentracion del adsorbato a la salida del
lecho adsorbente en funcién del tiempo. Los vapores de DMMP se generaron usando un
tubo de permeacion (VALCO, velocidad de permeacion 1629.96 ng/min £ 0.71% a
100°C) y se arrastraron con una corriente de N2 de 10 mL/min. Se evalué una
concentracion de 3 ppmV (17 mg/m?®) diluyendo con una segunda corriente de N2. Los
gases a la salida del microchip se analizaron en continuo en un cromatégrafo de gases
(Shimadzu GCMS-QP2010). EI material adsorbente se regeneré a 200 °C con una
corriente seca de N2 a 10 mL/min.

5.2.1.5 Simulacién por el método FDTD del campo electromagnético

La amplificacion del campo eléctrico sobre las Au@MCM fue simulada usando el
método computacional FDTD a través del software comercial (Lumerical Solutions Inc.,
Ansys). Las dimensiones de las nanoparticulas Au@MCM se determinaron a partir de las
imagenes de TEM. Las simulaciones 3D se realizaron considerando las hanoparticulas de
MCM48 como una superficie 2D sobre las que se colocan las nanoparticulas de oro como
esferas 3D de Au. Esta aproximacion permitié reducir de manera apreciable el tiempo de
computacion. EI mallado minimo fue de 0,15 nm. Se consideraron las condiciones de
contorno absorbentes PML (Perfectly matched layer). Idealmente, PML absorbe toda la
luz sin crear ningun reflejo. La fuente de excitacion fue una onda plana de longitud de
onda 785 nm que se propaga en el eje-y con el campo eléctrico paralelo al eje-x. Se
realizaron test de convergencia para determinar la distancia dptima entre la nanoparticula
y las condiciones de contorno PML. La constante dieléctrica del oro y del SiO, fue

extraida de los datos tabulados por Palik [40].
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5.2.2 Resultados

5.2.2.1 Caracterizacion de las nanoparticulas Au@MCM

La preparacion de las nanoparticulas de silice recubiertas de AuNP, Au@MCM,
consta de tres etapas, ver Figura 5.2, pag. 129. Las nanoparticulas de MCMA48 esféricas
se sintetizaron controlando la velocidad de agitacion y el ratio molar entre la fuente de
silice y el surfactante. EI bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) fue utilizado como
estructurante-surfactante, el tetraetil ortosilicato como fuente de silicio y como agente de
dispersion de las nanoparticulas se utilizo Pluronic® F127. El rendimiento de la sintesis
de las nanoparticulas de MCM-48 fue de un 87%. Se obtuvieron particulas esféricas de
didmetro 180 + 9 nm, determinado por iméagenes de TEM (N > 200). En la imagen TEM
de la Figura 5.4a se pueden observar los poros de la MCMA48. El analisis de la isotermas

de adsorcion de nitrégeno (Figura 5.4b-c), dio como resultado una superficie especifica

BET de 1230 m?%/gr y un diametro de poro de 3,5 nm, segun el analisis BJH.

Figura 5.4 (a) Imagen TEM de una nanoparticula de silice MCM48. (b) Isoterma de
adsorcién-desorcion de N2 de la MCM48 antes y después de aminar y (c) tamafio de poro de

La siguiente etapa es la funcionalizacion de la MCM48 con grupos amino usando 3-
aminopropil-trietoxisilano (APTES). Esta amino funcionalizacién es crucial para el
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anclaje por interacciones electroestaticas de las semillas de Au a la superficie de la
MCM48. El espectro FTIR de la MCM48 antes y después de la funcionalizacion con
APTES aparece en la Figura 5.5a. La banda a 3750 cm™ corresponde a los grupos -OH
del silanol y practicamente desaparece tras la funcionalizacion. Al mismo tiempo, aparece
una banda intensa entre 2800-3000 cm™ correspondiente a la vibracion de los enlaces
C(sp?) —H y C(sp®) — H de la molécula de APTES. Ademas, también se observa tras la
funcionalizacion con APTES la vibracion del enlace N-H del grupo amino a 3382 cm™ y
1479 cm™. Tras la amino-funcionalizacion la superficie especifica BET disminuy6 hasta
870 m?/gr (Figura 5.4b) y el didmetro de poro a 2,6 nm (Figura 5.4c), segun el anélisis
BJH.
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Figura 5.5 (a) Espectro FTIR entre 4000 y 2500 cm™ y 1750 y 1300 cm* para el APTES
puro (verde) y la MCMA48 antes (rojo) y después (azul) de funcionalizar con APTES. (b)
Potencial Z de las Au-semillas y de la MCMA48 antes y después de funcionalizar con APTES.

Las semillas de Au sintetizadas tenian un diametro de entre 2-4 nm medido por
imagenes de TEM. El anclaje electroestatico se realiza en medio acido, para ello se ajusta
el pH a 2,5 con acido clorhidrico (HCI). A este pH las Au-semilla siguen manteniendo
carga superficial negativa, -12 mV, mientras que las nanoparticulas amino-MCM48
tienen carga superficial positiva +50 mV (Figura 5.5b). También podemos observar que
sobre la MCM48 sin aminar tiene un bajo valor de potencial Z, el valor del punto

isoeléctrico se encuentra en torno a 2, siendo 2,5 un valor habitual para la silice.

Se prepararon mezclas amino-MCM48/Au-semillas con diferentes ratios 1:3, 1:6 y
1:10 v/v buscando la distribucion mas homogénea de las Au-semillas sobre la superficie
de las amino-MCM48. Todas las mezclas se llevaron a un volumen final de 11 mL
completandose con agua destilada en los ratios de 1:3 y 1:6. Como puede observarse en
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la Figura 5.6a-c, el ratio 1:10 amino-MCMA48/Au-semillas muestra la mayor uniformidad

y densidad de Au-semillas sobre la superficie de las amino-MCM48.

Tiempo de recrecimiento

0 min 15 min 30 min 50 min

@

(@) @ (@

8%

Ratio amino-MCM/ Au-semillas (v/v)

Figura 5.6 Iméagenes TEM de las diferentes nanoparticulas Au@MCM sintetizadas variando
el ratio amino-MCM/Au-semillas (1:3, 1:6 y 1:10) y el tiempo de recrecimiento (0, 15, 20 y
50 min). La condicion | aparece sombreada por ser la seleccionada. La escala representa
100 nm.

La Gltima etapa de la preparacion de las Au@MCM es el recrecimiento de las Au-
semillas hasta conseguir AuNP uniformes con un plasmon de absorcion suficientemente
intenso en el rango del visible. En esta etapa de recrecimiento es crucial mantener un
compromiso; por una parte, hemos de evitar recubrir toda la superficie externa de la
nanoparticula, que bloquearia la entrada del analito a los poros, y por la otra es necesario
tener suficientes nanoparticulas de Au recrecidas en la superficie y que se encuentre muy
cercanas, para crear una magnificacion del campo electromagnético “hot-spots” que
aumente la sefial Raman. Se utiliz6 como precursor de Au el [AuCI(OH)z] por ser menos
activo y asi poder controlar mejor la velocidad de crecimiento de las semillas. La
MCM48-semillada se mezclé con el formaldehido y el precursor de Au bajo condiciones
de agitacion controladas, 670 rpm, en un bafio de hielo. Los tres ratios de amino-

MCM48/Au-semillas fueron recrecidas a tres tiempos diferentes: 15, 30 y 50 min. La
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Figura 5.6 muestra imagenes TEM de todas las condiciones de sintesis estudiadas. Como
se puede observar, la misma cantidad de precursor de oro produce diferentes
nanoparticulas de Au@MCM dependiendo del ratio amino-MCM48/Au-semillas inicial.
En el caso del ratio 1:3, primera fila Figura 5.6, las Au-semillas crecen tanto que desde el
minuto 15 ya se ha creado una shell densa de oro sobre las MCM48 perdiéndose la
capacidad de adsorcién de esta. Por otro lado, los tiempos de recrecimiento de 15y 30 min
para el ratio 1:6 generan AuNP individuales en la superficie de la MCM48 pero su
excesivo tamafio puede blogquear ligeramente los mesoporos (Figura 5.6e-h). Estas AUNP
siguen creciendo hasta formar una shell compacta de oro para el tiempo de recrecimiento
de 50 min (Figura 5.6k). Finalmente, Au@MCM homogéneas con AuNP con un didmetro
promedio de 15 + 3 nm fueron preparadas para un tiempo de recrecimiento de 50 min del
ratio amino-MCMA48/Au-semillas 1:10 (Figura 5.61). Estas diferencias entre ratios y
tiempos podrian explicarse considerando los mecanismos de nucleacién y crecimiento.
Cuando las particulas de MCM48 tiene pocas Au-semillas (1:3), cada Au-semilla puede
crecer mas con la misma cantidad de precursor de oro creandose una shell densa de oro
sobre las MCMA48. Por el contrario, cuando la MCMA48 tiene un gran nimero de Au-
semillas en su superficie, cada Au-semilla crece menos manteniendo su forma e
individualidad y en algunos casos quedando muy cercana a otras semillas. Al mismo
tiempo, no se cubre toda la superficie al completo dejando libre el acceso a los poros para

aprovechar la capacidad de adsorcion de la particula MCM48 core.

Los espectros UV-Vis de absorcion de los diferentes ratios y tiempos de
recrecimiento nos aportan informacion sobre la morfologia del oro recrecido, es decir, si
tenemos shell de Au o AuNP individuales. EIl espectro de los ratios 1:3 y 1:6 desde el
tiempo de recrecimiento de 15 min coincide con tener una shell compacta de oro sobre la
particula de MCM48 (Figura 5.7a-b) [371]. En el caso del ratio 1:6 y tiempos 15y 30 min
se corrobora que las AUNP son tan grandes que estan casi formando una shell sobre la
superficie bloqueando a su vez las propiedades de adsorcion de la MCM48. Finalmente,
el ratio 1:10 (Figura 5.7c) muestra AuNP individuales donde el plasmon de absorcion se
va desplazando hacia mayores longitudes de onda conforme aumenta su tamario, el

maximo de absorcidn se presenta a 566 nm para las Au@MCM crecidas durante 50 min

Por esta razon, se establecid el tiempo de recrecimiento de 50 min del ratio 1:10

como las condiciones Optimas para conseguir AU@MCM con buenas propiedades
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plasmonicas y de absorcion, en adelante las nanoparticulas denominadas AU@MCM se

habran preparado en estas condiciones.
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Figura 5.7 Espectro UV-Vis normalizado para los ratios amino-MCM/Au-semillas (a) 1:3,
(b) 1:6 y (c) 1:10 y los tiempos de recrecimiento de 15, 30 y 50 min. La flecha en (c) indica
como se desplazada el maximo de absorcién con el tiempo de recrecimiento de las AuNP.

Para verificar que el tiempo de recrecimiento éptimo eran 50 min, se realizaron
simulaciones FDTD de la serie 1:10 a la longitud de onda de excitacion de 785 nm. Para
ello se considero la particula de MCM48 como una superficie plana de la misma area que
la particula esférica 25466 nm?, es decir, se simul un area cuadrada de 159 nm x 159 nm.
Las AuUNP se consideraron esferas 3D colocadas sobre la superficie de MCM. Las
imagenes de TEM determinaron que el diametro promedio en cada una de las condiciones
era4, 7,10y 15 nm para 0, 15, 30 y 50 min, respectivamente. La distancia de centro-a-
centro de dos AuNP vecinas fue 20 nm para todas las condiciones simuladas, resultando
en un espaciado entre AuNP de 16, 13, 10 y 5 nm para los tiempos de recrecimiento de
0, 15, 30 y 50 min, respectivamente. El resultado de estas simulaciones FDTD aparece en
la Figura 5.8 donde la escala de color representa la amplitud del campo eléctrico
normalizado | E | 2 respecto a la amplitud del campo eléctrico de la fuente de excitacion
| Eo | 2 que se considera 1. Podemos observar que al reducir el espaciado entre las AUNP
el campo eléctrico aumenta. El campo eléctrico maximo se alcanza cuando el espaciado
entre AuUNP es de alrededor de 5 nm, correspondiente al tiempo de crecimiento de 50 min.
De este modo se seleccionaron como condiciones éptimas el ratio 1:10 recrecido durante
50 min, y las nanoparticulas preparadas por este método se denominaran en adelante
Au@MCM.
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Figura 5.8 Simulacion FDTD de la distribucion de la amplificacion del campo eléctrico a la
longitud de onda de excitaciéon de 785 nm para el ratio amino-MCM48/Au-semillas 1:10 y los
tiempos de recrecimiento de (a) 0 min, (b) 15 min, (c) 30 min y (d) 50 min. Los planos
atraviesan a las AUNP por su ecuador.

Para confirmar que las AuNP se encuentran en la superficie de la MCM48 y que no
se bloguea la entrada de todos los poros, se realiz6 una tomografia 3D de la Au@MCM.
Agradecemos al Dr. Raul Arenal el tiempo invertido en la reconstruccion 3D de la
particula mediante tomografia con el equipo STEM FEI Titan (ver Anexo 1). En la Figura
5.9a podemos observar las imagenes de la nanoparticula AuU@MCM tomadas desde
diferentes angulos, corroborando que las AuNP se encuentran homogéneamente
distribuidas por toda la superficie de la MCM48 y que no toda la superficie esta cubierta.
Asimismo, se realizaron cortes a diferentes profundidades de la AuU@MCM y en todos
ellos observamos que las AuNP se encuentran en la superficie de la MCM48.
Aparentemente no hay internalizacion las semillas de 2-4 nm en los poros de 3,5 nm de
la MCM-48 (Figura 5.9b). La Figura 5.9c muestra estos mismos cortes con una escala de
color donde resaltan las AUNP y puede observarse mejor la proximidad, que hace posible

la generacidn de puntos calientes, y el tamarfio de las AuNP.
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(©)

zﬁx

Figura 5.9 Tomografia de una particula Au@MCM: (a) proyecciones a diferentes angulos;
(b) secciones/cortes XY a diferentes profundidades del volumen reconstruido; (c) cortes XY
en escala de color resaltando el oro de la superficie.

Las imagenes de TEM (Figura 5.10) de diferentes lotes muestran la alta
reproducibilidad del protocolo de sintesis. Podemos observar que en todos los casos la
distribucion y densidad de AuNP sobre la MCMA48 es similar. Este parametro viene fijado
de la etapa de anclaje de las semillas a la MCM48. Por otro lado, la reproducibilidad de

la etapa de recrecimiento se observa en la distribucién de tamafios de las AuNP.
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Lote 2 Lote 3

200nm 100 nm

Figura 5.10 Reproducibilidad del protocolo de sintesis. Imagenes TEM de cuatro lotes de
fabricacion de Au@MCM.

Se intent6 simplificar el protocolo anclando directamente AuNP de mayor tamafio a
la MCM48. Se realizaron ensayos con las AUNP@citrato, 22 nm de diametro, pero este
mayor tamafio hacia que durante el centrifugado para retirar el exceso de nanoparticulas
no ancladas la mayoria de las ancladas se soltaran. El resultado fueron MCM48 con una
baja densidad de AuNP@citrato sobre la superficie y muy heterogéneas (Figura 5.11a).

100 nm

Figura 5.11 Imagen TEM de MCM48 recubierta con AUNP@citrato de 22 nm de diametro

Para comparar los resultados se utilizaron como referencia nanoparticulas de silice
densa sintetizada siguiendo el protocolo de Stober. Las Au@Stober se prepararon
siguiendo el mismo protocolo que para el AU@MCM. La Figura 5.12a-b muestra
imagenes TEM de las nanoparticulas de silice Stober y de las Au@Stéber donde podemos
observar que la reproducibilidad de la sintesis es extrapolable a otras particulas core de
tamano similar. Las nanoparticulas de silice densa presentan un tamafio de 177 + 20 nm
y las AuNP de la superficie 12 +4 nm. Esto se traduce en un maximo del LSPR
desplazado a menores longitudes de onda, 528 nm (Figura 5.12c), respecto al de
Au@MCM 564 nm.
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Figura 5.12 Iméagenes TEM de (a) nanoparticulas de silice densa de Stdber; (b)
nanoparticulas Au@Stéber. (c) Espectro UV-Vis normalizado de Au@Stdber.

5.2.2.2 Caracterizacioén de los sustratos SERS

Las nanoparticulas Au@MCM se depositaron en la bafiera del chip de silicio
mediante spin coating. Los pardmetros que se optimizaron fueron la concentracion de la
suspension de nanoparticulas, el volumen a dispersar y la velocidad y tiempo de
espineado (Anexo IV-b.ii, pag. 266). El protocolo de espineado seleccionado permitio
cubrir la bafiera de nanoparticulas Au@MCM (Figura 5.13a). Podemos observar que las
Au@MCM se encuentran formando multicapas compactas en las que el interespaciado
entre nanoparticulas es minimo. Estos recubrimientos son claramente mayores a los
realizados hasta el momento donde siempre se formaba una Unica capa de nanoparticulas

sobre la superficie.

El espectro de absorcién UV-Vis se midi6 sobre un sustrato de pyrex en el que se
han espineado las Au@MCM y Au@Stdber, siguiendo el mismo protocolo que sobre el
chip de microfluidica. En ambos casos, los espectros muestra una banda ancha de
absorciéon entre 600 y 900 nm que puede explicarse por el acoplamiento entre los

momentos dipolares de particulas préximas [335].
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Figura 5.13 Imégenes SEM de los recubrimientos de Au@MCM en la bafiera del chip de
microfluidica. (b) Espectros de absorcion UV-Vis promedio (N = 5) de los sustratos SERS
Au@MCM y Au@Stdber.

El célculo del AEF y los experimentos a bajas concentraciones de DMMP, asi como,
los experimentos con Au@Stober, se realizaron utilizando sustratos SERS planos
prepararos sobre soportes de SiO2/Si de 4 mm x 8 mm. Sobre estos soportes se
depositaron las nanoparticulas siguiendo el mismo protocolo de espineado que sobre el

chip de microfluidica.
5.2.2.3 Caracterizacion de las propiedades de adsorcién

En primer lugar, se realizé un estudio para estimar la capacidad de adsorcion estatica
de las particulas de silice mesoporosa MCM48 y silice densa de Stober. La capacidad es
la cantidad de adsorbato que el adsorbente es capaz de retener por unidad de masa del
adsorbente. El analisis termogravimétrico después de la adsorcién con DMMP muestran
pérdida de masa que viene dada por el area bajo la curva (Figura 5.14), los resultados
aparecen en la Tabla 5.1. En el caso de la MCM48 podriamos considerar que el pico
centrado a 40 °C se corresponde con la perdida de agua superficial. El pico centrado a
96 °C podria corresponderse al DMMP adsorbido cerca de la superficie y el pico ancho
centrado a 170 °C con el DMMP adsorbido dentro de los mesoporos. Teniendo en cuenta
estos datos se estimd que la capacidad de adsorcion de DMMP en la MCM48 es de
317 mg/g. En el caso de la silice densa, solo hay adsorcién del DMMP en la superficie y
este debe competir con la humedad ambiental la mezcla de ambos resulta en una
capacidad de adsorcion de 16 mg/g. Los experimentos se realizaron secando previamente
las muestras en la estufa durante 24 h a 80 °C para minimizar la adsorcion de agua. Estos
resultados nos muestran que la MCM48 tiene una capacidad de adsorcion de DMMP 20

veces superior a la silice densa de Stdber.
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Figura 5.14 Analisis termogravimétrico de las nanoparticulas de silice mesoporosa MCM48
y densa Stober expuestas a una atmosfera saturada de DMMP (739 ppmV).

Tabla 5.1 Capacidad de adsorcidon de la silice mesoporosa MCM48 y la densa de Stober
expuestas a una atmosfera saturada de DMMP (747 ppmV).

MCM48 Stober

(Mg/gmemas) (MY/gstober)

AM<60°C | 60°C<AmM<120°C | 120°C <Am ‘ Am < 150 °C

DMMP
(747 ppmV)

38 120 197 ‘ 16 ‘
En segundo lugar, se evaluaron las capacidades de adsorcion dinamica de los chips
de MCM-semillada-1:10 y Au@MCM representando sus curvas de ruptura (Figura
5.15a). La forma de la curva depende de las velocidades de adsorcién y del fluido, la
naturaleza del equilibrio de adsorcidn, las concentraciones de adsorbato en la
alimentacion y en el sélido y de la longitud del lecho. En la Figura 5.15a podemos
observar que ambas curvas se superponen indicando que la cinética del proceso es la
mismay que por tanto las AuUNP individuales sobre la superficie de la MCM48 dejan libre
la entrada a los poros del material poroso y el analito puede difundir libremente,

corroborando lo observado en los cortes transversales del TEM (Figura 5.9c, pag. 140).

La regeneracion se realiz6 calentado a 200 °C durante 60 min pasando una corriente
seca de N2 10 mL/min. Se realizaron cinco ciclos adsorcion/desorcion de DMMP en el
chip Au@MCM (Figura 5.15b). Podemos observar que el material se comporta de
idéntica manera en los cinco ciclos. Una vez que se aplica la temperatura se produce una
desorcion rapida de practicamente todo el DMMP y después una desorcion mas lenta y

continuada hasta la completa desorcion que se produce entorno a los 37 min.
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Figura 5.15 (a) Curvas de ruptura de la adsorcién de DMMP (3 ppmV) en el microchip de
MCM-semillada-1:10 y en el de Au@MCM. La linea punteada inferior corta el tiempo de
ruptura y la superior el tiempo de saturacion. (b) Cinco ciclos de adsorcion/desorcion de
DMMP 3 ppmV en un mismo dispositivo Au@MCM. El area sombreada representa la
desorcion aplicando una diferencia de potencial in-situ, 200 °C. Inserto: tiempo de desorcion
del ciclo 1.

La preparacion de los sustratos SERS en estos chips compactos de microfluidica nos
va a permitir tener una aproximacion mas cercana a la aplicacion final de estos sensores

SERS, ya gque nos permite detectar y regenerar in-situ.
5.2.2.4 Calculo del AEF con R6G

El AEF se calcul6 para los sustratos MCM, MCM_semillada-1:10, Au@MCM vy
Au@Stober a través de la Ecuacién 2.4 (pag. 50) donde Isers fue el promedio de 20
medidas realizadas en diferentes puntos de cada uno de los sustratos. No se pudieron
realizar mappings por la alta rugosidad del recubrimiento, ver iméagenes SEM de la Figura
5.13a.

El promedio de la intensidad del pico a 1510 cm™ en cada uno de los sustratos
medidos aparece en la Figura 5.16. La mayor amplificacion de la sefial se obtuvo sobre
Au@MCM, 4556 + 780 cts, y una RSD del 17% frente al 23% de la sefial de la
Au@Stdber, 1029 + 240 cts. Para asegurarnos que esta amplificacion tenia su origen en
las propiedades plasmonicas de las particulas y no en las propiedades de adsorcion de la
silice mesoporosa se midieron los sustratos MCM48 y amino-MCM48. En ninguno de
los dos casos se obtuvo sefial, reforzando la necesidad de tener la combinacion de
particulas con propiedades plasmonicas y de adsorcion. Los valores de AEF fueron
1,2 x 10" para AU@MCM y 25 x 10° para Au@Stober demostrando las buenas

propiedades plasmonicas de ambas nanoparticulas. El ratio AEF au@mcm/AEF au@stber fue
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4,7, esta mejora del aumento con la silice porosa demuestra el efecto de concentracion
del adsorbato en la fase sélida, cerca de las nanoparticulas plasmonicas. Estas plataformas
SERS, compuestas de materiales porosos y nanoparticulas plasmoénicas, son
especialmente relevantes en el caso de deteccion de compuestos en fase gas, donde el
numero de moléculas por unidad de volumen es varios ordenes de magnitud menor que

en el caso de liquidos.
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Figura 5.16 Espectro SERS de la R6G (1 uM) recogido sobre los sustratos AU@MCM y
Au@Stdber.

5.2.2.5 Deteccion de DMMP en fase gas

Las capacidades de deteccidn del sustrato SERS Au@MCM se estudiaron usando
como analito diana vapores de DMMP con una concentracion de 2,5 ppmV. En cada
sustrato y condiciones experimentales se hicieron 20 medidas. En la Figura 5.17a
podemos observar el espectro promedio del DMMP recogido sobre el sustrato Au@MCM
junto con el espectro de referencia del DMMP vy el espectro recogido sobre Au@MCM
antes de alimentar los vapores. Hasta 6 modos vibracionales del DMMP son claramente
distinguibles, las etiquetas c-j se corresponden con la nomenclatura de la Tabla 2.5, pag.
55. ElI modo principal del DMMP correspondiente al enlace P-C aparece a 708 cm™
(banda c de la Figura 5.17a), el doble pico correspondiente al enlace PO, aparece a 794 y
835 cm™ (bandas d y e), y los picos correspondientes al enlace C-O aparecen a 1067 y
1107 cm™ (bandas g y h) y la vibracion del enlace P=0 aparece a 1270 cm™ (banda j).
Este dltimo pico ha sufrido el mayor cambio de intensidad indicandonos que
posiblemente la interaccion con el grupo amino haya sido por este grupo. Acompariando
a los picos del DMMP aparece a 427 cm™ el pico correspondiente a la silice (indicado

con una *).
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Por el contrario, el sustrato Au@Stober solo fue capaz de detectar un pico del
DMMP, el principal, el modo vibracional del enlace P-C, y el pico correspondiente a la
silice. Otra diferencia significativa es la diferencia de intensidad entre el espectro
recogido sobre AuU@MCM y Au@Stdber siendo 11 veces mas intenso sobre Au@MCM.
Estos resultados demuestran las excelentes propiedades plasmonicas y de adsorcion de
las nanoparticulas Au@MCM capaces de adsorber una mayor cantidad de DMMP cerca
de la superficie metélica donde se produce la mayor amplificacion de la sefial por efecto
SERS.
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Figura 5.17 (a) Espectro SERS promedio del DMMP (2,5 ppmV) recogido sobre el sustrato
Au@MCM comparado con el espectro Raman del DMMP puro y el control del sustrato
Au@MCM. (b) Espectro SERS promedio del DMMP (2,5 ppmV) recogido sobre el sustrato
Au@Stdber. Los espectros se han desplazado en el eje-y para una mejor comparacion. Para
maés informacidn sobre la asignacion de picos ver Tabla 2.5 (pag. 55).

Ademaés, se estudid la capacidad del sustrato Au@MCM para detectar
concentraciones inferiores a las partes-por-millon. Para ello se prepararon bolsas de gases
de 900, 250, 100 y 50 ppbV, cada una de ellas fue medida en un sustrato diferente de
Au@MCM. La Figura 5.18a compara los espectros promedio obtenidos para las
concentraciones de DMMP estudiadas siendo posible en todos los casos la deteccion. Al
disminuir la concentracion de DMMP algunos de los seis modos vibracionales del DMMP
se desplazaron o desaparecieron, sin embargo, el modo vibracional del PC a 708 cm™ fue
claramente distinguible en todas las concentraciones alimentadas. Como se ha comentado
previamente en el caso las AUNP@scitrato, el desplazamiento de las bandas Raman de una
molécula puede producirse a bajas concentraciones debido al grado de recubrimiento
sobre la superficie [218,393].
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Figura 5.18 (a) Espectro SERS de diferentes concentraciones de DMMP (2500 — 50 ppbV)
recogidas sobre Au@MCM, junto con el espectro Raman del DMMP puro. Los espectros se
han desplazado en el eje-y para una mejor interpretacion de los resultados. Para mas
informacidn sobre la asignacion de picos ver Tabla 2.5 (pag. 55). (b) Intensidad SERS del
pico desplazado a 708 cm™ (banda c en (a)) en funcién de la concentracion de DMMP. Las
barras de error representan la desviacion estandar de 20 espectros.

En Figura 5.18b aparece el promedio de la intensidad del pico a 708 cm™ en funcidn
de la concentracion de DMMP. En la gréafica podemos observar dos regiones, la region |1
coincidiria con la zona de cuantificacion, al tener nicamente dos/tres puntos no hemos
calculado la recta de regresion. En la region | el nimero de moléculas presentes en la fase
gas impediria llenar los poros y la sefial SERS solo se detectaria en algunos puntos de la
muestra. La RSD de la sefial se mantiene por debajo del 20% hasta la concentracion de
100 ppbV, y por debajo de esta, aumenta hasta ser superior al 60%, ya que solo se detecta
DMMP en algunos puntos de la muestra. Esta relacion entre la sefial y bajas
concentraciones de analito ha sido reportado previamente en la deteccion de pireno,
nitropireno y antraceno en fase gas usando nanoparticulas de oro recubiertas de moléculas
organicas [394]. El limite de deteccion tedrico de 50 ppbV es 12 veces inferior a lo
alcanzado experimentalmente por las AUNP@citrato, 625 ppbV, mejor resultado hasta el

momento.

La Figura 5.19 muestra en columnas la intensidad el pico del DMMP a 708 cm™ y
de la MCM48 a 456 cm™ en los 20 espectros recogidos sobre Au@MCM a una
concentracion de DMMP de 2,5 ppmV. En general, al aumentar la intensidad del pico de
la MCM48 aumenta de manera proporcional la intensidad del pico de DMMP. Por esta
razon, se decidio normalizar los resultados con el pico de la MCMA48. En la Figura 5.19
los puntos azules representan el ratio entre la intensidad del pico del DMMP vy el de la
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MCM48 desplazados a 708 cm™ y 456 cm™, respectivamente. El ratio promedio fue de
0,58 con una RSD del 15%.
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Figura 5.19 Eje izquierdo, columnas: intensidad SERS del pico desplazado a 708 cm del
DMMP y a 456 cm-1 correspondiente a la MCM en los 20 espectros recogidos sobre
Au@MCM vy la concentracion de 2,5 ppmV. Eje derecho, puntos azules: ratio entre el pico de
DMMP y MCM, 710 cm™ y 456 cm, respectivamente.

En la aplicacidn final los sustratos se mediran con equipos portables, por esta razon,
se caracterizd la reproducibilidad de la deteccion, el tiempo de respuesta y la regeneracion
del chip con AuU@MCM con el equipo portable BWTEK. La reproducibilidad de la
medida y del sustrato se evalué realizando medidas a lo largo del sustrato SERS. En la
Figura 5.20a podemos observar que el ratio entre picos se mantiene constante a lo largo
del todo el sustrato. Estos resultados son la demostracién de la identificacion de DMMP
en fase gas utilizando un equipo portable y un chip de deteccion compacto similares a los

que se utilizaran en las condiciones reales de campo.

También estudiamos el tiempo de respuesta del Au@MCM como sensor SERS. La
Figura 5.20b nos muestra los espectros recogidos sobre Au@MCM durante los primeros
cuatro minutos de exposicion a los 2,5 ppmV de DMMP. En todos los espectros podemos
observar las cuatro bandas caracteristicas del DMMP correspondientes al enlace PC
(centrada a 718 cm™, banda ¢ en Figura 5.20b), enlace PO, (centrada a 802 cm™ y mezcla
de las bandas d y ) y el doble pico de la vibracion del enlace C-O centrados a 1023 cm™
y 1113 cm?, bandas g y h, respectivamente. Sin embargo, las bandas son mas anchas que
las recogidas con el equipo de sobremesa (Figura 5.17a) debido a la menor resolucion
espectral del equipo portable. De estos espectros y los datos de la Figura 5.21a calculamos
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el tso% Y toow que se definen con el tiempo que cuesta alcanzar el 50% y el 90% de la
intensidad final. El tsoy fue 120 s y toow = 180 s. Este valor de tiempo de respuesta es
inferior al obtenido con los AgPlates@grafito, 137 s, también medidos con el equipo

portable.
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Figura 5.20 Deteccion de 2,5 ppmV de DMMP utilizando los chips de Au@MCM vy el
equipo Raman portable. (a) Imagen éptica del chip de Au@MCM vy gréfica del ratio
DMMP/MCMA48 medido en el chip en funcion de la distancia. (b) Espectros SERS del
DMMP medidos en el punto rojo de (a) durante la adsorcion de DMMP a los tiempos
indicados.

Para estudiar la curva de ruptura desde el punto de vista de la concentracion en fase
gas, en el lecho de adsorbente (Figura 5.20), se realizaron experimentos de
adsorcion/desorcion de DMMP monitorizando la sefial cerca de la entrada y de la salida
del chip, punto rojo y azul de la Figura 5.20a, respectivamente. Cada ciclo de adsorcién
consistié en 50 min pasando DMMP recogiendo la sefial cada 60 s, y a continuacion,
barrer el DMMP no adsorbido pasando durante 5 min una corriente seca de Np,
10 mL/min. La desorcidn se realizd calentando el chip in-situ, conectando las pistas de
oro a una fuente de voltaje. Un voltaje de 15 V, 0,56 A, calienta el chip hasta los ~200 °C.
Durante la desorcion se barri6 el chip con una corriente de N2 de 10 mL/min y se recogid
la sefial cada 30 s durante los primeros cuatro minutos, cada 60 s hasta el minuto 30 y

luego se fueron distanciando las medidas hasta llegar a las 12 h.

La Figura 5.21 recoge el ratio promedio de las intensidades DMMP/MCM48 durante
los tres experimentos a la entrada y los tres a la salida. Cuando medimos a la entrada del
chip Au@MCM en menos de 4 minutos se alcanza el ratio maximo y a partir de ahi se

mantienen constante (Figura 5.21a). Esto demuestra el avance del frente de adsorcion a
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lo largo del chip. Las particulas de la entrada se llenan rapidamente y una vez se han
saturado, la sefial deja de aumentar. A la salida observamos como el frente de adsorcién
Ilega més tarde (Figura 5.21b). En los primeros minutos se produce un pequefio aumento
de la sefial, ratio ~0,10, pero no es hasta el minuto 14 cuando se produce un aumento
dréstico del ratio por el aumento de la intensidad del pico de DMMP, es decir, se ha
producido la deteccion de este. EI DMMP entra al chip y va llenando los poros de las
nanoparticulas de AuU@MCM que va encontrando, de ahi, que las AU@MCM que se
encuentran cerca de la salida sean las dltimas en llenarse desfasando la deteccion hasta el
minuto 15. Estas curvas siguen la misma tendencia que las curvas de ruptura medidas con
el chip acoplado al cromatdgrafo de gases (Figura 5.15a). Las curvas de medida
alcanzaron la saturacion a los 30 min, pero en este caso se miden a la salida, y en Raman
el Gltimo punto de medida fue a5 mm de la salida. Una vez que se ha alcanzado la meseta,
la RSD a la entrada y a la salida fue de un 9%. Estos resultados nos demuestran la alta

homogeneidad de la sefial y del chip de microfluidica Au@MCM.
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Figura 5.21 Adsorcidn y desorcion de 2,5 ppmV de DMMP utilizando los chips de
Au@MCM vy el equipo Raman portable. Ratio promedio de la intensidad DMMP/MCM48
medido (a) a la entrada y (b) a la salida del chip, puntos rojo y azul en Figura 5.20a,
respectivamente. Insertos: magnificacion del tiempo de desorcion. La zona sombreada indica
el barrido con N antes de comenzar la desorcidn a 200°C. Las barras de error representan la
desviacion estandar de tres experimentos.
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Todos estos resultados muestran la robustez de la plataforma Au@MCM como
sensor SERS combinando las propiedades plasmonicas de las AuNP con las propiedades
adsorbentes de la MCM48. Su integracion en un chip de microfluidica compacto junto
con sus capacidades de deteccion utilizando equipos portables lo convierten en un

potencial sensor SERS de agentes neurotdxicos en fase gas.

5.3 NANOPARTICULAS CORE-SHELL AU@AG@ZIF8 PARA LA DETECCION

DE GASES NEUROTOXICOS Y LACRIMOGENOS EN FASE GAS®

5.3.1 Procedimiento experimental
5.3.1.1 Materiales

Acido cloroadrico (HAuCls, 99,9%), bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB,
98%), cloruro de hexadeciltrimetilamonio (CTAC, 25% en peso), nitrato de plata
(AgNO3), hidroquinona, borohidruro de sodio (NaBHa, 99%), acido L-(+)-ascorbico, 2-
metilimidazol (2-Melm, 99%), nitrato de zinc hexahidratado (Zn(NOz)2-6H20, 99%),
metilfosfonato de dimetilo (DMMP, 97%) y el metanol se compraron en Sigma Aldrich
y se usaron como se recibieron. Las obleas de silicio con 1 um de éxido de silicio

térmicamente depositado (SiO2/Si) se adquirieron en Sil Tronix.
5.3.1.2 Sintesis de las nanoparticulas AU@Ag@ZIF8

La sintesis de los rods de Au@Ag recubiertos de ZIF8, en adelante AU@Ag@ZIF8,
fue realizada y optimizada por el grupo de la Dr. Isabel Pastoriza y el Dr. Jorge Pérez-
Juste en el Departamento de Quimica Fisica de la Universidad de Vigo.

La sintesis de los AU@Ag@ZIF8 se realizd en tres etapas. El primer paso es la
sintesis de los nanorods de oro, AuRod en adelante, la segunda etapa es la formacion de

% El contenido de este capitulo ha sido adaptado de la siguiente publicacién cientifica:
M. Lafuente, S. De Merci, |. Pastoriza, J. Pérez-Juste, J. Santamaria, R. Mallada, M.P. Pina

“Core-shell MOF@AGg as efficient platforms for ultrasensitive SERS detection of chemical
warfare agents in air”

En proceso de revision.
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los Au@Ag core-shell nanorods. Y finalmente, el recrecimiento de la carcasa de ZIF8

alrededor de los Au@Ag nanorods. A continuacion, se detallan cada uno de los pasos:
e Sintesis de nanorods de oro, AuRods

Los AuRods fueron sintetizados siguiendo un protocolo previo [107]. Este protocolo
usa la hidroguinona como agente reductor. Brevemente, el HAuCls (0,4 mM), AgNOs
(0,26 mM) y la hidroquinona (5,26 mM) fueron secuencialmente afiadidos a 72,6 mL de

una disolucién de CTAB (0,1 M) bajo agitacion suave.
e Sintesis de Au@Ag core-shell nanorods

Los Au@Ag core-shell nanorods fueron sintetizados siguiendo un protocolo previo
con alguna pequefia modificaciéon [116]. 10 mL de AuRods fueron lavados (8000 rpm,
20 min) tres veces con 10 mL de CTAC (80 mM) y redispersados en 40 mL de una
disolucion de CTAB (80 mM). Después, el &cido L-(+)-ascorbico (7,45 mM) y el AgNO3
(0,745 mM) fueron afadidos secuencialmente bajo agitacion. La reaccién se mantuvo
durante 3 h en un horno a 60 °C. Los Au@Ag nanorods fueron lavados dos veces con
10 mL de agua destilada a 7000 rpm durante 20 min, y redispersados en agua destilada

con una concentracion de CTAC 0,6 mM.
e Encapsulacion de los Au@Ag nanorods en ZIF8

El recubrimiento de los Au@Ag nanorods con particulas de ZIF8 se baso en un
protocolo previo ligeramente modificado [395]. 0,144 mL de CTAB (1 mM) fueron
afiadidos a 1 mL de una disolucién acuosa de 2-metilimididazole (1,32 M). La disolucion
se agitd durante 5min y entonces se afiadié de manera consecutiva 1 mL de
Zn(NO3)2:6H20 (24 mM) y 1 mL de Au@Ag nanorods bajo una vigorosa agitacion.
Después de 5 min, la suspension se dejé en reposo durante 3 h. El resultado fueron
nanoparticulas Au@Ag@ZIF8 core-shell que se lavaron una vez con 10 mL de metanol
a 5000 rpm durante 5 min, y se redispersaron en 3,14 mL de metanol. La suspension final

tiene color verde.
e Sintesis de ZIF8

También se sintetizaron nanocristales de ZIF8 con morfologia cubica sin Au@Ag
nanorods dentro para llevar a cabo ensayos de adsorcion. Las nanoparticulas de ZIF8 se
prepararon afiadiendo 30 mL de Zn(NOz)2:6H20 (24 mM) y 30 mL de CTAB (0,5 mM)
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en 30 mL de 2-metilimidazol (1,32 M) bajo una vigoras agitacion. Tras 2 h, las
nanoparticulas de ZIF8 se lavaron una vez con metanol y se redispersaron en 40 mL de

metanol.

Para evaluar las propiedades de adsorcion las nanoparticulas de ZIF8 ctbicas fueron
expuestas a una atmosfera saturada de DMMP siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 5.2.1.4, péagina 132. Ademaés, diversas técnicas fueron utilizadas para
caracterizar las nanoparticulas AuU@Ag@ZIF8. Para méas informacion sobre las diferentes

técnicas de caracterizacion ver Anexo I.
5.3.1.3 Preparacion de los sustratos SERS

Las AU@AQ@ZIF8 se depositaron sobre sustratos de SiO2/Si de 4 mm x 8 mm
mediante spin coating de la suspension de nanoparticulas en metanol. EIl protocolo de
espineado consta de dos etapas: i) 30 s a 500 rpm; ii) 60 s a 1000 rpm. EIl protocolo se
repitié 4 veces dispersando en cada una de ellas 40 puL. Antes de la deposicion de las
Au@Ag@ZIF8, los sustratos se habian lavado de manera consecutiva con acetona,
isopropanol y agua y secados bajo una corriente de N> seco.

Los experimentos de deteccion de DMMP se realizaron con el equipo Alpha 300 de
sobremesa y el equipo Raman portable, la longitud de onda de excitacion de 785 nm. Las
condiciones de medida con el equipo de sobremesa fue el objetivo de 20x, una potencia
del laser de 1,5 mW (0,52 mW/um?) y un 1 s de tiempo de adquisicion. En general, se
realizaron mappings de 50 um x 50 pum registrando 100 espectros. Las condiciones del
equipo portable fueron 350 mW, 0,044 mW/um?, y 40 s de tiempo de adquisicion.

5.3.1.4 Simulacion de la isoterma de adsorcion

La simulacion fue realizada por el Dr. Miguel Urbiztondo del grupo NFP de la
Universidad de Zaragoza. La simulacion de la isoterma de adsorcion de DMMP en la
estructura del ZIF8 a 298 K fue realizada mediante combinacion de simulaciones Monte
Carlo (MC) usando el algoritmo Metropolis-Hastings [396] y calculos de dinamica
molecular utilizando UFF [397] como fuerza de campo. Se realizd un estudio de
optimizacion, los mejores resultados se obtuvieron usando 30.000 pasos y 3 millones de

puntos de equilibrio para cada paso.
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5.3.2 Resultados
5.3.2.1 Caracterizacion de los sustratos SERS Au@Ag@ZIF8

La sintesis de los Au@Ag nanorods recubiertos de ZIF8, AU@Ag@ZIF8, se realizo
en tres fases (Figura 5.22a). En la primera etapa se sintetizaron los rods de oro que seran
el nacleo del resto de la particula. La longitud de los AuRods fue de 73 £ 5 nmy el grosor
de 11 + 3 nm. La segunda etapa consistio en crecer una carcasa de Ag sobre el AuRod
formandose dos rods concéntricos, el central de Au vy el superficial de Ag, en adelante
Au@Ag nanorods (Figura 5.22b). La longitud L de los Au@Ag nanorods fue de
81 £5nmy el grosor G de 33 = 2 nm. La desviacion estandar de ambas magnitudes, L y
G, fue de un 6% mostrando la homogeneidad de los Au@Ag nanorods sintetizados, asi

como, de la ruta de sintesis y que da lugar a un ratio L/G de 2,45.

Sintesis de Sintesis de Sintesis de
AuRod Au(@Ag nanorods Au@Ag@ZIFS8
- poros

C)

Figura 5.22 (a) Esquema de las tres etapas de la preparacion de las nanoparticulas
Au@Ag@ZIF8. Imagenes TEM de (b) los Au@Ag nanorods sintetizados y (c) de las
nanoparticulas AuU@Ag@ZIF8.

La tercera etapa de la sintesis fue la encapsulacion de los Au@Ag nanorods en
nanocristales de ZIF8. Las condiciones suaves de esta etapa permitieron que los Au@Ag
nanorods sigan manteniendo su tamafio y morfologia tras crecerles una carcasa de

90+ 17 nm de ZIF8 alrededor (Figura 5.22c). El tamafio final de la nanoparticula
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AU@Ag@ZIF8 fue de 241 + 25 nm. Todos los tamafios han sido medidos de diferentes
imagenes TEM (N>150).

El espectro UV-Vis de los Au@Ag nanorods y AU@Ag@ZIF8 aparece en la Figura
5.23. El espectro de los nanorods muestra dos picos, uno centrado en torno a 400 nmy
otro mas intenso entorno a los 650-700 nm correspondientes al modo plasmonico
transversal y longitudinal, respectivamente. La posicion de los maximos se corresponde
con lo reportado en literatura para nanorods con un ratio L/G=2,45 [398,399]. En
Au@Ag@ZIF8 el desplazamiento hacia los rojos del plasmén superficial del modo
longitudinal puede atribuirse al mayor tamafio de la nanoparticula tras el recubrimiento

con el ZIF8 o al mayor indice de refraccion del ZIF8 comparado con el agua [400].
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Figura 5.23 Espectro UV-Vis de los Au@Ag nanorods (azul) y las nanoparticulas
Au@Ag@ZIF8 (verde).

Los sustratos SERS fueron preparados por spin coating de la suspension de
Au@Ag@ZIF8, conforme se van realizando los diferentes espineados se observa como
el soporte se va volviendo verde por las Au@Ag@ZIF8 depositadas. Las imagenes SEM
de los sustratos SERS obtenidos se muestran en la Figura 5.24 demostrando que se pueden
obtener sustratos homogéneos y bastante ordenados utilizando una técnica sencilla como
el spin coating. En general, las nanoparticulas AuU@Ag@ZIF8 estan formando una
monocapa sobre el sustrato. Esta homogeneidad es crucial cuando los sustratos SERS van
a ser utilizados como sensores SERS para obtener el mismo promedio de la sefial en

diferentes areas.
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Figura 5.24 Iméagenes SEM a diferentes magnificaciones del sustrato SERS Au@Ag@ZIF8.

5.3.2.2 Caracterizacion de las propiedades de adsorcion del ZIF8

El material ZIF8 con morfologia cubica presenta un tamafio de cristal de
270 + 66 nm y un volumen de poro de 0,7 cm®/g, ver Figura 5.25a y b, respectivamente.
El tamafio del poro, evaluado con el método HK con geometria cilindrica Saito and Foley,
es de 1,2 nm y se corresponde con el tamarfio de la cavidad central de la estructura del
ZIF-8, ala que se accede a través de unas ventanas de 3,6 A [401]. La superficie especifica
calculada por el método BET y teniendo en cuenta el criterio de consistencia de
Rouquerol [402,403] fue de 2000 m?/g.
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Figura 5.25 (a) Imagen SEM de las particulas de ZIF8 cubico. (b) Isoterma de adsorcion de
Na. Inserto: tamafio del poro del ZIF8.

Tras la adsorcion de vapores de DMMP segun lo descrito en el apartado 5.2.1.4 (pag.
132) se realizd un analisis termogravimétrico (Figura 5.26). En primer lugar, el
experimento en blanco (linea negra), con el mismo proceso de secado en estufa, mostrd
una baja adsorcion de agua, 12 mg/gzirs, que se pierde a los 100°C. Tras saturar el material
con DMMP (linea verde), podemos observar que el pico de desorcion se desplaza
ligeramente y se ensancha. Este pico corresponde a la desorcién del DMMP y del agua,

restando el agua del experimento en blanco, resulta una capacidad de adsorcion de
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DMMP de 83 mg/grzirs, la mitad de las nanoparticulas de silice mesoporosa MCM48
(197 mg/gmemas). La razon puede ser que el volumen de poro del ZIF-8 es un 35% menor
y, ademas, aunque la estructura del ZIF-8 muestra una cierta flexibilidad, el acceso del
DMMP, diametro cinético de 5,7 A [404], a las cavidades se realiza a través de las

ventanas de 3,6 A.
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Figura 5.26 Andlisis termogravimétrico de las nanoparticulas de ZIF8 cubico antes y después
de ser expuesto a una atmosfera saturada de DMMP (739 ppmV).

5.3.2.3 Deteccion de DMMP en fase gas

El espectro Raman del DMMP puro, junto con los espectros SERS promedio
recogidos sobre Au@Ag@ZIF8 en funcion del tiempo de exposicion, a una concentracion
de DMMP de 2,5 ppmV, aparecen en la Figura 5.27a. Los espectros son el promedio de
100 espectros. El pico caracteristico del DMMP a 710 cm™ y correspondiente al
stretching del enlace PC se observa con claridad desde los primeros segundos de
comenzar la alimentacion de los vapores a la celda. EI ZIF8 también tiene una serie de
picos caracteristicos marcados con el simbolo (¢) en los espectros de la Figura 5.27a. El
méas importante el pico a 685 cm™ y correspondiente al fruncimiento del anillo de
imidazol y la vibracion de los hidrogenos fuera de plano [405]. A mayores frecuencias
aparecen a 1145y 1181 cm? el stretching de lo enlaces C-N y C-N + N-H,
respectivamente, a 1458 cm™ aparece el movimiento de los enlaces C-H y, finalmente a
1505 cm™ la vibracion de los enlaces C-N. Asimismo, aparece una banda ancha

caracteristica del SiO2/Si en torno a 941 cm™ y marcada en la Figura 5.27a con el simbolo

(*).
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Un analisis més detallado de la respuesta SERS en funcion del tiempo de exposicion
a los vapores de DMMP aparece en la Figura 5.27b. Cada mapa monitoriza la intensidad
del pico a 710 cm™ del DMMP en un area de 2500 pm? recogiendo 100 espectros en
funcién del tiempo de exposicion a los vapores de DMMP. La intensidad y la densidad
de la sefial SERS aumenta conforme aumenta el tiempo de exposicion a los vapores de
DMMP debido al mayor nimero de molécula adsorbidas en el sustrato AuU@Ag@ZIF8.
Ademaés, la capacidad de deteccion del sustrato AuU@Ag@ZIF8 dentro de los 30 s se
observa claramente en estos mapas de intensidad. La homogeneidad de la sefial SERS en
los mapas de intensidad es consecuencia de la alta homogeneidad de los recubrimientos
de AU@AQ@ZIFS.
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Figura 5.27 Deteccion de 2,5 ppmV de DMMP en fase gas utilizando los sustratos
AU@Ag@ZIF8: (a) Espectro SERS promedio del DMMP recogido sobre Au@Ag@ZIF8 en
funcion del tiempo de exposicién a los vapores de DMMP junto con el espectro Raman del
DMMP puro vy el del soporte sélido SiO-/Si. El area sombreada indica los picos principales
del ZIF8 y el DMMP. Los espectros se han desplazado en el eje-y para una mejor
interpretacion de los resultados (b) Mapas de intensidad del pico a 710 cm™ del DMMP en
funcion del tiempo de exposicién a los vapores de DMMP. La escala representa 10 um.

La homogeneidad de las nanoparticulas Au@Ag@ZIF8 nos permitid utilizar la sefial
del pico a 685 cm™ del ZIF8 como patron interno, puesto que el nimero de moléculas
adsorbidas es directamente proporcional a la adsorcion en el recubrimiento de ZIF8
microporoso. En la Figura 5.27a podemos observar que la sefial del ZIF8 permanece
constante a los diferentes tiempos de exposicion del sustrato a vapores de DMMP. La
normalizacion de los experimentos se realizé calculando el ratio entre la sefial de DMMP
y la del ZIF8, es decir, la intensidad del pico a 710 cm™ del DMMP dividida de la

intensidad del pico a 685 cm™ del ZIF8, l710/less 0 Iomme/ 1ziFs.
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Este ratio se utilizo para estudiar la cinética de adsorcion del DMMP en el sustrato
Au@Ag@ZIF8. La Figura 5.28 muestra el ratio de intensidad de los picos DMMP/ZIF8
en funcion del tiempo de exposicion a los vapores de DMMP. Para presentar un dato
estadistico relevante de las medidas realizadas, el experimento se repitié con 6 sustratos
Au@Ag@ZIF8 diferentes. La metodologia seguida fue la realizacién de mappings de
intensidad de 100 um? recogiendo 16 espectros cada 30 s durante los primeros 10 min y
cada5, 10 0 20 min hasta llegar a los 120 min que duro cada experimento. Como podemos
observar el sustrato AU@Ag@ZIF8 rapidamente adsorbe las moléculas de DMMP
aumentando la intensidad hasta estabilizarse a los 2 min. La homogeneidad del proceso
de fabricacion de los sustratos AU@Ag@ZIF8 se muestra en la baja RSD, un 6%, de la

sefial SERS entre los 6 sustratos medidos.
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Figura 5.28 Ratio promedio de la intensidad DMMP/ZIF8 de 6 sustratos Au@Ag@ZIF8 en
funcion del tiempo de exposicion a los vapores de DMMP 2,5 ppmV. Las barras de error
representan la desviacion estandar. Inserto: magnificacion de los primeros minutos de la

adsorcion de DMMP. Datos ajustados a la cinética de adsorcion de Lagergren.

La adsorcion del DMMP se ajustd a la cinética de pseudo primer orden de Lagergren,
Ecuacion 5.1, usado como modelo simplificado en la dindmica de adsorcién, y que
considera una fuerza de adsorcion lineal dirigida por una fisisorcion del analito en el
adsorbente [366,406—408].

ﬁ =k-(R,—Ry) Ecuacion 5.1

dt

Donde k (s?) es la constante cinética de adsorcion de primer orden, Re es el ratio de
intensidad en el equilibrio y bajo las condiciones de contornot=0con Rt=0y t=tcon

Rt = Ry, de forma integrada tenemos la Ecuacion 5.2:
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R, = R, -(1—e7k) Ecuacion 5.2

Ajustando los datos por minimos cuadrados se obtuvo una k = 1,9 x 102 s, Esta
constante es del mismo orden, k = 5,5 x 10 s, que la obtenida en la deteccion de 4-
metilbencenotiol utilizando una plataforma 3D de nanocubos de plata recubiertos por una
capa de ZIF8 de 44 + 5 nm [366].
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Figura 5.29 Deteccion de DMMP a bajas concentraciones: (a) mapa de intensidad SERS
recogidos sobre Au@Ag@ZIF8 en funcién de la concentracion de DMMP monitorizando el
pico a 710 cm™. La escala representa 10 um. (b) Espectro Raman promedio de cada una de

las areas al tiempo de 10 min junto con el espectro del sustrato AU@Ag@ZIF8 antes de
alimentar los vapores de DMMP. Los espectros se han desplazado en el eje-y para una mejor
interpretacion de los resultados (c) Ratio de la intensidad SERS de los picos DMMP/ZIF8 en
funcion del tiempo de exposicién a diferentes concentraciones de DMMP.

La Figura 5.29a muestra los mappings de intensidad del pico a 710 cm™ al tiempo
de 10 min para las diferentes concentraciones de DMMP alimentadas, asimismo, el
espectro SERS promedio de estos mapas aparece en la Figura 5.29b. La intensidad SERS
decrece cuando la concentracion de DMMP disminuye, asi como la densidad de sefial
SERS, ya que existen menos moléculas en la fase gas que puedan ser adsorbidas por el
ZIF8. La RSD una vez estabilizada la sefial se mantiene por debajo del 5% para las
concentraciones mas altas y aumenta hasta un 9% para las mas diluidas. El estudio de la

cinética de adsorcion se repitié para todas las concentraciones alimentadas. La Figura
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5.29¢c muestra que todas las concentraciones describen la misma cinética de adsorcion

definida por una k promedio de 1,66 x 102 s,

La respuesta SERS de las moléculas de DMMP adsorbidas en los microporos de
ZIF8 puede ser usada de manera cuantitativa por debajo de 1000 ppbV (Figura 5.30). La
respuesta puede ser ajustada a una recta que sigue la expresion ratio = 0,12-logC — 0,03.
De acuerdo a esta curva de calibracion el LOD del sensor es de 5,8 ppbV, inferior al
AEGL3 (64 ppbV) para 10 min de exposicidn a vapores de gas Sarin, aceptado como el
valor a partir del cual existen efectos potencialmente mortales o la muerte [409]. Aunque
la sensibilidad es baja porque la pendiente de la recta es débil, la rapida respuesta de este
sustrato SERS es una potencial caracteristica para la deteccion temprana de gases

neurotoxicos en fase gas.
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Figura 5.30 Ratio de la intensidad SERS de los picos DMMP/ZIF8 en funcién de la
concentracién de DMMP. Las barras de error representan la desviacién estandar.

Considerando que a los 10 minutos se ha alcanzado el equilibrio de adsorcién (Figura
5.29c), podemos representar estos ratios de concentracion como una isoterma de
adsorcion de DMMP en ZIF8, Figura 5.31a. La forma de la curva se corresponde con la
isoterma de llenado de un material microporoso a presiones relativas bajas, isoterma de
Tipo I, como puede observarse al compararla con la isoterma de adsorcion experimental
de N2 en cristales de ZIF8. También se calculd de manera tedrica, a través de simulaciones
con Montecarlo, la isoterma de adsorcién de DMMP en ZIF8 (Figura 5.31) que confirma
que a la maxima concentracion estudiada 2500 ppbV, P/Po = 2,3 x 10 (ver Anexo V,
pag. 270) se ha alcanzado la méxima capacidad de adsorcion de DMMP en los microporos
del ZIFS8.
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Figura 5.31 Ratio de la intensidad SERS de los picos DMMP/ZIF8 en funcién de la
concentracién de DMMP expresada como presion relativa comparado con la isoterma de
adsorcién experimental de N2 en ZIF8 y con (b) la isoterma de adsorcion teérica de DMMP
en ZIF8.

Basandonos en los resultados de la TGA (Figura 5.26), se evalu6 la regeneracion del
sustrato AU@Ag@ZIF8 tras calentarlo a 200 °C durante 1 h. El experimento consistio en
exponer los sustratos a los vapores de 2,5 ppmV de DMMP durante dos horas, retirarlos
de la celda de gases y calentarlos durante 1 h a 200 °C sobre una placa calefactora
calibrada. Tras este tiempo, se monitorizé la sefial del sustrato para comprobar que se
habia eliminado todo el DMMP. Finalmente, se realiz6 un segundo ciclo para verificar
que las propiedades de adsorcién del AuU@Ag@ZIF8 se mantenian. EIl experimento se
realiz6 con tres sustratos AU@Ag@ZIF8 diferentes. La Figura 5.32a muestra los mapas
de intensidad del pico a 710 cm™ del DMMP durante el primer ciclo de adsorcion, tras la
regeneracion 200 °C, y durante segundo ciclo de adsorcién de DMMP. Después de 1 h a
200 °C la intensidad SERS del DMMP ha desparecido completamente y podemos decir
que el sustrato AuU@Ag@ZIF8 estéa regenerado.

Se midié el plasmon de absorcion del sustrato para confirmar que las propiedades
plasmédnicas no se habian visto alteradas tras el calentamiento. Para ello se prepard un
sustrato de AU@Ag@ZIF8 sobre pyrex y se midié el espectro UV-Vis antes y después de
la etapa de regeneracion (Figura 5.32b). Se observa que tras aplicar temperatura el SPR
ha disminuido un poco de intensidad, pero el maximo de absorcion se mantiene en la

misma posicién, 640 nm.

La Figura 5.32c muestra el ratio de la intensidad SERS en funcion del tiempo de
exposicion a los vapores de DMMP durante el segundo ciclo de adsorcion. El nuevo valor
de la constante cinética es ligeramente superior k = 3,0 x 103 s frentea 1,9 x 102 s en

el primer ciclo. Asimismo, podemos observar que durante este segundo ciclo la
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desviacion estandar en las medidas entre los sustratos ha aumentado hasta un 26%. Estos
resultados nos indican que aunque la sefial del DMMP desaparece tras la regeneracion de
los sustratos AU@Ag@ZIFS, es posible que no se haya desorbido completamente todo el
DMMP. De acuerdo con los resultados de la TGA gue muestra un segundo pico a 300 °C

(ver Figura 5.26). Esto de lugar a una cinética mas lenta y a una peor reproducibilidad de

las medidas.
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Figura 5.32 Regeneracién del sustrato AU@Ag@ZIF8. (a) Mapas de intensidad
monitorizando el pico a 710 cm™ del DMMP durante el primer ciclo de adsorcion, tras la
regeneracion a 200°C/1h y durante el segundo ciclo de adsorcién. La escala representa 10 pm.
(b) Espectro promedio (10 medidas) UV-Vis del sustrato fresco y tras la regeneracion. (c)
Ratio promedio DMMP/ZIF8 de 3 sustratos Au@Ag@ZIF8 durante el segundo ciclo de
adsorcion de 2,5 ppmV de DMMP. Las barras de error representan la desviacion estandar
para los valores medidos en 3 sustratos. Datos ajustados a la cinética de adsorcién de
Lagergren.

Tambien se estudio la estabilidad temporal del sustrato AuU@Ag@ZIF8. Para ello se
dejaron envejecer a temperatura ambiente y oscuridad varios sustratos no usados de pyrex
recubiertos de AU@Ag@ZIF8 durante 24 h, 20 y 60 dias. Tras este tiempo, se les midid
el espectro de absorcion UV-Vis. La Figura 5.33a muestra el SPR de estos sustratos tras
el periodo de envejecimiento indicado, cada espectro es el promedio de 10 medidas. Con
el paso del tiempo el maximo de adsorcidn se desplaza ligeramente hacia los rojos desde

640 nm hasta 654 nm pasados 60 dias. La constante cinética del sustrato envejecido es
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ligeramente inferior, k= 1,0 x 10 s%, a la obtenida con los sustratos frescos (k=1,9 x 10°
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Figura 5.33 Envejecimiento del sustrato AU@Ag@ZIF8. (a) Espectro UV-Vis (promedio de
10 medidas) de los sustratos frescos y tras envejecerlos a diferentes tiempos. (b) Ratio
promedio DMMP/ZIF8 de un Au@Ag@ZIF8 fresco y otro envejecido 20 dias, ambos en
funcidn del tiempo de exposicion a 2,5 ppmV de DMMP. Datos ajustados a la cinética de
adsorcion de Lagergren.

Finalmente, evaluamos el concepto de sensor SERS para la deteccion de agentes
neurotoxicos midiendo los sustratos con el equipo Raman portable. La Figura 5.34a
muestra el espectro SERS del DMMP recogido sobre el sustrato AU@QAg@ZIF8 en
funcion del tiempo de exposicion a los vapores de 2,5 ppmV de DMMP. El pico del
DMMP desplazado a 710 cm™ y correspondiente a la vibracion del enlace PC se observa
de manera clara desde la primera medida sobre el sustrato Au@Ag@ZIF8. El
ensanchamiento de los picos se debe a la menor resolucion espectral del
espectrofotometro del equipo Raman portable (6 cm™ vs. 2 cm™).

Ajustando los datos de la Figura 5.34c a la cinética de Lagergren (Ecuacion 5.2)
obtenemos una constante cinética de adsorcion de k= 3,3 x 102 s. De estos datos
también calculamos el tsox Y el tooss que se definen como el tiempo que cuesta alcanzar el
50% vy el 90% de la intensidad final, en este caso el ratio final, respectivamente, y que
fueron tsp, = 21 S Y teoss = 78 S. Este valor de tiempo de respuesta es claramente inferior
al obtenido con los Ag nPlates@grafito, tsoe, = 137 s, y con las AuU@MCM, tsoe = 120 s,
midiéndolos con el equipo Raman Portable. Probablemente, en el caso de la Au@MCM
se deba a que el llenado de la particula se produce de dentro hacia afuera y es fuera donde

se encuentra el material plasmonico. Y en el caso de Ag nPlates@grafito al no tener
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material adsorbente/concentrador necesitan mas tiempo acumulando particulas en la

superficie antes de poder detectarlas.
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Figura 5.34 Deteccion de DMMP 2,5 ppmV con el equipo Raman portable. Espectros SERS
promedio recogidos sobre AU@Ag@ZIF8 a diferentes tiempos de exposicion de DMMP
arrastrado con (a) N, y (b) aire del laboratorio. Los espectros se han desplazado en el eje-y
para una mejor interpretacion de los resultados (c) Ratio promedio DMMP/ZIF8, de la
medida en tres sustratos, en funcién del tiempo de exposicién a 2,5 ppmV de DMMP
arrastrado con N,V aire del laboratorio. Datos ajustados a la cinética de adsorcion de
Lagergren.

Para evaluar el efecto de posibles interferencias con otras moléculas se realiz6 un
experimento diluyendo el DMMP directamente con aire del laboratorio en lugar de N2
puro. El aire del laboratorio tenia una humedad relativa de entre el 44-46%, CO, CO. y
posibles trazas de otros compuestos organicos volatiles presentes en el laboratorio. El
experimento se repiti6 tres dias diferentes y con tres sustratos distintos. Los espectros de
2,5ppmV de DMMP recogidos sobre Au@Ag@ZIF8 (Figura 5.34b) muestran
claramente, desde el primer espectro recogido a los 30 segundos la sefial caracteristica
del DMMP a 710 cm™. El espectro no se ve alterado por la presencia de humedad
ambiental y otras moléculas comunes en el aire de laboratorio. Sin embargo, si que se
observa una mayor relacion sefial-ruido respecto al espectro medido en nitrégeno. La
RSD de la sefial fue de un 12% mostrando la robustez de la medida con estos sustratos.
El tso y el toow Se calculd a partir de los datos de la Figura 5.34c en 29s y 103 s,

respectivamente.
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5.3.2.4 Deteccion de CEES en fase gas

Finalmente, se amplié el estudio con este mismo equipo portable, y con cuatro
sustratos diferentes, para la deteccion de 76 ppbV de 2-cloroetilsulfuro, simulante del gas
lacrimoégeno mostaza. En la Figura 5.35a podemos observar el modo vibracional del
CEES correspondiente a la combinacion del bending del enlace C-S y del stretching del
C-S-C aparece ligeramente desplazado de 650 cm™ a 635 cm™, que aparece desde el
primer minuto en que se alimentan los vapores. Esta banda fue la que seleccionamos para
calcular el ratio de intensidades y asi normalizar los resultados, ratio CEESe3s/ZIF8ss5 y
su evolucidn con el tiempo se muestra en la Figura 5.35b. La RSD de la sefial fue de un

22%, mas elevada que en el caso de la deteccion de DMMP.
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Figura 5.35 Deteccion de CEES con el equipo Raman portable. (a) Espectros SERS
promedio recogidos sobre Au@Ag@ZIF8 a diferentes tiempos de exposicion a vapores de
76 ppbV de CEES junto con el espectro del CEES puro. Los espectros se han desplazado en
el eje-y para una mejor interpretacién de los resultados. La zona sombreada sefiala el pico
principal del CEES. (c) Ratio promedio CEES/ZIF8 en funcion del tiempo de exposicion a
los vapores de CEES. Datos ajustados a la cinética de adsorcion de Lagergren.

La constante cinética de adsorcion de k= 1,2x102 s, del mismo orden de
magnitud, pero mas baja que la obtenida en la deteccion de DMMP, k = 3,3 x 102 s!
resultando en unos valores del tsoo Y toow SUperiores 54 sy 218 s, respectivamente. Estos
resultados nos indican que la difusion del CEES a través de los poros del ZIF8 en
comparacion con la del DMMP es més lenta (DMMP tso0 =21 s). El diametro cinético del
CEES es 5,8 A [410], casi igual que el DMMP (5,7 A), y ambas son hidréfobas al igual
que los poros del ZIF8 [411] por lo que ambas interacciones estaran favorecidas, pero a
diferencia del DMMP que es una molécula compacta el CEES es lineal. Esta reportado
que a igualdad de condiciones (adsorbente y tamafio y naturaleza del adsorbato) las
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moléculas lineales se adsorben mas lentamente en materiales porosos que las compactas
[404]. Esta puede ser la razon del menor tiempo de respuesta del sensor AUQAg@ZIF8
en la deteccion de DMMP en comparacion con el CEES.

5.3.2.5 Analisis comparativo de la deteccion de DMMP y CEES

En la Figura 5.36a aparecen comparados los espectros recogidos con el equipo
Raman portable sobre el AuU@Ag@ZIF8 cuando se alimenta DMMP arrastrado con N2 y
aire y CEES en No. Los picos del DMMP y el CEES aparecen en diferente posicion y sin
solaparse con el ZIF8 lo que nos permitiria detectarlos en caso de tener mezclas de gases.
Asimismo, la presencia de humedad u otras especies gaseosas no afectan a la deteccion

de bajas concentraciones de DMMP.
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Figura 5.36 Resumen de la deteccidn con el equipo Raman portable: (a) Espectros SERS
promedio recogidos sobre AU@Ag@ZIF8 de 2,5 ppmV de DMMP arrastrado con N, y aire y
76 ppbV de CEES. Los espectros se han desplazado en el eje-y para una mejor interpretacion

de los resultados. (c) Ratio promedio en funcion del tiempo de exposicion a los vapores de

DMMP y CEES. Datos ajustados a la cinética de adsorcion de Lagergren.

En la Figura 5.36b aparecen las cinéticas de adsorcion en funcion del tiempo para
los mismos tres experimentos. Los pardametros mas importantes de cada deteccion se
detallan en la Tabla 5.2. El resultado méas destacado es que en menos de 60 s seriamos
capaces de detectar ambos gases toxicos, siendo la adsorcion del DMMP mas réapida que
la del CEES, tson 21 sy 52 s, respectivamente. Por otro lado, la RSD de la sefial nos
confirma que podriamos usar los sustratos AuU@Ag@ZIF8 como sensores SERS de

compuestos toxicos en fase gas.
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Tabla 5.2 Resumen de los resultados obtenidos en la deteccion de DMMP y CEES con el
equipo Raman Portable

Parametros medidos con el equipo Raman portable

Molécula/ Concentrac:i(’)nE Desviacion Constante
gas arrastre i estandar i cinética de

. t5006 toou
alimentada . : ° : 0
i relativa, RSD | adsorcion (s?) '

.................................................................................................................................................

5.4 CONCLUSIONES

En este capitulo se han desarrollado sustratos SERS basados en nanoparticulas core-
shell que combinan las propiedades plasmoénicas de las nanoparticulas de oro con las

propiedades adsorbentes de los materiales meso- y microporosos.

La primera plataforma ha consistido en un nucleo de silice mesoporosa, MCM48,
sobre la que se crecieron nanoparticulas de oro. La etapa critica fue el recrecimiento de
las semillas de oro, previamente ancladas a la MCMA48, para alcanzar AuUNP individuales
con las adecuadas propiedades plasmonicas y sin tapar la entrada a los poros de la
particula de MCM48, los mejores resultados se obtuvieron para un tiempo de

recrecimiento de 50 min.

En la segunda plataforma preparamos la configuracién opuesta, el nucleo fueron
nanorods de Au-Ag recubiertos por una shell de ZIF8 microporoso. Las nanoparticulas
Au@Ag@ZIF8 fueron sintetizadas en tres etapas: i) sintesis de nanorods de Au; ii)
crecimiento de un rod de Ag concéntrico al de Au, formandose el Au@Ag nanorods; y
iii) encapsulamiento de los Au@Ag nanorods en monocristales de ZIF8. Las
nanoparticulas AU@Ag@ZIF8 se depositaron sobre chips de SiO2/Si mediante spin

coating obteniéndose recubrimientos homogéneos y reproducibles.

Ambas nanoparticulas, AuU@MCM y Au@Ag@ZIF8, se depositaron mediante spin
coating, obteniéndose sustratos SERS robustos, homogéneos y reproducibles. Esta

homogeneidad junto con la de las propias nanoparticulas permitié que la sefial del
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material poroso fuera utilizada como patron interno, normalizando la intensidad del pico

del agente toxico.

La plataforma Au@MCM ha permitido detectar la huella dactilar completa del
DMMP en concentraciones de hasta 50 ppbV. Hay que destacar que el sustrato SERS de
las Au@MCM fue un chip de microfluidica compacto fabricado en silicio en el que los
gases se alimentaban directamente en su interior. La adsorcion del DMMP es reversible
pudiendo utilizarse la plataforma multiples veces, y con un tiempo de respuesta de 120 s.
También, se ha demostrado que las Au@MCM basadas en silice mesoporosa tienen una
capacidad de deteccion 10 veces superior a la plataforma Au@Stober que se basa en

nanoparticulas de silice densa.

De igual modo, los sustratos AU@Ag@ZIF8 han permitido detectar DMMP en
concentraciones tan bajas como 50 ppbV. Los sustratos Au@Ag@ZIF8 fueron
caracterizados en condiciones experimentales mas cercanas a la aplicacion final, es decir,
utilizando el equipo Raman portable y arrastrando el DMMP con aire del laboratorio. En
estas condiciones se obtuvo una sefial clara del DMMP sin interferencia por parte del
resto de especies presentes en el aire, principalmente la humedad. El tiempo de respuesta
del sustrato en estas condiciones fue de 29 s. La robustez de la sefial y de la deteccion se
ha demostrado al obtenerse RSD < 13% en todos los experimentos realizados.
Finalmente, se estudiaron las capacidades de deteccion del Au@Ag@ZIF8 frente a otros
gases toxicos. El sustrato AU@Ag@ZIF8 fue capaz de detectar 76 ppbV de CEES,

simulante del gas lacrimdgeno mostaza, en 54 s y utilizando el equipo Raman portable.

Estos resultados demuestran las altas capacidades de deteccion de las nanoparticulas
plasménicas combinadas con materiales adsorbentes. Las posibles desventajas podrian
ser que la preparacion de las AuU@MCM es larga y laboriosa, pero muy reproducible si se
siguen los pasos al detalle. En el caso de la plataforma Au@Ag@ZIF8 al regenerar el
sustrato aumenta la desviacion estandar de la medida y aumenta ligeramente el tiempo de

respuesta.
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SUSTRATOS SERS BASADOS EN NANOESTRUCTURAS DE ORO
PREPARADAS POR METODOLOGIA TOP-DOWN

Resumen

En este capitulo se han fabricado sustratos SERS basados en nanoestructuras de oro
ordenadas sobre nanotrincheras de silicio. Controlando el grosor de la capa de oro y el
tiempo del grabado por haz de iones (IBE) se ha conseguido generar nanoestructuras de
oro simétricas y no-simétricas alrededor del hot-spot. En las primeras el origen del
aumento de la sefial es el acoplamiento de los plasmones de nanoestructuras adyacentes.
En las no-simétricas es el sumatorio de este efecto con el efecto antena que se produce
sobre las nanoestructuras de oro de mayor tamafio, alcanzando un AEF de 6.9 x 10°.
Todos los sustratos SERS han sido analizados de manera experimental a traves del AEF
y de manera tedrica con simulaciones FDTD. Ademas, se ha realizado un estudio
preliminar sobre la dependencia del espaciado entre nanoestructuras y la profundidad

de la nanotrinchera de silicio.

El contenido de este capitulo ha sido adaptado de la siguiente publicacion cientifica:

M. Lafuente, P. Mufioz, E.J.W Berenschot, R.M. Tiggelaar, A. Susarrey-Arce, S.M.
Garcia-Blanco, R. Mallada, M.P. Pina, Niels. R. Tas.

“Exploring the Surface Enhanced Raman scattering activity of gold
nanostructures around nanogaps”

En proceso de escritura
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6 SUSTRATOS SERS BASADOS EN
NANOESTRUCTURAS DE ORO PREPARADAS POR
METODOLOGIA TOP-DOWN

Este capitulo se desarroll6 durante una estancia de investigacion en la Universidad
de Twente, Paises Bajos, entre el 30 de junio y el 2 de octubre de 2018. El trabajo se
realiz6 entre los grupos de investigacion Mesoscale Chemical Systems (MCs) liderado
por el Dr. Han Gardeniers y el grupo Optical Sciences liderado por el Dr. Herman
Offerhaus, asimismo, durante este periodo mi supervisor fue Dr. Niels Tas, investigador

principal del grupo MCs.

6.1 INTRODUCCION

En los capitulos anteriores hemos estudiado sustratos SERS bottom-up, es decir,
basados en el autoensamblaje de nanoparticulas plasménicas a un soporte sélido. En estos
sustratos la amplificacion del campo electromagnético tiene su origen en los plasmones
generados sobre las nanoparticulas o en el acoplamiento de plasmones de particulas
adyacentes [38,39]. Desde este punto de vista, los plasmones o hot-spots generados estan
distribuidos de manera uniforme pero aleatoria por toda la superficie [74-77,155]. Por el
contrario, si queremos tener un control preciso de la localizacién de estos hot-spots
tenemos que recurrir a los sustratos top-down. La nanofabricacion nos permite crear los
espaciados con las dimensiones adecuadas para concentrar y convertir la luz en campos

electromagnéticos localizados [75].

Como ya hemos avanzado en la introduccidon existen diferentes técnicas de
nanofabricacién. En este trabajo para fabricar las nanoestructuras hemos utilizado la
litografia por desplazamiento Talbot (DTL, de su siglas en inglés Displacement Talbot
Lithography) seguida de un ataque anisotropico y selectivo del silicio. La litografia DTL
es una variante de la litografia por interferencia laser y se basa en el efecto Talbot de
difraccion del campo cercano [412]. Brevemente, cuando una onda plana incide sobre
una red de difraccion periddica (mascara de litografia), la imagen de la red se repite a
distancias regulares lejos del plano de ésta. Esto ha convertido a la litografia DTL en una
tecnologia de nanolitografia emergente, mediante la cual se pueden obtener

nanoestructuras ordenadas con dimensiones inferiores a 100 nm y a escala de oblea,
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utilizando una méascara y un haz de luz monocromatico [274,413-415]. El oro se depositd
mediante sputtering y las dimensiones finales de la capa se controlaron mediante un

grabado por haz de iones (IBE).

Al tratarse de nanoestructuras uniformes y periédicas los resultados experimentales
pudieron ser estudiados mediante simulaciones tedricas a través del método FDTD. Las
simulaciones FDTD estudian la distribucion del campo electromagnético local que se
produce sobre las nanoestructuras cuando son iluminadas por un haz de luz
monocromatico (l&ser). Estas simulaciones nos permiten interpretar y predecir los
resultados experimentales ayudandonos a entender el origen del efecto SERS que se

produce en un determinado sustrato SERS.

6.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

6.2.1 Materiales

El &cido nitrico fumante (HNO3, 99%) se compro a KMG Ultra Pure Chemicals. El
acido fluorhidrico (HF) y el &cido fluorhidrico tamponado (BHF) se compraron en
Technic. El hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) y el hidréxido de potasio (KOH) se
compré a Merck. El acido clorhidrico (HCI, 36%), el peréxido de hidrégeno (H202, 31%),
el acido fosforico (HsPO4, 85%) y el acido nitrico (HNOs, 69%) se compraron en BASF.
La resina para la litografia Optica resist Olin 907-17 se adquiri6 a FujiFilm. La fotoresina
PF188 y el acetato de propilenglicol metil eter (PGMEA) se adquirieron en Sumitomo
Chemical Co., Ltd.

Las obleas de silicio (100) dopadas con antimonio se compraron a Okmetic, se trata
de obleas pulidas por una cara con un diametro de 100 mm, 525 um de espesor y una
resistividad de 0,005-0,025 Q. La nanofotolitografia DTL se realizd con el equipo
PhableR 100C de Eulitha.

6.2.2 Fabricacion de las nanoestructuras de oro

La fabricacidon de las estructuras se realizd con la colaboraciéon del Ing. Erwin
Berenschot y el Dr. Roald Tiggelaar pertenecientes al grupo MCs. A continuacion, se
enumeran los pasos seguidos en la fabricacion de las nanoestructuras, la explicacion de

cada etapa aparece en el apartado 6.3.1, pag. 178.
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e Fabricacién de las nanotrincheras en la oblea de silicio

Las obleas de silicio (100) se limpiaron dos veces con HNO3z fumante (5 min) y el
oxido nativo se retird por inmersion en HF 1% (1 min). La primera generacion de
trincheras en forma de V se fabricé siguiendo el siguiente protocolo (ver Figura 6.1, pag.
179):

En primer lugar, una capa de nitruro de silicio estequiométrico (SisNa) de
13,0 £ 0,1 nm fue depositada mediante deposicion quimica de vapor a baja presion
(LPCVD, de sus siglas en inglés low-pressure chemical deposition). EI grosor de la capa
se midié por elipsometria utilizando un equipo Woollam M-2000Ul. Las estructuras
Vangbo? se alinearon en la capa de SisN4 combinando una litografia dptica estandar y
un ataque himedo con BHF (28 min) [416]. Este patron se transfirio a la oblea de silicio

mediante un ataque quimico con TMAH (25% en peso) de 34 min a 70°C.

Posteriormente, una méascara con motivos lineales (anchura 250 nm y espaciado
500 nm) fue alineada con los planos del silicio mediante la técnica de nanofotolitografia
“Displacement Talbot Lithography” (DTL) [413,417-419]. La DTL, permiti6 transferir
el patrén con lineas paralelas a la fotoresina PFI88 (1:1 FPI:PGMEA) [420], previamente
espineada. Seguido, este patrén fue transferido al recubrimiento antirreflejante (BARC
de sus siglas en inglés bottom anti-reflection coating, AZ barli-11 200) situado debajo de
la fotoresina mediante un grabado reactivo ionico (RIE, de sus siglas en inglés reactive
ion etching) direccional con plasma de N2 (50 mTorr, 50 sccm de N2, 8,5 min con un
equipo casero) [417,420]. Después, la capa de SisNa fue selectiva y direccionalmente
atacada con un RIE de CHF3-O2 (10 mTorr, 25 sccm CHF3, 5 sccm Oz, 25W, 60 s) usando
como maéscara el recubrimiento de la fotoresina-BARC. Tras esto, el recubrimiento
fotoresina-BARC fue retirado mediante un plasma de O2 (30 min), seguido de dos
inmersiones de 5 min en HNOs fumante, y el SiON y/o 6xido crecido en la interfase fue
eliminado por inmersion en BHF (2 min). Finalmente, el patron de SizNa sirvid de
mascara dura para el grabado anisotropico del silicio con KOH (20% en peso) a
temperatura ambiente y durante 5,5 min. De este modo se fabricé la primera generacion
de trincheras en forma de V con una anchura de 172 nm y un espaciado entre trincheras

de 68 nm (ver Figura 6.1b, pagina 179). Para eliminar los restos alkali que pudieran

10 Las estructuras Vanghbo se utilizan para determinar de manera exacta la orientacion de los planos
cristalograficos de las obleas de silicio permitiendo el alineamiento preciso de las mascaras sobre las obleas.
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quedar la oblea fue tratada con la mezcla RCA-2 durante 15 min a 80°C. RCA-2 es una

mezcla de HCI:H.O2:agua destilada en un ratio v/v de 1:1:5.

La segunda generacion de trincheras en V fue fabricada en el espaciado plano entre
las trincheras de la primera generacion. Este paso se realizé mediante una oxidacion local
del silicio (LOCOS, de sus siglas en inglés Local Oxidation of Silicon) combinada con un
ataque anisotrépico, siguiendo un protocolo previo del grupo MCs [420]. La oxidacién
hdmeda a 800°C (15 min) permitié crecer una capa de SiO2 de 7,9 + 0,4 nm sobre el Si
(111), paredes de las trincheras en V, mientras que sobre el Si (100) que recubre la capa
de SizN4 crecié una capa de menor espesor, 5,7 £ 0,3 nm. Una inmersion de 15 s en HF
1% fue utilizada para retirar la capa de SiO> crecida sobre el SisN4, y otra de 18 min en
H3PO4 a 140°C para retirar la de SisN4. La capa de oxido situada bajo el SisN4 fue retirada
a través de un tratamiento con Oz (5min) y una inmersion en HF 1% (11s). Este
tratamiento también conllevo la hidrofobacion de la oblea de silicio. A continuacion, el
silicio expuesto fue atacado con TMAH (25% en peso, 70°C) con una velocidad en el
plano Si (111) de 1,25 nm/min. Tras 12 min, la anchura de la segunda generacion de
trincheras en V fue de 116,0 + 2,0 nm. Este ataque también afecté a la primera generacion
que paso de tener una anchura de 172 nm a la final de 125 £ 2,0 nm (ver Figura 6.1,

pagina 179). Tras el ataque con TMAH, la capa de SiO; fue retirada con HF 50% (1 min).

Las puntas de las trincheras fueron afiladas mediante una oxidacion seca a 900°C
durante 55 min. Esta oxidacion crecié una capa de 23 nm de SiOz sobre el Si (111) que
fue retirada por inmersion en HF 50% durante 30 s. A continuacion, la oblea fue reoxidada
a 800°C (5 min) para crecer una capa de SiO, de 3,5+2,0nm y evitar la posible

formacion de especies Au-Si.

Ademas, la parte trasera de la oblea fue grabada con surcos de 275 um de
profundidad para facilitar el corte de la oblea en sustratos de 10 x 10 mm. Para ello, las
trincheras fueron protegidas con la resina Olin 905-38, posteriormente retirada por
inmersion HNO3 fumante (15 min). Los restos del corte fueron eliminados lavando con

agua destilada en un bafio de ultrasonidos (15 min).
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e Fabricacion de las nanoestructuras de oro sobre las trincheras de silicio

Antes de depositar el oro (Au) la oblea fue lavada con HNO3 fumante (2 x 5 min) y
con HNO3 69% en ebullicion. También fue depositada por sputtering un capa de cromo

(Cr) de 2 nm (6,6 x 10 mbar, 100 W'y 20 s) con un equipo casero.

El primer paso en la fabricacion de las nanoestructuras de Au fue la deposicién por
sputtering de la capa de Au, 50 nm (100 W, 120 s) 0 190 nm (200 W, 240 s) dependiendo
de la geometria final que queramos alcanzar (ver Figura 6.2, pagina 180). El grosor fue
medido sobre una oblea plana de silicio. A continuacion, el grosor de la capa de Au fue
reducido mediante un grabado por haz de iones (IBE, de sus siglas en inglés ion beam
etching) en una atmosfera de argon (rotacion del soporte a 10 rpm, angulo de incidencia
0°). El grabado se mantuvo hasta que se vieron las puntas de las trincheras, en el caso de
la capa de Au de 50 nm el proceso de IBE duro 115 s mientras que se necesitaron 530 s
en el caso de los 190 nm de Au. Tras este proceso, fue realizado un tratamiento UV/ozono
de 5 min seguido de un tratamiento quimico para eliminar la capa de Cr de las puntas
(20's). El atacante del Cr es una mezcla &cido perclérico (HCIO4) y hexanitrato de
diamonio y cerio (I1V), (NH4)2[Ce(NOs)e]. Por inmersion en BHF (20 s) fue retirada la
capa de SiO2 de las puntas de la trinchera. Posteriormente, el silicio expuesto en las puntas
fue atacado con KOH (75%) a 75°C formandose cavidades rémbicas entre las
nanoestructuras de Au. Para conseguir nanoestructuras simétricas sym el grabado fue de
90 s (excepto en el sustrato sym2 que fue de 45 sy en sym1 que no se hizo), y en el caso

de las estructuras no-simétricas la inmersion en KOH fue de 135 s.

Mediante inmersion en BHF (20 s) y en el atacante de Cr (20 s) fueron retiradas la
capa de 3 nm de SiO2 y la de 2 nm de Cr de la parte interna de las nanoestructuras de Au,
parte expuesta a las cavidades rémbicas creadas en el silicio. Este tratamiento se realizd
en todos los sustratos SERS fabricados excepto en sym4.

Finalmente, para reducir el espaciado entre nanoestructuras no-simétricas fueron
realizados depositos de Au adicionales durante 5 min para el sustrato asym2 y 10 min
para el sustrato asym3 a 100 W. La Tabla 6.1 (pagina 181) resume las dimensiones y

caracteristicas de los sustratos SERS fabricados.

Las medidas del AEF se realizaron con el equipo Alpha 300 de sobremesa y

utilizando como molécula patron R6G. La longitud de onda de excitacion fue 633 nm y
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el objetivo 50x, una potencia de salida de 3 mW y 1 s de tiempo de integracion. En cada
muestra se realizaron y promediaron cinco areas de 50 pm x 50 um recogiendo 100
espectros en cada una.

6.2.3 Simulacion FDTD

La simulacion del campo electromagnético sobre las nanoestructuras de oro
simétricas y no simétricas se realizo a través del método FDTD vy el software comercial
Lumerical (Lumerical Solutions Inc, Ansis). Las dimensiones de las nanoestructuras se
determinaron de las imagenes de HR-SEM. Se aplico un mallado conformacional
refinado alrededor de las nanoestructuras a un tamafio de 0,1 nm. Se consideraron
condiciones de contorno periddicas en el eje-x y PML en el eje-y. La fuente de luz fue
una onda plana que se propaga en direccion-y con el campo eléctrico E paralelo al eje-x
de longitud de onda 633 nm, igual que la experimental. Se realizd una prueba de
convergencia para determinar la distancia Optima entre la nanoestructura y las
condiciones de contorno absorbentes en el eje-y (2,5 um). En la simulacion se utilizaron
las curvas de dispersion tabuladas por Palik para el oro, silicio y diéxido de silicio [40],

mientras que el indice de refraccion del cromo se obtuvo del CRC Handbook [421].

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Caracterizacion de la morfologia de las nanoestructuras

La fabricacion de estos sustratos SERS la podemos dividir en dos grandes etapas: la
primera fue la fabricacidén nanotrincheras de silicio con puntas afiladas (Figura 6.1), y la

segunda, la generacion de las nanoestructuras de Au sobre ellas (Figura 6.2).

A su vez la primera etapa, fabricacion de las nanotrincheras con puntas afiladas, se
divide en tres etapas. Brevemente, en la primera, mediante nanofotolitografia DTL,
grabado RIE (Figura 6.1a) y un ataque quimico con KOH se fabrico la primera generacién
de nanotrincheras con una anchura de 172 nm y un espaciado plano entre ellas de 68 nm
(Figura 6.1Db).

Para generar las puntas entre nanotrincheras se duplicé la periodicidad de estas
creando una segunda generacion de trincheras en la parte plana. Este proceso se realizo

mediante una oxidacion local del silicio (LOCOS, Figura 6.1c) seguida de la eliminacion
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selectiva de la capa de SisN4 (Figura 6.1c) dejando expuesto el silicio entre las trincheras.
El silicio fue atacado con TMAH para formar la segunda generacién de trincheras (Figura
6.1e), la capa de SiO actud de mascara dura. Tras este ataque, la anchura de la primera'y
la segunda generacion de trincheras fue de 125 nm y 116 nm, respectivamente, y la

profundidad 75 nmy 55 nm.
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Figura 6.1 Esquema de la fabricacion de las nanotrincheras con puntas afiladas: (a)
modelado del SisN, situado sobre el Si-(100) mediante DTL y RIE; (b) formacion de la 12
generacién de trincheras mediante ataque con KOH usando como mascara el patrén de SizNg;
(c) LOCQOS; (d) eliminacion selectiva de la capa de SisNa; (€) formacion de la 22 generacién
de trincheras mediante un ataque con TMAH usando como mascara la capa de SiO; (f)
oxidacion seca de las puntas para afilarlas; (g) eliminacion de la capa de SiO. y (h)
crecimiento de una capa de SiO; de 2 nm. (i) Imagen SEM del resultado final.

Por ultimo, las puntas de las nanotrincheras se afilaron para reducir el espaciado entre
las futuras nanoestructuras de oro. Para ello, se sometié a la oblea a una oxidacion seca
(Figura 6.1f) en la que se afilaron las puntas pero también se cre6 una capa de SiO2 gruesa
que posteriormente fue retirada con HF (Figura 6.1g). Ademas, para evitar la formacién
de especies Au-Si se creci6 una capa fina de SiO2 de 2 nm (Figura 6.1h). El resultado
final de este proceso de fabricacion aparece en la Figura 6.1-i. Podemos observar la alta
reproducibilidad y homogeneidad de las puntas creadas en la parte superior de las
trincheras. Asimismao, todos las técnicas y procesos de fabricacion utilizados para obtener
estas puntas afiladas son aplicables a escala de oblea, por lo que podriamos fabricar

muchos sustratos SERS al mismo tiempo.
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La fabricacion de las nanoestrucuturas de oro sobre las nanotrincheras comienza con
la deposicion por sputtering de la capa de Au (Anexo 1V-c, pag. 267). Previamente, se
depositd una capa de cromo de 3 nm que actla de adhrente de la de Au. De Au se
depositaron dos grosores, 50 nm y 190 nm (Figura 6.2a), que mas tarde, se redujeron

mediante un grabado por haz de iones (IBE) hasta alcanzar las puntas de la trinchera.

50 nm de oro- 190 nm de oro —
Nanostructuras simétricas Nanoestructuras no-simétricas
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de Cry Au
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'v\/v\/vvv\/ Grabadodel IR NENTISAINS
silicio
snnetrlco No-simétrico
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Figura 6.2 E Esquema del sputtering de Au sobre las nanotrincheras con puntas afiladas y el
posterior postratamiento para conseguir los sustratos SERS: (a) sputtering de Cr y Au junto
con imagenes SEM de los dos grosores depositados; (b) IBE del Au; (c) eliminacion selectiva
del SiO; de las puntas; (d) formacion de las cavidades rombicas en el silicio mediante el
ataque con KOH; (e) eliminacidn selectiva de las capas de Cr y SiO; (f) sputtering de Au
para reducir el espaciado entre las estructuras de oro. (g) Imagen SEM de las nanoestructuras
simétricas y no simétricas. Las flechas rojas sefialan los artefactos.
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El grosor de la capa de Au en combinacion con el tiempo de grabado IBE determind
si la nanoestructura de oro alrededor de la punta era simétrica o asimétrica. El ataque IBE
sobre la capa de 50 nm de Au result6é en nanoestructuras de oro con la misma forma a la
derecha y a la izquierda de la punta, simétricas (Figura 6.2 b(i)), mientras que el ataque
sobre la capa de 190 nm result6 en nanoestructuras de oro de diferente tamafio a cada lado
de la nanopunta, no-simétricas (Figura 6.2b (ii)). Tras eliminar la capa de SiO> de las
puntas (Figura 6.2c), el silicio expuesto se atacO con KOH formandose cavidades
rombicas en la parte superior de la trinchera (Figura 6.2d). El resultado son
nanoestructuras de oro en voladizo, alas, sobres las cavidades rombicas. Estas alas
conservan en la parte interior las capas de Cr y SiO2 que se eliminaron mediante ataques
himedos selectivos (Figura 6.2e). A partir de este paso, realizando pequefias
modificaciones las nanoestructuras simétricas ya estarian terminadas y realizando algun
proceso mas obtenemos las estructuras no simétricas. Este proceso es el depdsito de Au
por sputtering para reducir el espaciado entre las nanoestructuras de oro (Figura 6.2f). La
Figura 6.2g muestra dos ejemplos de estructuras simétricas y no simétricas. La Tabla 6.1
resume las dimensiones y tratamientos realizados a los diferentes sustratos SERS

fabricados.

Tabla 6.1 Dimensiones y caracteristicas de los sustratos SERS estudiados en este capitulo.
Sym hace referencia a las nanoestructuras simétricas y asym a las no-simétricas alrededor de
la punta de la trinchera.

! Profundidad de :
Espaciado . ;
Sustrato superior (ES) | lacavidad Tratamiento adicional
SERS P . rémbica (P) |
QL) ‘ :
(hm)
syml P-0 6+2 0 capa de SiO2 y Cr eliminada
sym2_P-13 6+2 13+£1 capa de SiO, y Cr eliminada
sym3_P-40 62 5 40+3 capa de SiO, y Cr eliminada
sym4_P-40* 62 |  40%3 i -
asyml ES-16 164 100+5 capa de SiO, y Cr eliminada
asym2_ES-12 12+3 | 100+5 capa de SiO, y Cr eliminada, sputtering de Au
asym3_ES-8 8+3 5 1005 capa de SiO, y Cr eliminada, sputtering de Au

Se prepararon cuatro sustratos SERS basados en nanoestructuras de oro simétricas
alrededor de la puntas (Figura 6.3). El espaciado entre nanoestructuras se mantuvo

constante en los tres sustratos, 6 + 2 nm (Figura 6.3a), asi como el grosor final de la capa
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de Au, 17 + 3 nm. Estos dos factores son dependientes puesto que se controlan con el
grosor inicial de la capa de Au y el posterior ataque IBE. La profundidad (P) se vario
entre 0 nm, 13+ 1 nmy 40 + 4 nm, muestras sym1_P-0, sym2_P-13y sym3_P-40 (Figura
6.3c y d), respectivamente, controlando el tiempo de ataque con KOH. Las dimensiones
se calcularon a partir de fotos HR-SEM y con un nimero de medidas N>100. Ademas,
para estudiar la influencia de la capa de Cr en el aumento de la sefial, a la muestra sym4
no se le retird (Figura 6.3a). Las cavidades triangulares que se observan bajo la capa de
Au son “artefactos” que se formaron durante el ataque con KOH. Debido al proceso de
ataque IBE la capa es méas fina en la parte plana que sobre las paredes de las
nanotrincheras, creandose poros por los que se filtra el KOH que dan lugar a la cavidad

triangular.

(aj V;ista SUperior |
2 .

6+2nm

2 4 6 8 10 12 14
Espaciado superior (nm)

(d) sym3  x ES

A

P=40+3nm P=40+3 nm

Figura 6.3 Iméagenes HR-SEM de las nanoestructuras simétricas alrededor de la punta de la
trinchera: (a) vista superior de la muestra asym1, junto con el histograma de distribucion de
tamafos (N>150). Corte transversal de los sustratos (b) sym1_P-0; (c) sym2_ P-13, (d)
sym3_ P-40y (e) sym4_P-40*. La escala representa 100 nm y la flecha negra artefactos
producidos en la grabado con KOH.

La Figura 6.4a-f muestra las imagenes HR-SEM de las nanoestructuras asimétricas
a las cuales se les realiz6 un proceso adicional de sputtering de Au para reducir el
espaciado de la parte superior. Podemos observar la alta uniformidad del espaciado y de

las nanoestructuras en los sustratos SERS preparados. El espaciado fue medido de
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diferentes imagenes HR-SEM (N>500) y los resultados aparecen en la Figura 6.4g-i. Al
aumentar el nimero de ciclos sputterings de Au el espaciado superior se reduce desde
16 £4nm,a8 + 3 nm,asyml _ES-16 y asym3_ES-8, respectivamente. Incluso en algunas
puntos de asym3_ES-8 se forman puentes de Au entre las alas de las nanoestructuras. La
longitud de las nanoestructuras de oro son 126 £ 3nmy 91 £ 3 nm para asyml ES-16,
131 £5nmy 95 + 3 nm para asym2_ES-12 y 136 + 2 nm y 98 + 3 nm para asym3_ES-8
(Figura 6.4). La profundidad de la cavidad rombica fue 100 + 5 nm en todos los sustratos.

(@ 16 +4 nm
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Espaciado superior, £ (nm)

[=]
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Figura 6.4 Iméagenes HR-SEM de las nanoestructuras asimétricas asym1_ES-16, asym2_ES-
12 y asym3_ES-8 vistas en corte transversal (a-c) y desde arriba (d-f) junto con las
dimensiones. La escala representa 100 nm. (g-i) Histogramas de la distribucion de tamafios
del espaciado E entre nanoestructuras de oro obtenido de promediar mas de 500 medidas.

Finalmente, para verificar que el postratamiento elimina por completo la capa de Cr
del interior de las alas de las nanoestructuras de oro se prepard una lamela del sustrato
asym3_ES-8 y se analiz6 por STEM y EDX (Figura 6.5). El andlisis quimico de los
elementos nos indica que en la parte interna del voladizo de la nanoestructura de oro no
guedan restos de Cr, mientras que si que aparecen en la interfase con la trinchera. Esto
demuestra el buen funcionamiento y nos evita los posibles efectos adversos que podria
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provocar la capa de adhesion de Cr en las propiedades oOpticas del oro [422]. La
eliminacion de la capa de SiO» también se realizd con éxito, los picos de Si y sobre todo
el del oxigeno no aparecen en el area analizada en el voladizo de oro (Figura 6.5c). Por
ultimo, las imagenes TEM nos muestran la ausencia de Au en el interior de la cavidad
rombica, es decir, las consecutivos sputtering de Au no consiguen penetrar a esta parte

del sustrato.

€Y

Energia (keV)

Figura 6.5 Evaluacion del postratamiento. (a) Imagen SEM de la lamela del sustrato

asym3_ES-8. Imagenes TEM junto con el analisis de composicidn del area rojo en la

interfase con la trinchera (b) y en el voladizo de la nanoestructura de Au expuesto a la
cavidad rombica (c).

En resumen, este proceso de fabricacion combinando procesos sencillos y conocidos
de nanofabricacion, DTL, grabado himedo del silicio y deposicion por sputtering de Au,
nos ha permitido conseguir sustratos SERS robustos, versatiles y reproducibles a nivel de
oblea. Modificando el grosor de la capa de Au depositada podemos obtener estructuras
simétricas y no-simétricas controlando el espaciado superior, y, por tanto, los hot-spots
del sustrato SERS.

184



Nanoestructuras de oro preparadas por top-down

6.3.2 Caracterizacion de las propiedades plasménicas: simulacion FDTD y AEF
6.3.2.1 Nanoestructuras simétricas

Como se ha comentado la amplificacion de la sefial SERS puede producirse por dos
mecanismo: mecanismo electromagnético, EM, y mecanismo quimico de transferencia
de carga, TC (ver apartado 1.3.2, pag. 17). Para conocer la naturaleza y origen del
aumento de la sefial en las nanoestructuras de oro alrededor del espaciado superior se
realizd un estudio teorico de la distribucion del campo eléctrico sobre estas usando el
método FDTD.

La amplificacion SERS debida al EM depende de las dimensiones de las
nanoestructuras plasmanicas [35], por eso, en primer lugar, se estudié la dependencia del
espaciado superior ES con la profundidad P de la cavidad rémbica creada a través de la
punta de las trincheras. Para ello se simulé una nanoestructura simétrica alrededor del
espaciado superior en la que se fue variando el tamafio del espaciado entre 2-16 nm en
funcién de la profundidad de la cavidad rombica, P entre 0 y 100 nm (Figura 6.6a). El
grosor de la nanoestructura de Au se mantuvo constante en 17 nm. El &rea promedio para
calcular el aumento del campo eléctrico (“recuadro negro” de la amplificacion de la
Figura 6.6b) se modificd con el tamafio del ES: en cada simulacion la distancia en el eje-

y es constante, 4 nm, y en el eje-x tiene la longitud del ES.

A modo de ejemplo, en la Figura 6.6b podemos observar el resultado de la
simulacion FDTD en la nanoestructura simétrica con un ESde 2 nmy P 16 nm. La escala
de color representa la amplitud normalizada del campo eléctrico generado | E | respecto
a la amplitud del campo eléctrico incidente | Eo|. En esta estructura se observa que el
principal origen del efecto SERS proviene del espaciado entre las dos alas de oro de la
nanoestructura. La Figura 6.6¢c muestra el campo eléctrico promedio obtenido en el
espaciado entre nanoestructuras de oro (area enmarcada por la caja negra en la

amplificacion de la Figura 6.6b) en funcion de P para los 6 valores de ES estudiado.
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Figura 6.6 (a) Esquema del corte transversal de la estructura simétrica alrededor del espacio
superior simulada con el método FDTD. Cédigo de color: gris, Si; azul, SiO;; naranja, Cr;
amarillo, oro. (b) Distribucion de la intensidad del campo eléctrico a la longitud de onda de
excitacién de 633 nm sobre una nanoestructura simétrica con un ES de 2 nmy P 16 nm. (c)

Promedio de la amplificacion del campo eléctrico FDTD generada en el espaciado entre
nanoestructuras, caja negra de (b). La flecha sefiala la tendencia del campo eléctrico en
funcion del ES y P. Las lineas punteadas verticales sefialan la profundidad de las estructuras

sym fabricadas.

Los resultados de la Figura 6.6¢ nos indican que la amplificacién del campo eléctrico

(E/Eo)? sigue la misma tendencia para todos los ES estudiados. El (E/Eo)? aumenta hasta

alcanzar un méximo a una cierta P para luego comenzar a descender, sefialando la

dependencia entre P y ES. La méaxima amplificacion se obtuvo para los menores ES, es

decir, 2 nm, 4 nm y 6 nm, donde el acoplamiento del plasmon de las nanoestructuras de

Au de ambos lados del espaciado es mas fuerte [35,274]. Asimismo, al aumentar el ES se

reduce la intensidad del maximo de (E/Eq)? por la disminucion del acoplamiento entre

plasmones, ademas de desplazarse a mayores valores de P. Este fendmeno puede

explicarse por la absorcién de la luz en el silicio. Cuando la amplificacion del campo

eléctrico se origina cerca de

un material semiconductor como el silicio, este puede

absorberlo debido a un acomplamiento en el campo cercano (near-field coupling) para
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generar electrones y huecos [423-425], este efecto podriamos denominarlo quenching del
hot spot y es el mecanismo de algunas celdas solares [426,427]. Por lo tanto, los hot-spots
generados en ES mayores requieren que la cavidad rémbica sea mas profunda para evitar
que la amplificacion sea “quencheada” por el silicio. Los mayores (E/Eo)? se alcanzaron

para P comprendidas entre 20 y 60 nm.

Tras este estudio preliminar se paso a evaluar las estructuras simétricas fabricadas.
En primer lugar, se verifico la dependencia de la intensidad con la profundidad de la
cavidad rdmbica. La Figura 6.7a muestra el espectro SERS promedio (N = 300) de la
R6G recogido sobre los sym1 P-0, sym2_P-13y sym3_P-40. La Figura 6.7b muestra el
resultado de una de las areas recogidas en cada sustrato. Podemos observar que la sefial
SERS es dependiente de la profundidad de la cavidad rémbica de silicio. Al igual que
indican las simulaciones FDTD de estas estructuras (Figura 6.8), la intensidad SERS
aumenta al aumentar la profundidad de la cavidad rombica. La RSD de la intensidad fue
9%, 38% Yy 11% para los sustratos sym1 P-0,sym2_P-13ysym3_ P-40, respectivamente.
La alta RSD de la muestra sym2_P-13 puede estar debida a un error accidental en la

manipulacion de la muestra.
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Figura 6.7 (a) Espectro SERS promedio de la R6G 1 uM recogido sobre los sustratos con
nanoestructuras de oro simétricas syml1_P-0, sym2_P-13 y sym3_P-40 comparados con el
espectro de la R6G pura. Los espectros estan desplazados en el eje-y. (b) Mapas de intensidad
SERS monitorizando el pico desplazado a 1510 cm* de la R6G recogidos sobre los mismos
sustratos SERS que en (a). La escala representa 10 pum.
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Figura 6.8 Distribucién de la intensidad del campo eléctrico a la longitud de onda de
excitacion de 633 nm sobre las nanoestructuras simétricas: (a) sym1_P-0, (b) sym2_P-13y
(c) sym3_P-40. La caja negra representa el area promediada para calcular la amplificacién del
campo sobre estas estructuras.

El AEF se calcul6 utilizando las intensidades promedio de la R6G vy el resultado fue
5,5x10% 9,4 x 10* y 1,8 x 10° para sym1, sym2 y sym3, respectivamente. Para poder
comparar este resultado con las simulaciones FTDT (Figura 6.8) tenemos que considerar
que el factor de aumento SERS electromagnético se describe siguiendo la Ecuacion 6.1:

4
E ) Ecuacion 6.1

EFoc(—
Ey

Donde |E| es la amplitud del campo eléctrico generado en el espaciado entre
nanoestructuras (promedio del &rea enmarcada por la caja negra de la Figura 6.8) y | Eo |

es la amplitud de la onda electromagnética de excitacion que es 1.

En la Figura 6.9a podemos observar que el AEF experimental es alrededor de 102 -
103 veces superior al obtenido mediante las simulaciones FDTD, sin embargo, ambos
siguen la misma tendencia lo cual demuestra la validez de las simulaciones FDTD. Estas
diferencias entre el AEF experimental y EF teorico han sido reportadas en literatura para
otro tipo de estructuras, especialmente, pilares de silicio recubiertos de diferentes metales
[210,428,429]. El origen de esta discrepancia puede estar en lo que se ha considerado
como “hot-spot”. En la simulacion FDTD hemos promediado sélo el aumento de la sefial
producido en la regién entre las dos nanoestructuras de oro, en cambio en el calculo

experimental del AEF la sefal recogida procede de toda la nanoestructura, es decir, de las
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moléculas situadas en el espaciado entre nanoestructuras y sobre las propias
nanoestructuras. Otro posible origen es que en la simulacion FDTD no se ha tenido en
cuenta la contribucion del mecanismo de transferencia de carga TC al efecto SERS y la

TC puede contribuir a la amplificacion total en un factor de hasta 102,
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Figura 6.9 (a) Efecto de la profundidad de la cavidad rémbica de silicio P en la
amplificacion de la sefial calculada teérica (negro) y experimentalmente (azul). Las barras de
error representan la desviacion estandar. (b) Simulacion FDTD de la amplificacion del campo

eléctrico a lo largo del espaciado superior ES en los sustratos: syml P-0, sym2 P-13y
sym3_P-40.

La simetria alrededor del espaciado superior queda demostrada si observamos la
distribucion de la amplificacion del campo eléctrico a lo largo de este (Figura 6.9b).
Podemos observar que para los sustratos sym2_P-13 y sym3 P-40 la amplificacion
describe una curva simétrica con un maximo situado junto a las nanoestructuras de oro y
un minimo situado en el centro del espaciado. La amplificacion en este valle no llega a
caer a cero debido al acoplamiento de los plasmones generados sobre las nanoestructuras
de ambos lados del espaciado [274]. El sustrato sym1 tiene silicio en el espaciado, P =

0 nm, y se describe una forma diferente.

Si comparamos el sustrato al que se le ha retirado la capa de Cr del interior de la
cavidad rombica silicio, sym3_P-40, con el que la mantiene, sym4_P-40*, para una P fija,
la sefial tedrica y experimental aumenta en ausencia de esta (Figura 6.10). Como ocurria
con la presencia de silicio, la presencia de Cr provoca una reduccién de la intensidad
debido a la absorcion del plasmdn en el Cr. Resultados similares se han reportado para
pilares de silicio recubiertos con plata una vez se les retira la capa de Cr [429].
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Figura 6.10 Evaluacion del proceso de eliminacion de la capa de Cr. (a) Resultado tedrico y
experimental de la amplificacion de la sefial SERS en nanoestructuras sin eliminar la capa de
Cr (sym4_P-40%) y eliminandola (sym3_P-40). (b) Mapas de intensidad monitorizando el
pico a 1510 cm™ de la R6G 1uM recogidos sobre sym4. La escala representa 10 um. (c)
Simulaciéon FDTD de la distribucion del campo eléctrico sobre el espaciado entre
nanoestructuras de oro en la muestra sym4_P-40%*.

6.3.2.2 Nanoestructuras asimétricas

Por otro lado, investigamos la influencia que ejerce tener nanoestructuras asimétricas
alrededor del espaciado superior en la respuesta SERS (Tabla 6.1 y Figura 6.4). En estas
estructuras estudiamos la dependencia del efecto SERS variando el tamafio del espaciado,

ES entre 16 y 8 nm, a una profundidad de la cavidad de silicio fija (P ~ 100 nm).

La distribucién del campo eléctrico sobre las nanoestructuras asimétricas con
espaciados entre 16 y 8 nm aparece en la Figura 6.11a-c. Podemos observar que la
intensidad del campo eléctrico generado aumenta al reducir el tamafio del espaciado
superior debido al acoplamiento del plasmon de resonancia de superficie [274,428]. Este
acoplamiento es claramente observable si graficamos la amplificacion del campo
eléctrico en funcion de la longitud del espaciado (Figura 6.11d). Ademas, también
observamos que el campo eléctrico es asimétrico a lo largo del espaciado, haciéndose
maximo sobre la nanoestructura de oro de mayor tamafio. En contraste con las
nanoestructuras simétricas donde en todos los casos la distribucion del campo eléctrico

en el espaciado también era simétrica (Figura 6.9b, pag. 189).
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Figura 6.11 Distribucion de la intensidad del campo eléctrico a la longitud de onda de
excitacién de 633 nm sobre las nanoestructuras no-simétricas: (a) asyml_ES-16, (b)
asym2_ES-12 y (c) asym3_ES-8. (d) Simulacién FDTD de la amplificacion del campo
eléctrico a lo largo del espaciado superior ES, linea blanca, en los sustratos asym1, asym2 y
asyma3. Las flechas indican cual es cada vértice. Las cajas sobre las imagenes SEM sefialan la
celda unidad simulada.

En este caso las nanoestructuras de oro de mayor tamafio estan actuando como una
antena optica [430,431]. Una nano-antena o resonador oOptico se define como aquel
dispositivo capaz de transformar la radiacion Optica en una energia localizada,
absorbiendo el campo eléctrico incidente y confinandolo en sus extremos [204]. Para
corroborar esta hipétesis realizamos medidas dependientes de la polarizacion del campo
incidente, es decir, medidas con el campo eléctrico paralelo (Eop) y perpendicular (Eos)
a las nanoestructuras de oro (Figura 6.12a). Como puede observarse, la sefial Raman de
las dos polarizaciones difiere en un factor de 5 en asyml_ES-16 y de 10 asym2_ES-12.

En literatura esta reportado que el aumento de la sefial Raman es mayor cuando el campo
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eléctrico incidente esta alineado con la direccion de la nano-antena [430]. Por lo tanto,
esta diferencia de intensidad segin la polarizacion de la luz demuestra que las
nanoestructuras de oro més grandes actlan como nano-antenas en nuestros sustratos
SERS. Este efecto es especialmente importante en los sustratos con espaciados de 16 nm
y 12nm, asyml y asym2, respectivamente, donde es el principal origen de la
amplificacion de la sefial. Sin embargo, en el caso del espaciado de 8 nm, asym3, la
amplificacion del campo es el sumatorio de dos efectos: el efecto antena y el acoplamiento

de los plasmones adyacentes en el espaciado superior.

b) asyml asym?2
120F 3 1200F '
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g 80 800
g
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]
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g 20 1 200}
=
0 0 P S

Polarizacion del campo E, del laser

Figura 6.12 (a) Esquema indicando la direccion de la polarizacion p y s sobre las
nanoestructuras de oro. (b) Intensidad promedio del pico a 1510 cm™ de la R6G 1 uM
recogida sobre los sustratos asym1 y asym2 con el campo eléctrico polarizado en py s con la
direccion de la nanoestructura de oro.

La actividad SERS de estas muestras fue analizada calculado el AEF, ver apartado
2.2 (pag. 50). Ejemplos de las areas recogidas junto con el espectro promedio de la R6G
en cada sustrato aparecen en la Figura 6.13. Como podemaos observar al reducir el tamafio
el espaciado superior la intensidad de la sefial SERS aumenta, alcanzandose la maxima
amplificacion para el sustrato con menor espaciado, asym3_ES-8, de entre los estudiados.
La desviacion estandar de los sustratos fue de 21%, 30% y 30% para los sustratos
asyml ES-16, asym2_ES-12 y asym3_ES-8, respectivamente. La relativamente baja
uniformidad de la actividad SERS puede atribuirse a variaciones del tamafio del
espaciado. Para un espaciado promedio de 8 £ 3 nm, variaciones de 1 nm pueden cambiar
la intensidad SERS en ordenes de magnitud debido a que la amplitud del campo eléctrico

generado tiene una dependencia inversa con el tamafio del gap [35].
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Figura 6.13 Mapas de intensidad SERS monitorizando el pico a 1510 cm™ de laR6G 1 uM
recogidos sobre los sustratos con nanoestructuras asimétricas: (a) asym1_ES-16 nm; (b)
asym2_ES-12 nmy (c) asym3_ES-8 nm. La escala representa 10 um. (d) Espectro SERS de
la R6G promediando mas de 500 espectros recogidos en los sustratos asimétricos (a-c)
comparado con el espectro de la R6G pura. Los espectros estan desplazados en el eje-y.
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Figura 6.14 Efecto del espaciado superior ES en la amplificacion de la sefial calculada
tedrica (negro) y experimentalmente (azul) sobre las nanoestructuras asimétricas.
Profundidad = 10 nm. Las barras de error representan la desviacién estandar.

A través de la Ecuacion 2.4 (pag. 50), el AEF experimental fue calculado en
1,9x10° 2,7x10° y 6,9x10% para asyml ES-16, asym2 ES-12 y asym3_ES-8,
respectivamente (Figura 6.14). Estos AEF son mayores a los obtenidos por las estructuras
simétricas a pesar de tener, en todos los caso, un mayor espaciado entre las
nanoestructuras de oro (Tabla 6.1). Por su parte, el factor de aumento teérico fue
calculado utilizando la Ecuacion 6.1 y los resultados también se muestran en la Figura
6.14. En general las nanoestructuras de oro asimetricas han reportado mayores aumentos
de sefial que las simétricas debido al efecto antena que se produce sobre las

nanoestructuras de oro de mayor tamafo y el acoplamiento de los plasmones adyacentes.

193



Capitulo VI

6.4 CONCLUSIONES

En este capitulo se han desarrollado sustratos SERS basados en nanoestructuras de
oro sobre trincheras de silicio. Las trincheras de oro se fabricaron mediante combinacion
de Displacement Talbot Lithography (DTL), corner lithography y un ataque selectivo y
anisotrépico del silicio. A continuacion, las nanoestructuras de oro fueron formadas sobre
las nanotrincheras mediante un grabado por haz de iones (IBE) de la capa de oro
depositada por sputtering. El grosor de la capa de oro en combinacion con el tiempo de
ataque IBE determinaron la simetria de la nanoestructura de oro alrededor de la trinchera.
Por su parte, el espacio entre las nanoestructuras de oro asimétrico fue modificado
mediante sucesivas evaporaciones de oro. Este novedoso protocolo de fabricacion ha
permitido conseguir sustratos SERS robustos y uniformes a escala de oblea con simetrias
variables y hot-spots de entre 6-16 nm modificando un solo paso: el grosor de la capa de

Au depositada.

La actividad SERS de las nanoestructuras de oro simétricas y no-simétricas alrededor
del espaciado superior fue analizada experimentalmente calculando el AEF vy
tedricamente usando simulaciones FDTD. En ambas estructuras se ha observado que al
disminuir el tamafio del espaciado superior, aumenta la intensidad del campo eléctrico,
debido al acoplamiento de los plasmones de nanoestructuras adyacentes en el espaciado
superior. En el caso de las nanoestructuras simétricas se ha demostrado que este es el
principal origen del aumento de la sefial, y que para aumentar el campo eléctrico sobre
espaciados grandes se requieren mayores profundidades de la cavidad de silicio. Por su
parte, las nanoestructuras no-simétricas de mayor tamafio se comportan como una antena
Optica amplificando la sefial. En este caso, el aumento de la sefial Raman depende de la
polarizacion de la luz con respecto a la direccion de la anchura de las nanoestructuras de
oro. Las nanoestructuras de oro asimétricas con un espaciado superior de ~8 nm
combinan el efecto antena con el acoplamiento de los plasmones adyacentes alcanzando
un AEF de 6.9 x 10°.

Finalmente, la correlacion entre los resultados experimentales determinados
mediante el AEF y las simulaciones FDTD demuestran la concordancia entre las
aproximaciones teoricas y los resultados experimentales, que predicen de manera

adecuada las tendencias observadas experimentalmente.
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Capitulo VII

MICROESTRUCTURAS 3D PARA LA DETECCION DE
COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS EN
FASE GAS Y LIQUIDA

Resumen

En este capitulo se han fabricado sustratos SERS basados en microestructuras 3D
ordenadas para su aplicacion en la deteccién de compuestos organofosforados. En la
primera parte se describe el proceso completo de fabricacidn de las microestructuras:
GO, G1y G3. En la segunda, se estudiaron las micropiramides GO y G1 evaporadas con
una capa fina de plata. La microestructura G1 fue capaz de detectar 10"*® M de paraoxon
debido a la extraordinaria amplificacion originada por los Edge Plasmon Polaritons
(EPPs) en sus aristas y los breathing modes generados sobre sus caras laterales. En la
tercera parte, se utilizaron las microestructuras G1 y G3 recubiertas de una capa
metélica de Ag y nanoparticulas de oro. Se estudio la amplificacion de la sefial originada
por los EPPs acoplados a la interaccion particula-particula y particula-capa metélica.

Y, finalmente, se aplicaron a la deteccion de agentes nerviosos en fase gas.
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7 MICROESTRUCTURAS 3D PARA LA DETECCION DE
COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS EN FASE GAS
Y LIQUIDA

7.1 INTRODUCCION

Ademas de en los espaciado entre nanoparticulas o nanoestructuras, la amplificacion
de la sefial SERS también puede producirse en superficies planas metalicas [38,39]. Los
plasmones superficiales (SP) son las ondas electromagnéticas que se propagan a lo largo
de la interfase metal-dieléctrico. Sin embargo, como los electrones al moverse disipan
energia en forma de calor, los SPP tienen un corto alcance, hasta 200 nm [39]. Para poder
excitar estos modos plasmonicos de una manera eficiente las dimensiones xy de la capa

metalica deben estar proximas a la longitud de onda del léser.

En literatura se han reportado algunos ejemplos de sustratos SERS micrométricos
capaces de soportar modos plasmonicos [207,335,432]. Entre ellos, las estructuras
fractales de Sierpinski con tamarios entre 150 nm y 4 um y sobre las que depositan una
capa de plata de 40 nm [433]. Aunque la mayor amplificacién del campo fue observada
sobre las estructuras con tamafios entre 150-750 nm, también se observd que las
estructuras de 1,2 um producian una amplificacion de la sefial 100 veces superiores a la
originada por la superficie metalica plana.

En este capitulo hemos desarrollado sustratos SERS basados en microestructuras
piramidales ordenadas y fractales mediante un procedimiento top-down a las que se les
ha evaporado una capa de plata. El desarrollo de esta metodologia nos ha permitido
obtener sustratos SERS homogéneos y robustos a escala de oblea donde la
microestructura metélica es capaz de soportar diferentes modos SPP. Ademas, las
estructuras micrométricas son mas facilmente manipulables que las nanomeétricas. Estos

sustratos han sido caracterizados y aplicados a la deteccion de pesticidas en fase liquida.

Otra aplicacién interesante de los modos plasménicos superficiales es su interaccion
con las nanoparticulas metalicas [168,313,315-318,434-436], lo cual produce un mayor
aumento de la sefial SERS. Esta interaccion se ha aprovechado para detectar agentes

neurotoxicos en fase gas.
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7.2 FABRICACION DE MICROESTRUCTURAS SERS

7.2.1 Fabricacion de microestructuras 3D periodicas tipo fractal

Los sustratos utilizados en este capitulo fueron fabricados por el Ing. Erwin J.
Berenschot, en el Instituto MESA+ de la Universidad de Twente (Paises Bajos), en el
marco de una colaboracion con el grupo Mesoscale Chemical Systems (MCs), de lamisma

universidad con el Dr. Roald Tiggelaar y el Dr. Niels R. Tas.

Las microestructuras fractales 3D se fabricaron mediante combinacion de un proceso
de grabado anisotrépico del silicio y una litografia selectiva a los vértices o corner
lithography [437]. Brevemente, sobre una oblea de silicio con SiO2 térmicamente crecido
se realiza una litografia éptica con una mascara con motivos de 5 um de didmetro y una
periodicidad de 25 um. La capa de SiO> se retira con una disolucion tampon de acido
fluorhidrico (BHF). Posteriormente, el silicio expuesto es grabado anisotropicamente
utilizando hidréxido de potasio (KOH) y de este modo se crea una pirdmide invertida en
los motivos de 5 um. A continuacién, la oblea de silicio fue uniformemente recubierta
con una capa de 160 nm de nitruro de silicio enriquecido en silicio (SiRN). En este punto

finaliza la fabricacion de la generacion cero GO de micropiramides (Figura 7.1a).

La fabricacion de las siguientes generaciones continua con el proceso de corner
lithography que se refiere a un grabado isotropico del SiRN (Figura 7.1b) utilizando acido
fosférico (H3PO.) hasta que solo queda SiRN en el vértice inferior de la piramide (Figura
7.1c). La siguiente etapa es una oxidacion local del silicio (LOCOS, de sus siglas en inglés
LOCal Oxidation of Silicon), durante la cual el silicio expuesto en las paredes de la
piramide es oxidado a SiO- de manera local utilizando como mascara el SiRN del vértice.
Tras esto, el SiRN del vértice fue retirado con HsPOs. A continuacion, se ataca el silicio
anisotropicamente con hidroxido de tetrametil amonio (TMAH) que pasa a través del
veértice expuesto y que permite que se formen las formas octaédricas en la punta de la
piramide invertida (Figura 7.1d). Después de retirar la capa de SiO y crecer 160 nm de
SiRN la primera generacién G1 de micropiramides estad terminada. Para conseguir la
segunda generacion, G2 (Figura 7.1f), y la tercera generacion G3 de microestructuras

fractales piramidales (Figura 7.1h) se tiene que repetir el proceso completo.
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Finalmente, cada una de las generaciones de microestructuras piramidales de SiRN
se unen mediante anodic bonding a una oblea de pyrex de 500 um, y a continuacion, la
oblea de silicio originaria se disuelve en KOH dejando expuestas las microestructuras.

a) Generacion GO b) c) d) Generacion G1
e) f) Generacion G2 h) Generacion G3

Figura 7.1 Esquema de fabricacién de las microestructuras fractales 3D basadas en piramides
invertidas y microestructuras octaédricas: evolucion desde la generacion GO (a) hasta la
generacién G1 (d), la generacién G2 () y la generacién G3 (h).

7.2.2 Evaporacion de capas finas de plata

Para poder tener plasmones propagantes necesitamos una capa metélica continua
sobre el sustrato. Por eso, se realiz6 un estudio preliminar del espesor minimo de Ag que
nos permitiria conseguir esta capa continua. El estudio se realiz sobre sustratos planos
de SiO2/Si puesto que las microestructuras no pueden medirse en el AFM. Se
seleccionaron los tiempos de evaporacion por haz de electrones de 90's, 300 s y 850 s,
obteniendose unos espesores de capa medidos por AFM de 12+1nm, 77+3nm y
195 £ 5 nm, respectivamente. Para mas informacion sobre la técnica ver Anexo IV-d, pag.
268. La Figura 7.2 nos muestras imagenes SEM y AFM de estas evaporaciones donde
podemos observar que al aumentar el tiempo de evaporacién se pasa desde islas de Ag
para un tiempo de 90 s a una capa continua en 300 y 850 s. Por el contrario, la rugosidad
media de la capa decrece conforme aumentamos el tiempo de evaporacion (Tabla 7.1).
Se midio el angulo de contacto para verificar que la mojabilidad de los sustratos es
adecuada para llevar a cabo los protocolos siguientes de mojado en la disolucion del
analito o bien para incubar las AUNP@citrato. Importante recordar que cuando el angulo

de contacto es menor de 90° el liquido moja la superficie [438]. En nuestro caso, al
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comenzar a evaporar la plata el angulo de mojado aumenta hasta 113° para luego
descender hasta 90° para los tiempos de evaporacion superiores (Tabla 7.1). A raiz de
estos resultados, se seleccionaron tiempos de evaporacion de 160 s y 300 s que dieron

lugar a un espesor de alrededor de 40 nmy 77 nm, respectivamente.

(a) 8505 —195nm Ag

300s—77 nmAg

90s—12nmAg

500 nm 500 nm

() 905—12nm Ag

= . W =

300s—77 nmAg
3 18.0
16.0

12,0

0.0

Figura 7.2 Caracterizacion SEM (a) y AFM (d) de las capas de plata de grosor 12 nmy
77 nmy 195 nm evaporadas sobre una oblea de SiO-/Si.

Tabla 7.1 Espesor, rugosidad y &ngulo de contacto de las capas de plata evaporadas sobre

SiO/Si.
Tiempo Espesor Rugomdgd Angulo de
evaporacion (nm) Slilirzele Mojado (°)
(nm)
0 L . . 534
0s | 12:1 28401 |  113%2
300s i 77+3 26+02 |  90+4
850s | 195+5 20£01 |  94%1
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7.3 MICROPIRAMIDES GO Y G1 RECUBIERTAS DE PLATA PARA LA

DETECCION DE PESTICIDAS EN FASE LI'QUIDA11

7.3.1 Procedimiento experimental
7.3.1.1 Materiales

El 4-nitrofenol (4-NBT) y el paraoxon-metil fueron comprados en Sigma-Aldrich.
Los pellets de plata (99,999 %) utilizados en la preparacion de capas finas sobre las
micropiramides se adquirieron en Kurt J. Lesker Company. Las obleas de pyrex

Mempax® de 500 pm.
7.3.1.2 Preparacion de los sustratos SERS

Las obleas con las microestructuras GOy G1 fabricadas en la Universidad de Twente,
segun el protocolo descrito en el apartado 7.2.1 (pag. 198), se cortaron en piezas de
4 mm x 5 mm (0,2 cm?) y se evaporo sobre ellas una capa fina de plata de 40 nm mediante
evaporacion por haz de electrones, 160 s de evaporacion. Como referencia se utilizé una
oblea de pyrex sin microestructuras, en adelante pyrex, sobre la que se evapord la misma

cantidad de plata, 40 nm.

Las medidas del AEF y de deteccion de paraoxon se realizaron con el equipo
Alpha 300 de sobremesa, la longitud de onda de excitacion de 785 nmy el objetivo 20X,
una potencia de salida de 5mW y 1s de tiempo de integracion para ambas
microestructuras. En cada muestra se realizaron y promediaron cinco areas de

200 pum x 150 um recogiendo 100 espectros en cada una.

Los experimentos de deteccion de paraoxon utilizando las micropiramides GOy G1
se realizaron incubando los sustratos durante 40 min en 25 mL de cada una de las
disoluciones de paraoxon siguiendo el protocolo detallado en el apartado 2.4.1, pag. 65.

Se prepararon cinco concentraciones de paraoxon: 10° M, 10° M, 102 M, 10 M y

11 E| contenido de este capitulo ha sido adaptado de la siguiente publicacion cientifica:

M. Lafuente, E.J. Berenschot, R.M. Tiggelaar, S.G. Rodrigo, R. Mallada, N.R. Tas, M.P. Pina.

“Attomolar SERS detection of organophosphorous pesticide using silver mirror like
micro-pyramid as active substrate”

Microchimica Acta, 2020, 187:247. DOI: 10.1007/s00604-020-4216-9

201



Capitulo VI

108 M. Los sustratos se midieron “en seco”, es decir, tras lavar y secar al aire los

sustratos previamente incubados en las disoluciones de paraoxon.
7.3.1.3 Simulacion FDTD

Los calculos tedricos de prediccion de la amplificacion del campo electromagnético
sobre las estructuras GO y G1 fueron realizados por el Dr. Sergio G. Rodrigo del Instituto
de Ciencia de los Materiales de Aragon (ICMA) usando un codigo FDTD propio [439].

En todas las simulaciones se ha considerado a cada micropiramide como un elemento
aislado del resto, puesto que la distancia entre éstas es lo suficientemente grande como
para no producirse una retroiluminacion directa o indirecta. Se utilizaron unas
condiciones de contorno absorbentes para evitar reflejos de la luz al incidir con los limites
de la celda de simulacion. La constante dieléctrica de la plata fue extraida de datos
tabulados e incorporada a FDTD a través del modelo de Drude-Lorentz*? [440]. Las
micropiramides GO y G1 se iluminaron con un haz gaussiano polarizado en perpendicular
a ellas. El didmetro del haz sobre las estructuras es de 2 um intentado reproducir la
iluminacién con el laser utilizado en las medidas experimentales, 1,9 um (ver Tabla 2.1,
pag. 47). El tamafio de la malla fue suficiente para definir los campos EM sobre la
estructura [439].

La ganancia SERS promedio ai, se calculd segun la Ecuacion 7.1, definiéndose as,
para una microestructura dada S, y am, para una superficie metalica plana M, donde los
paréntesis representan el promedio de la integracion del volumen SERS irradiado [439].
En la puesta en practica de la Ecuacion 7.1, la intensidad del campo eléctrico en la
superficie del metal se considera como el promedio de los campos Es y Em dentro de cada
celda del mallado en contacto con el metal. El campo incidente Eo e obtiene en el vacio

en la misma posicion 7 y longitud de onda A.

S L4
El'(T', /1)

Vs Ecuacion 7.1
Ey(7, 1)

a; = (

12 El modelo de Drude-Lorenzt proporciona una base de la mecénica clasica para la conductividad de
los metales y se basa en la aplicacion de la teoria cinética a los electrones en un solido.
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7.3.2 Resultados
7.3.2.1 Caracterizacion de las micropiramides SERS GOy G1

La Figura 7.3 muestra las imagenes SEM de los sustratos SERS fabricados donde
puede observase la alta reproducibilidad del proceso de fabricacidn de las micropiramides
de base cuadrada de generacion GO y G1. En ambos sustratos las micropirdmides estan
separadas 20 pm, contando de centro a centro de piramide, y tienen una base de 5,1 um.
La altura de la estructura GO es de 3,7 um y la altura de la G1 es de 7,7 um (ver Figura
7.3¢e).

Vista superior Vista lateral (€) Esquema de las
dimensionesy evaporacion

== (Capa fina de Ag

3 «= SiRN
~_§ === Sustrato de pyrex
)
S 5.1 pm
Qt) +—>
V)
O
I 3.7 pm
~ 5.1 pm
© -
S
S
)
S 7.7 um
O

Figura 7.3 Imégenes SEM (a-b) vista superior y (c-d) vista lateral de las micropirdmides de
generacion GO (ay ¢) y de la generacion G1 (b-d) tras el proceso de evaporacion de una capa
fina de plata. (e) Esquema de las dimensiones de las microestructuras GOy G1.

El proceso de evaporacion mediante haz de electrones es un proceso muy direccional
recubriéndose de plata solo aquellas zonas de la micropiramide expuestas directamente a
la fuente de plata (Figura 7.3e). En el caso de la generacion GO se forma una capa continua
de plata sobre todo el sustrato SERS, micropirdmide y pyrex plano. Por el contrario, en
la generacion G1 se recubri6 la parte superior de la piramide y el pyrex plano, formandose
dos zonas recubiertas de plata separadas por la parte inferior de la micropiramide que no
esta recubierta. La parte inferior no se recubre porque la superior le hace “sombra”

durante el proceso de evaporacion. Para conocer el espesor exacto de la capa de plata
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evaporada sobre las micropiramides GO y G1 se prepararon lamelas de ambas que
posteriormente se observaron al TEM. En el proceso de preparacion de la lamela en
primer lugar se recubre la estructura con platino para reforzarla y poder realizar el corte
(ver Figura 7.4). En las imagenes SEM del proceso de fabricacion de las lamelas podemos
observar que las micropiramides GO y G1 son huecas por dentro (Figura 7.4). El espesor

de la capa de plata sobre la estructura GO fue de 40 + 7 nm y sobre la estructura G1
45 + 6 nm (Figura 7.5).
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Vist i ,
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(

=
~
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Figura 7.4 Imégenes SEM del proceso de fabricacion de las lamelas de las micropiramides
GO0 (a) y G1 (b).
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Figura 7.5 Iméagenes SEM (a) y (c) y TEM (b) y (d) de la capa de plata evaporada sobre las
microestructuras GO y G1. Las flechas sefialan la capa de Ag.
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7.3.2.2 Calculo de AEF de las micropirdmides con 4-NBT

En primer lugar, estudiamos la capacidad de las micropiramides GO y G1 para
aumentar la sefial Raman. Las imagenes de las &reas muestreadas de los sustratos GO y
G1 recogidas con el microscopio 6ptico del equipo Raman, asi como, los
correspondientes mapas de intensidad Raman del pico desplazado a 1338 cm™ del 4-NBT
aparecen en la Figura 7.6. En los mapas de intensidad Raman se pueden observar
claramente dos zonas, una mas brillantes correspondiente a las zonas con micropiramides,
GO0 o G1, y una zona oscura carente de estructuras. La intensidad de la sefial en las
piramides G1 es cerca de 5 veces superior a la del GO. La intensidad promedio del pico a
1338 cm™ del 4-NBT recogido sobre el sustrato G1 fue 1389 + 185 cts (RSD = 13%) y
sobre G0 290 + 56 cts (RSD = 19%).
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Figura 7.6 Caracterizacion de las micropiramides GO y G1 con 4-NBT: (a) imagen recogida
con el microscopio 6ptico del equipo Raman Alpha 300; (b) mapa de intensidad Raman del
pico a 1338 cm™ del 4-NBT recogido en ambos sustratos. La escala representa 40 pm.

La Figura 7.7 muestra el espectro promedio del 4-NBT recogido sobre los sustratos
SERS GO0, G1y el pyrex plano recubiertos con ~40 nm de Ag, asi como, el espectro de
referencia del 4-NBT puro medido en estado sélido. Las bandas caracteristicas del 4-NBT
desplazadas a 747 cm?, 1338cm™? y 1532cm™ y correspondientes a los modos
vibracionales C-S stretching, NO- stretching y C-C stretching, respectivamente, son
claramente observables sobre las micropirdmides GO y G1, en contraste con el sustrato
plano de pyrex donde no se obtuvo sefial. EI mayor cambio de intensidad relativa se

observa en el pico desplazado a 747 cm™ correspondiente al modo vibracional que esta

205



Capitulo VI

implicado en la interaccion entre la molécula y la plata metalica, interaccion S-Ag,

ampliamente reportada en literatura [156,218,247]
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Figura 7.7 Espectro SERS del 4-NBT 1 uM recogido sobre las micropiramides SERS GO y
G1y el sustrato plano de pyrex comparados con el espectro del 4-NBT puro sélido. Los
espectros han sido desplazados en el eje-y para una mejor interpretacion de los resultados.

Del promedio de los 500 espectros recogidos en cinco diferentes mapeos sobre los
sustratos SERS GO y G1 se calculd el AEF con la intensidad promedio de toda el area,
usando la Ecuacion 2.4 (pag. 50) obteniéndose unos valores de 1,3 x 10°y 6,4 x 10° para
las micropirdamides GO y G1, respectivamente, y un ratio AEFg1/AEFgo de ~ 5. Si el
calculo se realiza sélo con los maximos valores de intensidad que se dan en las piramides,
se obtienen unos valores mayores al doble 4,7 x 10° y 1,7 x 10° para GO y G1,

respectivamente.
7.3.2.3 Capacidad de deteccion de pesticidas en fase liquida

La capacidades de deteccion de paraoxon-metil en fase liquida se estudié con el
sustrato SERS que mejores resultados habia ofrecido, las micropiramides G1. Siguiendo
la misma metodologia que para el 4-NBT, los sustratos se incubaron en una disolucion
etandlica de paraoxon 1 uM durante 40 min y se lavaron y secaron antes de llevarlos al

equipo Raman para su caracterizacion.

La Figura 7.8 muestra el espectro promedio de diferentes concentraciones de
paraoxon recogido sobre el sustrato de micropirdmides G1. Hasta diez modos
vibracionales del paraoxon son claramente distinguible en el rango de concentraciones
medidas, 10° M - 1018 M, las etiquetas a-l se corresponden con la nomenclatura de la

Tabla 2.9, pag. 65. Los modos vibracionales que sufrieron un mayor cambio de intensidad
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relativa respecto al paraoxon puro son aquellos en los que se ve envuelto el grupo
funcional nitro, -NO,. Los picos afectados fueron los desplazados a 634 cm™ (banda b —
NO; scissor), 746 cm™ (banda ¢ - NO2 scissor), 1145 cm™ (banda f - NO; stretching
asimétrico), 1338 cm™ (banda i - NO stretching simétrico) y 1532 cm™ (banda k - NO>
stretching antisimétrico). Una posible explicacion a este cambio de intensidades es que
haya una interaccion electroestatica entre la carga parcialmente positiva del grupo -NO-

del paraoxon y la carga negativa del metal.

[ ab ¢ e f R

N
e

w
o

Intensidad Raman (cts)
=R

=
=~
Q

600 800 1000 1200 1400 1600
Desplazamiento Raman (¢cm™)

Figura 7.8 Espectro SERS de diferentes concentraciones de paraoxon (10 M — 1018 M)
recogidas sobre las micropiramides G1, junto con el espectro Raman del paraoxon puro. Los
espectros se han desplazado en el eje-y para una mejor interpretacion de los resultados. Para

maés informacidn sobre la asignacion de picos ver Tabla 2.9 (pag. 65).

En la Figura 7.9 aparecen los mapas de intensidad de los picos desplazados a
746 cm™ y 1338 cm?, bandas c e i, respectivamente, en funcion de la concentracion de
paraoxon. Como puede observase, para ambos picos tanto la intensidad como la densidad
de los “hot-spots” disminuye conforme disminuye la concentracion de paraoxon de
10 M a 108 M. Si consideramos una distribucion homogénea de las moléculas sobre
todo el sustrato G1, para la concentracion de 1028 M podriamos tener un maximo de 23
moléculas por area muestreada (200 um x 150 um) y ese niumero de moléculas coincide
mas o0 menos con el numero de puntos de méaxima intensidad (Figura 7.9). Para mas
informacion sobre los calculos ver Anexo VI, pag. 271. Los mejores resultados reportados
en la literatura, para paraoxon con la técnica SERS, se refieren a nanoparticulas de oro
gue mediante deteccién indirecta, a través de la acetilcolinasa, llegan a detectar una
concentracion de 4 x 10° M [246]. Este valor es tres 6rdenes de magnitud superior a la

menor concentracion estudiada en este trabajo 1078 M.
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Figura 7.9 Areas SERS en funcion de la concentracion de paraoxon recogidas sobre el
sustrato de micropiramides G1 monitorizando la intensidad de los picos desplazados a (a)
746 cm™* (NO; scissor) y (b) 1338 cm™ (NO; stretching simétrico).
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Figura 7.10 Intensidad promedio de los picos desplazados a 746 cm™ y 1338 cm™ para las
concentraciones de (a) 10 My (b) 108 M de paraoxon medidos sobre el sustrato G1.

La intensidad promedio de los picos de paraoxon desplazados a 746 cm? y
1338 cm™ recogidos en cinco areas diferentes para las concentraciones de 10°M vy
1018 M aparecen en la Figura 7.10. Como puede observarse, la sefial del pico a 746 cm™
es mayor que la del pico a 1338 cm™. La RSD para la menor concentracion medida fue
del 26% para el pico a 746 cm™ y del 24% para la del pico a 1338 cm™. Esta desviacion
estandar relativamente alta puede deberse a que estamos estudiando, mapeando y
promediando la sefial de grandes areas, y a concentraciones muy bajas hay pocas
moléculas, por lo que hay una alta probabilidad de no encontrar ninguna. Por
consiguiente, al aumentar la concentracion de paraoxon la desviacion estandar disminuye

puesto que la probabilidad de encontrar moléculas de paraoxon aumenta (Figura 7.11 y
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Tabla 7.2). Por su parte, la intensidad aumenta hasta la concentracion de 1072 M que

coincide con la concentracion a la que la monocapa de paraoxon ya estaria completamente

formada sobre la micropiramide G1. Para concentraciones mayores, consideramos que

las moléculas de paraoxon comienzan a depositarse sobre la capa de Ag de la zona de

pyrex plano, menos activa en SERS. Este comportamiento explicaria la existencia de dos

regiones diferencias cuando analizamos la sefial SERS en funcion de la concentracion de

paraoxon (Figura 7.11). La monocapa sobre G1 se formara con las moléculas presentes

en la disolucion de concentracion 102 M, y, por tanto, incubar en mayores

concentraciones no aumenta el nimero de moléculas adsorbidas en la capa metalica de la

microestructura G1. Para mas informacion sobre los célculos ver Anexo VI, pag. 271.
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Figura 7.11 Intensidad SERS de los picos desplazados a 746 cm™ y 1338 cm™ en funcién de
la concentracion de paraoxon. Las barras de error representan la desviacion estandar de 5

areas (500 espectros).

Tabla 7.2 Intensidades SERS promedio y desviacion estandar de los picos a 746 cm™ y

1338 cm™* en funcién de la concentracion de paraoxon.

Pico a 1338 cm™

Pico a 746 cm™

c traci Intensidad Intensidad
onzi:o):z(;]lon promedio + desv.  RSD (%) :promedio + desv.  RSD (%)
P Estandar (cts) Estandar (cts)
10°M | 16444180 11 925 + 104 11
10°M | 1586+181 11 892 + 52 6
102 M | 1408 + 288 20 767 + 93 12
10" M 1080 + 201 19 568 + 69 12
108 M 964 + 247 26 485 + 115 24

En la Figura 7.11 y Tabla 7.2 también podemos observar que la diferencia de

intensidad SERS entre la concentracion de 10 M y 1018 M es de apenas ~ 1000 cts. Los
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resultados de los calculos computacionales sobre el origen de la amplificacion del campo
electromagnético en las micropirdmides, que se presentan a continuacion, nos ayudan a

explicar estos resultados.
7.3.2.4 Simulacion FDTD en las micropiramides

El promedio de la ganancia SERS sobre las micropiramides GO y G1, segun la
Ecuacion 7.1, para las longitudes de onda de excitacion del visible e infrarrojo cercano
aparecen en la Figura 7.12a. En las estructuras GO y G1 solo se consideré la amplificacion
proveniente de la estructura metélica, desprecidndose los campos originados sobre la
superficie plana que las rodea. La respuesta espectral de ambas micropirdmides es muy
similar, un conjunto de picos y valles a lo largo de todo el rango estudiado. En promedio
la ganancia SERS de la micropiramide G1 es algo mayor que la de la piramide GO,
coincidiendo con los resultados experimentales de AEF. Por otro lado, y en concordancia
con lo observado experimentalmente con el 4-NBT, la ganancia SERS promedio de un
sustrato plano de pyrex (om en Figura 7.12a) mucho menor, incluso dos érdenes de
magnitud inferior a las alcanzadas por las micropiramides GO y G1. La Figura 7.12b
muestra los resultados de la simulacion FDTD de la intensidad del campo eléctrico en el
plano transversal y longitudinal de la micropirdmide G1 excitada con una longitud de
onda de 785 nm. En esta figura podemos observar que la mayor amplificacion del campo

se produce sobre la parte superior de la micropiramide G1.
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Figura 7.12 (a) Promedio de la ganancia SERS calculada a través de la Ecuacion 7.1 para las
microestructura G1 (azul) y GO (rojo), para comparar se adjunta la el promedio de la ganancia
de un sustrato de pyrex plano. Los tres sustratos recubiertos de 40 nm de Ag. (b) Intensidad
del campo eléctrico a 785 nm en el corte transversal y longitudinal de la microestructura G1.
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La distribucidon de la ganancia SERS sobre G1 para tres longitudes de onda de
excitacion diferentes aparece en la Figura 7.13 mostrando los denominados Edge
Plasmon Polaritons (EPP) que se generan sobre las aristas de las micropirdmides G1,
subgrupo de los polaritones de plasmones de superficie (SPP), ver apartado 1.3.1 (pag.
14). Podriamos decir que toda la piramide, y en particular las aristas, se comportan como
un resonador éptico. Como hemos comentado los resonadores Opticos o cavidades Opticas
son dispositivos en los que algunas longitudes de onda, y sus ondas asociadas, son
susceptibles de permanecer confinadas, estas ondas son las denominadas modos de
resonancia. En nuestro caso, la onda se desplazaria a lo largo de las aristas, de vértice a
veértice. El nimero de nodos sobre la arista decrece conforme aumenta la longitud de onda
[441], pasando de 3 en la longitud de onda de 545 nm a 1 para la longitud de onda de
excitacion de 965 nm. La onda que genera los EPPs sobre las aristas esta representada en
los paneles superiores de la Figura 7.13, la linea punteada representa la arista, y los nodos
se corresponden con las zonas mé&s oscuras. Asimismo, en la Figura 7.13 también
podemos observar breathing modes sobre las caras laterales de la micropirdamide, las
zonas mas intensas en las caras. Estos modos contribuyen a la amplificacion de la sefial
menos que los EPPs.

A =545 nm A =635 nm A =965 nm

¥ (um)

X (um) X (um) X (um) -1,5

Figura 7.13 Representacion logaritmica de la distribucion de la ganancia SERS sobre la
superficie de la micropiramide G1 para tres resonancias plasmonicas diferentes. La onda que
genera los EPPs sobre las aristas esté representada en la parte superior.

Teniendo en cuenta estos resultados, nuestra hipdtesis es que a bajas concentraciones
de paraoxon, todas las moléculas se sitian sobre las aristas, las zonas mas activas en SERS
y donde se produce la mayor amplificacion de la sefial. La adsorcion preferencial de las

moléculas sobre las aristas estaria impulsada por los defectos de grano que se producen
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en estas zonas de las micropirdmides, y favorecida termodinamicamente puesto que se
minimizaria la energia libre en ellas. Dicho de otro modo, las moléculas en el rango de
concentraciones de 108 M a 10'2 M, region | de la Figura 7.11, se adsorberian
preferencialmente sobre las aristas de las micropirdmides donde se produce la mayor

concentracion de hot-spots y el mayor aumento de la sefial.

Esta adsorcion preferencial explicaria los resultados observados en la Figura 7.11.
La monocapa de paraoxon sobre la micropirdmide G1 acabaria de formarse para la
concentracion de ~10* M (ver Anexo VI, pag. 271), siempre considerando que el area
de una molécula de paraoxon es 0,2 nm? [442]. Esta monocapa cubre todos los modos
plasmdnicos presentes en la estructura EPPs sobre las aristas y breathing modes sobre las
caras laterales. Por eso, cuando aumentamos la concentracion y pasamos al rango de
1012 M — 10°M, region Il de la Figura 7.11, no observamos grandes cambios de
intensidad, cada nueva molécula se estd adsorbiendo sobre la parte plana que rodea las
micropirdmides, menos activa en SERS, como han demostrado los resultados de
simulacion de sustratos de pyrex plano. Finalmente, remarcar que la zona plana del
sustrato SERS formado por micropiramides G1 supone un 90% de la superficie
escaneada, esto nos ofrece una idea de la extraordinaria amplificacion de la sefial que

proviene de las aristas de la micropiramide.

Debido al gran tamafio de las microestructuras, se pueden localizar y enfocar
facilmente, se decidio que se podian medir las micropiramides de manera individual en
lugar de promediar la intensidad de grandes areas. Asi se intentara reducir la desviacion
estandar de las medidas y aumentar la sefial obtenida, esta sera la metodologia utilizada

en el siguiente apartado, en el que la deteccion es para agentes en fase gas.
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7.4 ESTRUCTURAS FRACTALES 3D RECUBIERTAS DE PLATA Y ORO PARA

LA DETECCION DE AGENTES NEUROTOXICOS EN FASE GAS®

Este apartado hemos querido combinar el acoplamiento plasménico de las
nanoparticulas con los plasmones propagantes EPPs y breathing modes encontrados sobre
las micropirdmides. Para ello, hemos utilizado microestructuras de generacion G1 y G3
recubiertas por una capa fina de plata y nanoparticulas de oro estabilizadas con citrato
(AuNP@citrato). Finalmente, hemos estudiado sus propiedades plasmoénicas y su

aplicacion como sensor SERS en la deteccion en continuo de DMMP en fase gas.

7.4.1 Procedimiento experimental
7.4.1.1 Materiales

Acido cloroaurico (HAUCls, ~ 50% bésico), citrato de sodio tribasico dihidratado
(>99%), cloruro de poli(alildimetilamonio) (PDDA, 20% en peso) y rodamina 6G (R6G)
se compraron en Sigma Aldrich y se usaron como se recibieron. Todas las disoluciones
se prepararon con agua destilada. Los pellets de plata (99,999 %) utilizados en la
preparacion de capas finas de este metal se adquirieron en Kurt J. Lesker Company. Las
obleas de silicio con 1 um de 6xido de silicio térmicamente depositado (SiO2/Si) se

adquirieron en Sil" Tronix.
7.4.1.2 Preparacion de los sustratos SERS

Se prepararon tres sustratos SERS diferentes (Figura 7.14). Microestructuras G1 y
G3, y una oblea de pyrex plano sobre los que se evapord una capa de plata metalica y
posteriormente mediante un proceso LbL se depositaron nanoparticulas de oro recubiertas
de citrato, en adelante AuNP@scitrato.

13 E contenido de este capitulo ha sido adaptado de la siguiente publicacion cientifica:
M. Lafuente, E. J. W. Berenschot, R. M. Tiggelaar, R. Mallada, N. R. Tas, M.P. Pina

“3D Fractals as SERS Active Platforms: Preparation and Evaluation for Gas Phase
Detection of G-Nerve Agents”

Micromachines, 2018, 9, 60. DOI: 10.3390/mi9020060
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(a) Pyrex plano (b) G1 (©)G3
Sin Ag ConAg

=== Capa de Ag === SiRN === Sustratode pyrex @ AuNP@citrato

Figura 7.14 llustracion del corte transversal de los sustratos SERS preparados: (a) pyrex
plano, (b) micropiramides G1 y (c) micropiramides G3. Todos se recubrieron con 77 nm de
Ag y nanoparticulas de oro, AUNP@scitrato.

Las micropiramides G1 y G3 fueron fabricadas mediante una combinacion de corner
lithography y ataques anisotropicos del silicio segin se ha descrito en el apartado 7.2,
pagina 198. Tras la fabricacion se recubrieron con una capa de plata de 77 nm mediante
evaporacion por haz de electrones, tiempo de evaporacion 300 s. Los sustratos SERS se
cortaron en piezas de 1 cm?y se incubaron en posicion vertical en una disolucion de
PDDA (0,2 % v/v) durante 4 h, tras las cuales se lavaron con abundante agua destilada y
se secaron durante 10 min en un horno a 110 °C. Tras este tiempo, los sustratos se
introdujeron en la suspension de AuNP@citrato a una temperatura de 4 °C durante
16 horas. Finalmente, se lavaron con agua destilada y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Las AuNP@citrato se sintetizaron siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 4.2.1.2, pag. 88. Los sustratos SERS se caracterizaron mediante diversas
técnicas que se iran detallando a lo largo del capitulo. Para mas informacion sobre estas

técnicas ver Anexo I.

Se calcul6 el AEF de los sustratos SERS utilizando R6G como molécula patron, y
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.2, pag. 50. Las medidas Raman-SERS se
realizaron con el equipo Alpha 300 de sobremesa, la longitud de onda de excitacion de
785 nm vy el objetivo 50x. En general, y a no ser que se especifique lo contrario, en el
calculo del AEF se utilizd una potencia del laser de 1,6 mW y 0,1s de tiempo de
integracion, y en las medidas deteccion de DMMP 5 mW y 1s. En las medidas del
DMMP en fase gas se hicieron con el horizontal shift de 0,05 MHz. Los vapores de
DMMP de 1200 ppbV (1,2 ppmV) se generaron usando un tubo de permeacion calibrado

(ver 2.3.4.1, pag. 57) con un caudal constante de N2 de 10 mL/min hasta la celda de gases.
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7.4.2 Resultados
7.4.2.1 Caracterizacion de los sustratos SERS

La Tabla 7.3 muestran las principales caracteristicas de los sustratos SERS
preparados. En ambos sustratos las micropirdmides estan separadas 20 um, contando de
centro a centro de pirdmide. La altura de la G1 es de 7,7 um y la de G3 12 um (Figura
7.15).

Tabla 7.3 Principales caracteristicas de los sustratos SERS preparados.

: Espesor capa de A DEIBEE 8
Muestra Sustrato P (an; g AuNP@citrato
(AUNP/um?)
Pyrex_Ag Pyrex plano 7 -
Pyrex_AuNP Pyrex plano - 623 £ 8
Pyrex_Ag_AuNP Pyrex plano 77 633 + 30
G1 _Ag_AuNP Gl 77 619+4
G3_Ag_AuNP G3 77 561 + 16

El ensamblaje de las nanoparticulas AuNP@citrato (22 + 9 nm didmetro) utilizando
el protocolo de LbL seleccionado permitié obtener recubrimientos homogéneos de
AuNP@citrato con una densidad de nanoparticulas de unas 600 nanoparticulas/um?, lo
que supone alrededor de un 25% de recubrimiento de la superficie del sustrato (Figura
7.15). La densidad AuNP@citrato de los sustratos planos es alrededor de un 6% superior
comparada con los recubrimientos sobre las micropiramides G1 y G3, similar a la de los
sustratos que no fueron evaporados con Ag. El valor de recubrimiento obtenido para el
pyrex_AuNP es ligeramente inferior al obtenido con la misma técnica de deposicién sobre
SiO2/Si, 30% (apartado 4.2.2.1, pag. 90).
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L (2) P_vr_ext+ AuNP 1 (b) Pyrex Ag (©) P&l‘f!};_Ag_-AuNP 7

.
o’

Figura 7.15 Caracterizacion SEM de los sustratos SERS preparados: (a) pyrex_AuNP, (b)

pyrex_Ag, (c) pyrex_Ag_AuNP, (d) G1_Agy (e) amplificacion de la parte superior de (d);

(f) parte superior de G1_Ag_AuNP; (g) G3_Ag y (h) amplificacion de la parte superior de
(9); y (i) parte superior de G3_Ag_AuNP.

7.4.2.2 Céalculo del AEF con R6G

El célculo del AEF se realiz6 usando la Ecuacion 2.4 (pag. 50) donde Isers fue el
promedio de 10 espectros medidos sobre la punta de diferentes pirdmides, usando el
objetivo 50x, a diferencia del caso anterior de las piramides GO y G1 (apartado 7.3.2.2,
pag. 205) en el que se realiz6 un mapping con el objetivo 20x. En la Figura 7.16 aparecen
los espectros SERS de la R6G 1 uM medidos sobre pyrex_ Ag_AuNP, G1_Ag_AuNPy
G3_Ag_AuNP. Como podemos observar la intensidad SERS es mayor sobre las
microestructuras que sobre el pyrex plano. Ambas microestructuras presentan una
intensidad muy similar siendo ligeramente superior la obtenida sobre G3. Los valores de
AEF fueron 3,2 x 105, 3,1 x 107, 3,8x 107 para pyrex, G1 y G3, respectivamente. Si
comparamos estos valores con los obtenidos sobre la microestructura G1_Ag (1,7 x 10°,
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pag. 205), observamos que el AEF aumenta un orden de magnitud. El origen de este
aumento estaria ligado a los acoplamientos particula-particula y particula-capa metalica,
resultando complicado elucidar en que magnitud contribuye cada uno de ellos.

— Pyrex_Ag_ AuNP
@ TkF — Gl Ag AuNP
|l — G3_Ag AuNP

Intensidad Raman (¢
(8]
=~

aElemaniE o NG
600 800 1000 1200 1400 1600
Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 7.16 Espectro SERS de la R6G 1 uM recogido sobre los sustratos SERS:
pyrex_Ag_AuNP (verde), G1_Ag_AuNP (azul) y G3_Ag_AuUNP (rojo). Los espectros se han
desplazado en el eje-y para una mejor interpretacion de los resultados.

Por otro lado, el AEF del pyrex Ag_AuNP es del mismo orden, pero ligeramente
menor que el obtenido con las obleas de SiO./Si recubiertas con AuNP@ocitrato
(9,19 x 10°). La causa podria ser la menor densidad de recubrimiento de nanoparticulas
sobre el sustrato pyrex que reduciria el efecto plasménico del acoplamiento interparticula;
sin embargo, la magnitud de esta reduccién podria haber estado compensada por el
acoplamiento nanoparticula-capa de metalica de Ag. Esta ligera diferencia de densidad
de recubrimientos nos impide conocer con exactitud la magnitud del acoplamiento
particula-capa metalica. Es importante recordar, que una capa metélica de este espesor
sobre un sustrato plano continuo no tiene efecto plasmaénico per se como ya nos sefialaron
los resultados del pyrex evaporado con 40 nm de Ag en el apartado anterior, y que solo

puede influir mediante su interaccion con la nanoparticula.

El origen de la amplificacion de la sefial se ha intentado confirmar a través de los
espectros de absorcion de los distintos sustratos SERS (Figura 7.17). Como era de esperar,
el pyrex_Ag no presenta respuesta espectral a 785 nm, al contrario del pyrex AuNP que
debido al acoplamiento particula-particula presenta una gran absorcion en esta regién del
espectro. Por su parte, el pyrex Ag_AuNP (espectro verde en Figura 7.17) al ser una
mezcla de los dos anteriores presenta una respuesta intermedia a ellos, coincidiendo con
los valores de AEF. Esta respuesta probablemente este debida a que el acoplamiento

particula-particula este siendo quencheado por la capa metalica continla de Ag. Las
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piramides G1 (espectro azul en Figura 7.17) presentan una mayor absorcion UV-Vis que
el pyrex_Ag_AuUNP. La causa es que la capa metélica de Ag sobre G1 puede soportar
modos plasmdnicos EPPs sobre sus aristas y breathing modes sobre sus caras que evitan

el quentching del acoplamiento particula-particula y particula-capa metéalica.

0,7 F — Pyrex_Ag — G1_Ag AuNP -
== Pyrex_AuNP = (33 _Ag AuNP
3096 I = Pyrex Ag AuNP ]

0,0 . . . .
300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 7.17 Espectro UV-Vis de los sustratos SERS preparados.

Otra caracteristica que diferencia a estos sustratos 3D es que podemos extender la
superficie SERS activa en el eje z. Para corroborarlo, sobre la estructura G3_Ag_AuNP
se realiz6 un estudio de la amplificacion de la sefial en funcion de la altura. Para ello se
escanearon areas de 20 um x 20 um y recogiendo 200 espectros a cinco alturas de la
micropiramide G3: suelo (0 pum), 5, 8, 10 y 12 um. Las zonas mas brillantes se
corresponden con la mayor amplificacion de la sefial y si nos fijamos estas zonas van
dibujando el patrén de la estructura G3 situandose sobre los octdgonos y sus aristas. La
mayor concentracion de octdgonos se produce en torno a 8 um y es en esta altura donde

observamos la mayor amplificacion del EM.
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@

SEM —vista lateral
Aoradns st — WIS

10 um

Figura 7.18 Amplificacidon de la sefial Raman sobre la estructura G3_Ag_AuNP. (a)
imagenes SEM vy (b) areas SERS a diferentes alturas de la microestructura G3: 0,5, 8,10y
12 um. La escala representa 3 pm.

En conclusion, podemos decir que estas microestructuras G1'y G3 nos han permitido
combinar los plasmones propagantes EPPs generados sobre las aristas de las estructuras
y los breathing modes de las caras con los plasmones producidos por el acoplamiento
particula-particula y particula-capa metalica de Ag. El aumento de la sefial es muy similar
para ambas microestructuras y dado que la fabricacion de G1 es més sencilla, los

experimentos de deteccidn se realizaron con las micropiramides G1_Ag_AuNP.
7.4.2.3 Deteccion de DMMP en fase gas

Las capacidades de deteccion de los sustratos G1_Ag_AuNP se estudiaron usando
como analito diana vapores de DMMP con una concentracién de 1,2 ppmV. La Figura
7.19 muestra los espectros SERS del DMMP recogidos sobre microestructura G1 y sobre
el suelo, correspondencia con medir pyrex_Ag_AuNP. La mayor amplificacion de la

sefial se recogio sobre la parte superior de la micropiramide G1 (a ~7,5 um del suelo)
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obteniendose picos mas nitidos y con menor ruido de fondo. EI modo vibracional
principal del DMMP correspondiente al enlace P-C se detectd en ambas alturas (banda c
de la Figura 7.19). La banda correspondiente al POz (497 cm™, banda b) también es
observables en las dos alturas y la del PO, (782 cm™, bandas d/e) se recoge con claridad
a 7,5 um, pero en el suelo solo se intuye. Asimismo, a 7,5 um observamos la banda
correspondiente al modo vibracional POCH;3 (462 cm™, bandas a). Las bandas g y h se
corresponden con los modos vibracionales del enlace C-O comuln entre DMMP vy citrato

por lo que no podemos asegurar su origen.

I
=
1

(5]
=

Intensidad Raman (cts)
= =

=
=~

500 750 1000 1250 1500
Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 7.19 Espectros SERS del DMMP (1,2 ppmV) recogido sobre la parte superior de la
micropiramide G1_Ag_AuNP y en el suelo que la rodea (correspondencia con medir un
pyrex_Ag_AuNP) comparados con el espectro del DMMP puro. Los espectros se han
desplazado en el eje-y para una mejor interpretacion de los resultados. La etiqueta de las
bandas se corresponde con la asignacién de la Tabla 2.5 (pag. 55).

El anclaje de la molécula de DMMP a la superficie metalica se realiz6 mediante la
interaccion por puentes de hidrdgeno del citrato que recubre las AuNP con el grupo P=0
del DMMP, como se vio en el Capitulo 4 (apartado 4.2.2.3, pag. 95). Esta interaccion se

observa en el desplazamiento de la banda P-C a menores frecuencias, 706 cm™.

La homogeneidad y reproducibilidad del proceso de fabricacion del sustrato SERS
se evalué midiendo dos sustratos G1_Ag_AuNP distintos expuestos a los vapores de
DMMP. El promedio de las intensidades de los picos desplazados a 706 cm™ y 782 cm
recogidas en el suelo y en la parte superior de la micropiramide G1 aparecen en la Figura
7.20a. En ambos sustratos la mayor amplificacion se obtiene sobre G1 ademas de
presentar una menor RSD 10% en comparacion con el suelo 31%. En particular, la

desviacion estandar de los picos a 706 cm™ y 782 cm™ sobre la microestructura G1 fue
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de un 7%y un 14%, respectivamente. Estos resultados nos sefialan la alta reproducibilidad

de la sefal y del proceso de fabricacion de las microestructuras G1.

(a) ) : B 706 cm™ (b) 706 cm™ @ 7,5 um 706 cm™ @ 0 pm
2k} : - T T
oy 782 cm
8 - )
— t)' 2[(' + 7
= e
: s | 4
]
g 1k 1 akf o) 1t 1
i
— O V / A
EOk EOk-n 5] (S I S \; @
@7.5um @O0um @75 pm @0 pm o 1 2 0o 1 2
Sustrato 1 Sustrato 2 Ciclo de exposicion

Figura 7.20 (a) Intensidad promedio del pico a 706 cm™ y 782 cm™* recogidos sobre el suelo
y la parte superior de dos sustratos G1_Ag_AuNP. (b) Evolucion de la intensidad SERS del
pico de DMMP desplazado a 706 cm™ en funcién de dos ciclos de adsorcion de 1,2 ppmV -
desorcion con N, de DMMP de la superficie de G1_Ag_AuNP. La flecha indica un ciclo de
adsorcién/desorcion. Las barras representan la desviacion estandar de 6 medidas.

Finalmente, se confirmd la reusabilidad de las micropiramides G1_Ag_AuNP
realizando dos ciclos de adsorcion/desorcion del DMMP de la superficie del sustrato.
Cada ciclo de adsorcion/desorcion consistio en 10 min pasando DMMP, registrar la sefial,
y a continuacion, tras 25 min pasando una corriente seca de N2 volver a registrar la sefial
en varios puntos para asegurar la completa desorcion. En todos los ciclos se monitorizd
la sefial del pico a 706 cm™ en la parte superior de la microestructura G1y en el suelo. La
Figura 7.20b muestra como tras 2 ciclos de adsorcién/desorcion el sustrato G1_Ag_AuNP
sigue mostrando el mismo comportamiento sobre la microestructura debido a la

interaccidn reversible entre el citrato y el DMMP.

7.5 CONCLUSIONES

En este capitulo se han desarrollado sustratos SERS basados en microestructuras
piramidales. Las micropirdmides se fabricaron mediante una combinacion de corner
lithography y ataques anisotrépicos del silicio, y finalmente se recubrieron con una capa
fina de plata. Este método de fabricacién nos ha permitido preparar sustratos 3D

altamente uniformes, homogéneos y reproducibles a escala de oblea.

Las micropiramides de generacion GO y G1 recubiertas tnicamente de 40 nm de Ag

alcanzaron un factor de aumento de hasta 6,4 x 10° en G1. Mediante simulacién FDTD
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de campos eléctricos sobre las microestructuras se observo que el origen de la
amplificacion la sefial son los modos plasménicos Edge plasmon polaritons (EPPs) que
se generan sobre las aristas y que permiten que toda la estructura se convierta en un
resonador Optico. Por su parte, sobre las caras laterales de la micropiramides se generan
modos plasmonicos breathing modes que también contribuyen al aumento de la sefial,

aunque en menor medida.

Ademas, hemos realizado un estudio combinando las micropirdmides G1 y G3
recubiertas con una capa continua de Ag (77 nm) con nanoparticulas de oro, alcanzandose
una densidad de nanoparticulas sobre la estructura de 600 NP/um?. Este tandem permitio
alcanzar AEF de 3,1 x 107y 3,8 x 107 para las micropiramides G1 y G3, respectivamente.
En este caso, el aumento de la sefial fue producto de la combinacion de tres modos
plasmonicos: modos propagantes, acoplamiento particula-particula y particula-capa
metalica. Esto son dos oOrdenes de magnitud mas que cuando solo se cubrian las
microestructuras con una capa metalica de plata. Ademads, estas estructuras
tridimensionales permiten extender el area activa de adsorcion y SERS a las tres

dimensiones.

Por su parte, las piramides G1 recubiertas de Ag se aplicaron a la deteccion de
pesticidas, siendo estas capaces de detectar la huella completa del paraoxon en un rango
de concentraciones de 10° M a 108 M. La metodologia de medida SERS escaneado
grandes areas del sustrato y promediando la sefial nos ha permitido obtener valores de

RSD menores al 11%, para el rango de concentraciones de paraoxon 10° M - 10° M.

En cambio, aprovechando la capa de citrato de las nanoparticulas de oro, las
micropiramides G1 recubiertas de Ag y AuNP se han destinado a la deteccion de agentes
neurotoxicos en fase gas. Se ha comprobado que son capaces de detectar hasta cuatro
picos de la huella de DMMP en una concentracion de 1,2 ppmV. La homogeneidad y
reproducibilidad de la sefial sobre la parte superior de las micropiramides G1 queda
corroborada al obtenerse una RSD del 10%, similar a la obtenida con las G1 en la
deteccidn de pesticidas. La interaccion reversible citrato-DMMP ha permitido realizar

ciclos de adsorcién/desorcién del analito obteniéndose una RSD de la sefial del 5%.

En resumen, la principal ventaja de estos sustratos seria la amplificacion de la sefial
que producen por el acoplamiento de diferentes modos plasménicos sobre su superficie.

Esta cualidad les permite detectar bajas concentraciones de paraoxon en fase liquida y
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DMMP en fase gas. Una posible desventaja de estos sustratos SERS seria su coste de
fabricacion debido a la necesidad de trabajar en sala blanca, aunque hay que recordar que
se fabrican a escala de oblea.
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Capitulo VIII

ANALISIS COMPARATIVO DE LAS PLATAFORMAS SERS
DESARROLLADAS PARA LA DETECCION DE
COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS

Resumen

En este capitulo se presenta un resumen comparativo de las plataformas SERS
desarrolladas durante esta tesis para la deteccion de agentes neurotdxicos en fase gas y
pesticidas en fase liquida. Posteriormente, las plataformas se comparan con otros
sensores SERS reportados en literatura para la deteccién de analitos en fase gas y
liquida, y finalmente, se comparan con los niveles de exposicion maxima establecidos por
la Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unidos (EPA) y la Agencia
Europea de Medio Ambiente (EEA).
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8 ANALISIS COMPARATIVO DE LAS PLATAFORMAS
SERS DESARROLLADAS PARA LA DETECCION DE
COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS

8.1 DETECCION DE AGENTES NEUROTOXICOS EN FASE GAS

8.1.1 Comparacion entre los diferentes sustratos SERS desarrollados

Los sustratos SERS tienen que cumplir una serie de requisitos para poder convertirse
en una potente herramientas analitica en la deteccion e identificacion de compuestos
quimicos [51,194], entre ellos, alta selectividad y sensibilidad, fiabilidad y robustez para
evitar falsos positivos o falsos negativos, estabilidad. Ademas, en el caso de deteccion de
agentes altamente toxicos en fase gas siempre se buscan tiempos de repuesta cortos y la
posibilidad de trabajar con equipos portables para poder alertar a la poblacion
rapidamente y mejorar la operabilidad de los equipos de rescate (ver Figura 1.1, pag. 4).
Basandonos en estos criterios hemos ido desarrollando y caracterizando nuestras

plataformas SERS que aparecen resumidas en la Tabla 8.1.

El mejor Factor de Aumento Analitico (AEF), de entre los medidos, lo hemos
obtenido con los Ag nplates@grafito, 1,3 x 10%, porque conjuga la plata con una
morfologia que es capaz de confinar los campos eléctricos sobre sus Vértices
[11,28,80,81]. También el protocolo de preparacion del recubrimiento sobre el soporte,
asi como, la uniformidad de este, juegan un papel importante en el AEF. En todos los
casos hemos desarrollado protocolos reproducibles donde hemos alcanzado espaciados
entre nanoparticulas de hasta 5 nm, donde se puede producir un acoplamiento de los
modos plasmdnicos de particulas contiguas [35,274,335,428].

Aunque el material plasmonico y la morfologia de la nanoparticula juegan un papel
importante en el efecto SERS, al tratarse de un analito gaseoso lo que define las
capacidades de deteccion del sensor SERS es el tipo de interaccion entre el analito y el
material plasmonico. De este modo, hemos clasificado las plataformas en tres grupos:

interaccion directa, interaccion a través de ligandos o adsorcion en material poroso.
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Tabla 8.1 Resumen de las principales propiedades de las plataformas SERS desarrolladas
durante esta tesis doctoral para la deteccién de DMMP en fase vapor. En negrita el mejor
resultado para cada caracteristica.

Propiedades

Metal
Plasménico

Morfologia

AEF

Via de anclaje
del analito

Sensibilidad*

o **'
ruido de fondo
Reciclabilidad

Concentracion
del analito

Homogeneidad
de la sefial,
RSD
Tiempo de
respuesta

(ts006)

Complejidad
Escalabilidad

Coste
Referencia

Plataforma SERS

Ag nplates .
@grafito AuNP@citrato G1_Ag_AuNP Au@MCM Au@Ag@ZIF8
Ag Au . AgyAu Au Auy Ag
Nanoesferas | Mlcroplramldes AUNP sobre un R,ods.
., . recubiertas de , concéntricos
Nanotridngulos | recubiertas de | . ndcleo de )
sirato i una capa fina de MCM4S recubiertos de
_________________________________________________________ AgyAuUNP | ZIF8
1,3 x10° 92 x 10° 38x 10’ 11x 10 N.D.
Propiedades de deteccion
Interaccién Interaccion Interaccion L, L
. o o Adsorcidonen | Adsorcionen
directa con la débil con el debil con el . .
. . material poroso { material poroso
........... A9 f...Ctato o eitato
DMMP 50 ppbV
625 ppbV
2500 ppbV | (|0 12'2 oy | 20OV 50 ppbV | (LOD=6ppbV)
S b | CEES:TEPPDV
0,16 + 0,06 0,18 £ 0,12 0,17 £0,12 0,08 + 0,03 E 0,13 £ 0,06
"""""" NO s, s, | s s
_______________________________ Np-25min | Np-25min | 200°C-12h | 200°C-2h
No Baja Baja Alta 5 Alta
Caracterizacion con el equipo Raman Portable
DMMP: 13%
[0) 0f *** 0/ *h* 0,
5% 5% 10% 9% CEES: 22%
DMMP: 21 s
*k*k
137s 100 s N.D. 120's CEES: 54 5
Proceso de fabricacion
LB Bap ... At | Meda  Meda
Media Media Alta Baja 5 Media
R € € € o€
Capitulo 3 Capitulo 4 Capitulo 7 Capitulo5 |  Capitulo 5

*La sensibilidad hace referencia a la concentracion més baja medida experimentalmente.
**Calculado tras normalizar la sefial al pico del DMMP desplazado a ~710 cm™%. N>250 puntos.

*** \/alores obtenidos

con el equipo Raman de sobremesa.
AEF: Factor de Aumento Analitico.
LOD = limite de deteccion tedrico.
N.C.: no calculado.

El tipo de interaccion esta muy ligado con la selectividad del sensor, y el nimero de

bandas de la huella dactilar que se pueden llegar a identificar. En la Figura 8.1 podemos

observar los espectros de DMMP, 2500 ppbV, recogidos sobre cada una de las cinco
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plataformas. Los espectros SERS han sido normalizados al pico desplazado a 710 cm™,
banda c, y correspondiente al modo vibracional P-C stretching del DMMP. Las
plataformas que utilizan el citrato para anclar al DMMP cerca del metal, AUNP@citrato
y G1_Ag_AuNP, presentan un espectro mas ruidoso y con interferencias de las bandas
pertenecientes al citrato. Esto hace que la ventana espectral se reduzca y no podamos
identificar con tanta claridad los picos correspondientes al DMMP. Por su parte, la
plataforma Ag nPlates@grafito con una interaccion directa entre Ag— DMMP nos
permite observar hasta cuatro picos de DMMP con la menor relacion sefial ruido, debido
a que el DMMP se encuentra unido al metal plasmonico. La plataforma Au@MCM
presenta la huella dactilar mas claray con mayor nimero de bandas, esto se puede atribuir
a la capacidad de concentracion del DMMP en el interior del material poroso y junto a
las AuNP, que se encuentran en el exterior de las esferas de MCM-48. Podemos decir que
estas esferas mesoporosas actlan como una esponja para la adsorcion del DMMP.
Ademas, al tratarse de SiO s6lo aparece una banda caracteristica del material adsorbente
en torno a 460 cm™, que no interfiere con ninguna de las bandas del DMMP. En el caso
de la plataforma Au@Ag@ZIF8, hay mayor cantidad de picos correspondientes al
material microporoso, no obstante, también se consigue un efecto de preconcentracion,
alcanzado la misma sensibilidad experimental que con la MCM48, 50 ppbV para el
DMMP y ademas se llegaron a medir 76 ppbV de CEES con el equipo portable.

Au@Ag@ZIF8

Au@MCM
G1 Ag AuNP

AuNP@citrato

Ag nPlates@grafito

DMMP,,

600 800 1000 1200 1400
Desplazamiento Raman (cm™)

Intensidad Raman Norm. (u. arb)
=Y
]
=]

Figura 8.1 Caracterizacion con el equipo Raman de sobremesa: espectro SERS promedio del
DMMP (2500 ppbV) recogido sobre las diferentes plataformas SERS estudiadas comparado
con el espectro Raman del DMMP puro. N = 20. Los espectros se han normalizado respecto
al pico desplazado a ~710 cm, banda c, PC stretching del DMMP, y se han desplazado en el
eje-y para una mejor comparacion. Para mas informacion sobre la asignacion de picos ver
Tabla 2.5 (péag. 55).
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Un parametro clave en la deteccion temprana de agentes toxicos en fase gas es el
tiempo de respuesta de la plataforma. Los mejores tiempos de repuesta se han obtenido
con la plataforma Au@Ag@ZIF8, 21 s para DMMP y 54 s en la deteccion de CEES. Esta

plataforma también ha ofrecido el espectro con menor sefiar ruido.

Otra caracteristica ligada directamente al tipo de interaccion es la reciclabilidad o
capacidad de reutilizacién del sustrato. Los sustratos estudiados abarcan desde la
interaccion directa e irreversible entre Ag-DMMP, pasando por a la adsorcion reversible
en los materiales porosos, donde la regeneracion es posible aplicando calor de, hasta la

interaccion débil citrato-DMMP que puede invertirse pasando una corriente seca de No.

Otros parametros importantes a la hora de seleccionar una plataforma SERS son la
homogeneidad de la sefial y el protocolo de fabricacion. El primero puede estimarse a
través de la RSD de la sefial donde, en general, hemos alcanzado RSD < 20% y del 5%
para los Ag nPlates@grafito. En todos los casos N >3 sustratos. El protocolo de
fabricacion lo hemos divido en tres subcategorias: complejidad, escalabilidad y coste. En
este caso la mayor complejidad, pero a la vez la mayor escalabilidad la presenta la
plataforma preparada mediante top-down, las micropirdmides G1_Ag_AuNP. Aunque al
necesitarse tecnologia de sala blanca también tendria el coste méas elevado. Por otro lado,
las plataformas que usan nanoparticulas coloidales presentan la menor complejidad.
Finalmente, las nanoparticulas core-shell tienen una escalabilidad entre media y baja,

puesto que el rendimiento de Au@MCM es bajo.

Todos estos resultados nos indican que las plataformas que presentan las propiedades
mas adecuadas para la deteccidn de agentes toxicos en fase vapor son las nanoparticulas
plasmonicas combinadas con adsorbentes, AU@AJ@ZIF8 y Au@MCM. Estas unifican
la concentracion del analito en los poros del ZIF8 y MCM48, respectivamente, aumentado
asi la sensibilidad, con un tiempo rapido de respuesta, especialmente AU@Ag@ZIF8 con

t5006 < 54 S.

8.1.2 Estado del arte y comparacion de sustratos SERS para deteccion en fase gas

Los trabajos para la deteccion de agentes toxicos a bajas concentraciones en fase gas
en la literatura abierta son escasos. Ademas, en ocasiones la comparacién puede resultar
complicada porque no se aporta la concentracién de analito alimentada o los tiempos de

respuesta no han sido medidos. Los resultados mas relevantes en la deteccion de analitos
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en fase gas a bajas concentraciones, utilizando la tecnologia SERS se muestran en la Tabla
8.2. Las plataformas se encuentran dividas en grupos segun el tipo de interaccion con el
analito, y dentro del grupo en orden creciente de sensibilidad.

Tabla 8.2 Resumen de lo publicado hasta el momento en deteccion SERS de diferentes
moléculas en fase gas en concentraciones inferiores a 10 ppmV.

Via de Sensibilidad*
anclaje (ppbV)

Tiempo
respuesta

Material Equipo

Analito Raman

plasmonico

Interaccion débil

Ag nRods Van der
g Benceno Waals con Portable 10.000 120's
[269] .
propentiol
Interaccion directa
AgFON,
200 nmde Ag | Bencenotiol @ A través del
sobre NPs (BT) S—Ag Portable 8.000 50-100 s
[218]
nPilares Cianuro de
recubiertos de hidrégeno HCN - Au Sobremesa 5.000 15 min**
Au [209] (HCN)
nHilos de A través del .
AulAg [248] NO; 0 - AL Portable 100 3 min
Ag nRods 2- .
recubiertos de | naftalenotiol Agrivgmel Portable 20 40 min**
HfO2 [443] (2-NAT)
Adsorcién en material poroso
NPs de Au 2,4- Adsorcioén en
recubiertas de | dinitrotolueno 10S DOTOS Portable 100 3 min
sflica [265] (DNT) P
?e(f:tg?gr?cfsgg 2 Adsorcion en
naftalenotiol | los porosde | Sobremesa 50 15 min**
capa de ZIF8 (2-NAT) ZIE8
[178]
nCubos de Ag 4-metil Adsorciénen  Portabley a
recubiertos de .
capa de ZIF8 bencenotiol los poros de d? m dg 50 30s
[366] (4-MBT) ZIF8 istancia
Deteccion indirecta del analito
nHilos de Ag Reaccion
recubiertos de Varios quimica con -
hidrdxido de aldehido p- Sobremesa 10 10 min
Co-Ni [446] aminotiofenol
NPs de Au Reaccion
recubiertas de H2S quimicacon = Sobremesa 0,1 25s
CuO [447] CuO

*La sensibilidad hace referencia a la concentracion méas baja medida experimentalmente.
**Tiempo de incubacidn del sustrato con el analito. No especifican tiempos de respuesta
midiendo en continuo.
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En general, los mejores resultados se han obtenido en las plataformas que utilizan
materiales porosos. El caso mas similar a nuestra plataforma Au@Ag@ZIF8 serian unos
nanocubos de Ag depositados por Langmuir-Blodgett sobre los que se crece una capa de
ZIF-8 de 146 nm [178,366]. La sensibilidad de la plataforma es de 50 ppbV en la
deteccion de 4-metilbencenotiol (4-MBT) y con un tiempo de respuesta de 30s. La
principal diferencia con nuestra plataforma es el analito, en su caso usan el 4-MBT. El 4-
MBT posee anillo bencénico, y una mayor cross-section, lo que en general, permite que
las intensidades SERS, y, por tanto, la sensibilidad en la deteccion sea mayor que con
moléculas pequefias como DMMP o CEES. También hay que destacar la plataforma
formada por nanohilos de Au y Ag que mediante interaccion directa con el Au ha sido
capaz de detectar 100 ppbV de NO2 en menos de 3 min [248]. Unos resultados
excepcionales puesto que es una molécula pequefia. Siguiendo esta misma linea, nanorods
de oro recubiertos de oxido de hafnio IV (HfO2) han detectado 20 ppbV de 2-
naftalenodiol tras un tiempo de incubacién de 40 min [443].

De entre todos los analitos de la Tabla 8.2, el cianuro de hidrégeno (HCN) es el Gnico
agente de guerra quimico, en particular es un agente sanguineo [444], y mediante su
interaccion directa con el oro se han llegado a detectar 5 ppmV [445]. Su toxicidad se
debe al ion cianuro CN-, que inhibe la respiracion celular. Este compuesto es tragicamente
famoso porque fue utilizado por la Alemania nazi durante la Segunda Guerra Mundial en
las camaras de gas de los campos de exterminio. En la actualidad su deteccion a bajas
concentraciones tiene como objetivo la deteccion precoz de ciertas enfermedades

respiratorias como la fibrosis quistica [209,445].

Finalmente, se estan obteniendo resultados muy prometedores, en la deteccion SERS
en fase gas, a través de la deteccion indirecta del analito. En estos casos, el analito
reacciona irreversiblemente con el recubrimiento de las nanoparticulas plasmdnicas, y es
la huella dactilar del producto la que se monitoriza. Esta técnica se ha utilizado para
detectar diferentes aldehidos a través de su reaccion con el p-aminotiofenol con el que
previamente se habia funcionalizado el metal plasmonico, nanohilos de plata,
alcanzandose una sensibilidad de 10 ppbV [446]. Siguiendo el mismo mecanismo se han
llegado a detectar 0,1 ppbV de H>S tras reaccionar con una capa de CuO [447]. Ambos
estudios se han realizado con equipos Raman de sobremesa que ofrecen una mayor

resolucion.
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Tras analizar todas estas plataformas podemos considerar que nuestras plataformas
SERS se encuentran a la vanguardia del sector. Los tiempos de respuesta en nuestro caso
son siempre inferiores a 137 s, y hasta de 21 s para AU@AQ@ZIF8. Asimismo, esta
plataforma ha sido capaz de detectar 50 ppbV de DMMP, al igual que AuU@MCM, y
76 ppbV de CEES. Por otro lado, la plataforma AuNP@citrato presenta una alta
reciclabilidad y estabilidad de hasta 10 ciclos con una alta sensibilidad. La ventaja de Ag
nPlates@grafito es la alta amplificacion de su sefial y que estan depositados sobre un

soporte barato y flexible como es el grafito.

La aplicacion final de las plataformas SERS desarrolladas es la deteccion temprana
de agentes neurotdxicos en fase gas. Los valores de sensibilidad y tiempo de respuesta de
la plataforma se deben comparar con los Niveles de Exposicion Aguda (AEGLS) descritos
por la Agencia de Proteccion Medioambiental de Estados Unidos (EPA, US Enviromental
Protection Agency) para los gases reales sarin [448] y mostaza [449]. Los AEGLs
describen los efectos que tiene para la salud humana la exposicién puntual a los vapores
de compuestos quimicos y se utilizan para disefiar planes de emergencia y evacuacion.
Los AEGLs estan calculados para cinco periodos cortos de exposicion y estan divididos

en tres grupos segun la agresividad de los efectos en la salud (Tabla 8.3).

Tabla 8.3 AEGLSs para los gases toxicos sarin y mostaza [448,449].

Tiempo de exposicion

10min | 30min | 60min | 4h | 8h
Gas Sarin (Agente GB) - ppbV [mg/m’] |
A 12 | 068 g 048 | 024 | 017
_[00069] : [00040] | [00028] | [00014] : [00010]
5 | 85 | 60 | 29 | 22
AEGL2 :; ’ ’ ’ ’
k**[9&?1],M;ﬁ_“l(lQQQLi**[QLOS’EJM_W[EQ}ZL@W[QL%ELN
64 | 32 | 2 12 8,7
AEGL3 | s | s ’
[038] { [019] | [013] | [0070] | [0,051]
| _ Gas Mogstaza - ppbV [mg/m’] |
60 | 20 0 | 30 | 10
AEGL1 | f | : : !
[od0 | [013] | [0067] | [0017] : [00083]
AEGLD % | 30 | 20 40 20
____[Q@Q]______ii______[Q@Q]______i_____[Qy_l.‘?].._...i,.....[.Q:QZ_f?].._..i.._.[.Q:Ql_3]_____.
500 | 410 | 320 | 8 | 40
AEGL3 | | :
B9 | 71 | 1 | [058] | [027

El AGL3 es el nivel mas alto de toxicidad y estar expuesto a sus valores maximos de

concentraciones por tiempo superior al fijado puede provocar efectos potencialmente
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mortales o causar la muerte. La exposicion a niveles de AEGL?2 tienen efectos adversos,
irreversibles y duraderos para la salud humana. Y los rangos de AEGL1 provocan
malestar, irritacion o asintomaticos a nivel sensorial. En este caso, los efectos son

transitorios y reversibles al cesar la exposicion.

Teniendo en cuenta que la respuesta con el equipo Raman de sobremesa y el portable
es practicamente idéntica para el DMMP, podemos considerar que seriamos capaces de
detectar, 50 ppbV en 21 s con la plataforma Au@Ag@ZIF8. Este valor de concentracion
se encuentra entre los AEGL2 y AEGL3 para 10 min del gas sarin, 15 y 64 ppbV,
respectivamente. Lo que nos ofreceria mas de 9 min para evacuar el espacio donde se
hubiera liberado el gas toxico sarin antes de que tuviera efectos irreversibles para la salud.
En el caso del CEES, somos capaces de detectar 76 ppbV en 54 s. Este valor se encuentra
entre los niveles menos agresivos, AEGL1 y AEGL2, para 10 min de exposicion del gas
mostaza, que son 60 y 90 ppbV, respectivamente. Un resultado excelente que nos
permitiria tener mas de 10 min para evacuar antes de que comenzaran a sentirse los

primeros efectos sobre la salud.

8.2 DETECCION DE PESTICIDAS EN FASE LIQUIDA

8.2.1 Comparacion entre los diferentes sustratos SERS desarrollados

La Tabla 8.4 resume las caracteristicas principales de las tres plataformas SERS
desarrolladas para la deteccion de paraoxon. Se han ordenado segun el tipo de interaccion

entre el analito y material plasmonico: interaccién directa o interaccion electroestatica.

En un sustrato hemos utilizado una capa de plata evaporada sobre micropiramides
como metal plasmonico, G1_Ag, mientras que en las otras dos plataformas SERS han
sido nanoparticulas de oro esféricas, AUNP@PMo y AuNP@PW. El mejor Factor de
Aumento Analitico (AEF) lo hemos obtenido con las AUNP@PW, 3,1 x 10’, porque
conjuga los dos efectos que originan la amplificacion SERS: el efecto electromagnético
y el efecto quimico. EIl primero esta proporcionado por el Au y el espaciado entre las

AuNP y el segundo por la transferencia de carga entre Au — PW — analito.

La interaccion directa Ag — paraoxon de la plataforma G1_Ag ha permitido la
identificacion de hasta 10 modos vibracionales del paraoxon (Figura 8.2). Sin embargo,
las plataformas AUNP@PMo y AuNP@PW que utilizan la interaccion electroestatica

234



Andlisis comparativo de resultados

entre el POM y el paraoxon solo han podido identificar cuatro picos, puesto que el resto

de la ventana espectral coincide con las bandas del PMo y PW (Figura 8.2).

Tabla 8.4 Resumen de las plataformas SERS desarrolladas durante esta tesis doctoral para la
deteccion de paraoxon. En negrita el mejor resultado para cada propiedad.

Propiedades

Material
Plasmonico

Morfologia

AEF

Via de anclaje del
analito

Sensibilidad*

o **’
ruido de fondo

Homogeneidad
de la sefial, RSD

Reciclabilidad

Extras

Complejidad
Escalabilidad

Coste
Referencia

Plataforma SERS

]
!
AuNP@PMo | AuNP@PW
2
|
Ag Au § Au
____________________________________________________________ e
. NPs esféricas | .
Micropiramides : | NPs esféricas
. recubiertas del | )
recubiertas de una ] 3 recubiertas del
. polioxometalato .
capa fina de Ag §poI|ox0metaIat0 PW
__________________________________________ PMo o
!
1,7 x 10° 3,6 x 10° | 3,1x10’
Propiedades de deteccion
., Interaccion ‘ Interaccion
Interaccion .. 3 .
directa con A electroestatica § electroestatica
eAton™Y | _conelPMo | conelPw
10 M 10° M § 10° M
(2 x 10™ pg/L) (247 pg/L) ai (247 pglL)
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, AT A
0,059 + 0,024 0,099 + 0,045 § 0,064 + 0,045
!
____________________________________________________________ -
25% 5% | 27%
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, N S
" Si, I Si,
| |pasando H,O limpia pasando H,O limpia
Medidas en continuo | Medidas en continuo
) en una celda de § en una celda de
microfluidica de ; microfluidica de
PDMS | PDMS
Proceso de fabricacion
Alta Baja § Baja
............................................................ s e a——
Alta Alta | Alta
€€ € i, €
Capitulo 7 Capitulo 4 1, Capitulo 4

*La sensibilidad hace referencia a la concentracion méas baja medida experimentalmente.
**Calculado tras normalizar la sefial al pico del paraoxon desplazado a ~1346 cm™ con

N>250 puntos.
AEF: Factor de Aumento Analitico.
N.C.: no calculado.
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AuNP@PW

AuNP@PMo

Gl _Ag

Paraoxon,

Intensidad Raman Norm. (u. arb)

600 800 1000 1200 1400 1600
Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 8.2 Espectro SERS promedio del paraoxon (1 uM) recogido sobre las diferentes
plataformas SERS estudiadas comparado con el espectro Raman del paraoxon puro. N = 100.
Los espectros se han normalizado respecto al pico desplazado a ~1346 cm™, banda i, NO,
stretching simétrico del paraoxon, y se han desplazado en el eje-y para una mejor
comparacion. Para méas informacion sobre la asignacion de picos ver Tabla 2.9 (pag. 65).

El tipo de interaccién también afecta al desplazamiento de las bandas principales
puesto que la orientacién de la molécula no sera la misma [61-63]. Por ejemplo, si nos
fijamos en la banda principal, banda i en la Figura 8.2, podemos observar que cuando la
interaccion es fuerte y directa con la Ag el pico se desplaza a menores frecuencias. Este
efecto también puede observarse con el DMMP, Figura 8.1. En cambio, cuando la
interaccién es mas débil, interaccion electroestatica, las bandas se desplazan hacia

mayores frecuencias.

La plataforma G1_Ag alcanzé una sensibilidad en la deteccién de paraoxon de 10
18 M. El origen principal de dicha amplificacion es la adsorcidn selectiva del analito sobre
las aristas de la micropiramide debido a los defectos de grano producidos durante la
evaporacion de la Ag. Ya que es sobre estas aristas donde se localiza la mayor
amplificacion de la sefial producida por los plasmones de superficie Edge Plasmon
Polaritons (EPPs). Ademas, la interaccion fuerte y el bajo ruido de fondo permitieron que
se pudiera detectar la huella completa hasta 10718 M.

Una gran ventaja de las plataformas AUNP@PMo y AuNP@PW es que estan
fabricadas directamente sobre un dispositivo de microfluidica que permite la
monitorizacién continua del analito. Ademas, la sintesis de las nanoparticulas y su
recubrimiento con el POM se realiza en un solo paso y directamente sobre la paredes del

microdispositivo de PDMS. Esto se traduce en un protocolo de fabricacion sencillo,
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escalable y de bajo coste. Al contrario que la preparacion de G1_Ag que es costosa y mas

compleja.

8.2.2 Estado del arte y comparacion de sustratos SERS para deteccion en fase
liquida

En la Tabla 8.5 se muestran las plataformas SERS que mayores sensibilidades han
demostrado en la deteccidn de pesticidas, herbicidas y fungicidas en fase liquida. Las
plataformas se encuentran dividas en grupos segun el tipo de interaccion con el analito, y

dentro del grupo en orden creciente de sensibilidad.

Todos los tipos de interaccion han demostrado ser adecuados para la deteccion de
compuestos organofosforados, sulforados y clorados en fase liquida. Mediante
interacciones n-m entre el polimero anfifilico que recubre los nCubos de Au se han

alcanzado sensibilidades de 1012 M para el insecticida organofosforado clorpirifds [450].

La interaccién directa entre el metal plasmonico y el analito ha permitido detectar
5 x 1011 M del fungicida Thiram [251] y hasta 108 M de bencenotiol (BT) [451]. Este
ultimo utilizando estructuras 3D con forma de panal de abejas formadas por el ensamblaje
de NPs de Au con la misma morfologia. La alta sensibilidad se debe a la adsorcion
selectiva del BT en las cavidades/poros de las nanoparticulas donde el acoplamiento
electromagnético es maximo [451]. Este estudio esta en la misma linea de los resultados
obtenidos con la plataforma G1_Ag, donde gracias a la adsorcion preferencial del
paraoxon en las aristas de las micropiramides hemos sido capaces de detectar 108 M de

paraoxon.

Las plataformas que usan materiales mesoporosos han alcanzado mejores
sensibilidades que las que usan microporosos, hasta de 10728 M para el fungicida
tiabendazol (TBZ) [266], debido al tamafio de los pesticidas. Por su parte, los mejores
resultados de deteccion de paraoxon se han alcanzado utilizando la deteccion indirecta,
es decir, detectando el producto de la reaccion con la enzima acetilcolinesterasa,
4 x 10> M [246]. Sensibilidad tres 6rdenes de magnitud inferior a la alcanzada con
G1_Ag.
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Tabla 8.5 Resumen de lo publicado hasta el momento en deteccion SERS de diferentes
pesticidas, herbicidas y fungicidas en concentraciones inferiores a 107 M.

Material

plasmonico

Analito

Via de anclaje
del analito

Sensibilidad*

Interaccion débil

“Superparticula”
ctbica formada | Clorpirifés Insecticida Interaccién m- 102 M
por nCubos de (CP2) organofosforado | con amPEN** (350 pg/L)
Ag [450]
Interaccion directa
Cavidades
triangulares Herbicida 1,5x10°M
recubiertas de Ag BT clorado AYSEERL (400 ng/L)
[452]
NPs de Au - 9
recubiertas de Ag Paraoxon Pes;'C'fda q Ag — paraoxon 10°M
[249] organofosforado (247 ng/L)
nPilares con Au . - 9,9 x 101!
Clorpirifos Insecticida s
en la parte (CP2) oraanofosforado Au — Clorpirifés M
superior [250] g (35 ng/L)
NPs Au Yy Ag . - 11
sobre NPs FesO4- Thiram Elljﬂcglrgc?g Ag — Thiram 5 1210 /LM
SiO, [251] (12 ng/L)
“Superestructuras
huecas” formadas " T 18
por NPs de Au Ben(c;_rll())tlol No cliiTcado AU—_BT 0l(l)l i I\//IL
octogonales (0.111g/L)
[451]
Adsorcion en material poroso
nHilos de Ag
recubiertos de Thiram Fungicida Adsorcion en los 1x10"M
cristales de ZIF8 sulforado poros (24 pa/L)
[387]
NPs de Au Acido 2,4-
recubiertas de | diclorofenoxi- Herbicida Adsorcionenlos = 4 x10°M
SiO2 mesoporosa acético clorado poros (1 ng/L)
[453] (2,4-D)
NPs de Au
embebidas en n Tiabendazol Fungicida Adsorcién en los 108 M
NPs de SiO: (TBZ) sulforado poros (0,20 fg/L)
[266]
Deteccidn indirecta
- Reaccion
NPs de Au Insecticida e 4x10M
[246] Paraoxon organafosforado enzimatica con la (0.98 pg/L)

acetilcolinesterasa

*La sensibilidad hace referencia a la concentracion méas baja medida experimentalmente.
***amPEM: copolimero anfifilico de poliarileno éter nitrilo
*** Este analito no es pesticida ni herbicida.
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Hay que destacar que todos los resultados mostrados se refieren a una deteccion
“estatica”, es decir, depositando una gota de la disolucion del analito sobre el sustrato,
dejarla secar, y medir, procedimiento seguido en G1_Ag. Cuando la monitorizacion se
hace en continuo la sensibilidad disminuye. Asi se han reportado microdispositivos de
silicio en el que por remplazamiento galvanico se han crecido nanoparticulas de Ag que
por interaccion directa han sido capaces de detectar 2,2 x 10 M (2,2 pg/L) del pesticida
carbofurano y 1,8 x 108 M (1,8 ug/L) de alacloro tras 20 min alimentandolos al
dispositivo [454]. Por otro lado, nanoparticulas de oro depositadas sobre ZnO y nanorods
de oro han sido embebidos dentro de un polimero termosensible (oNIPAM) y depositados
dentro de capilares. Cuando el sistema se calienta, el polimero se dilata adsorbiendo las
moléculas de metil paratiobn en su interior y cerca de los metales plasménicos
alcanzandose una sensibilidad de 1 x 107" M (29 pg/L) [455]. Estos limites de deteccion
estan en el orden de los alcanzados por las plataformas AuUNP@PMo y AuUNP@PW,
52,1 ug/L y 41,4 pg/L, respectivamente.

Por Gltimo, si nos comparamos con las necesidades de la aplicacion, tenemos que
recordar que el paraoxon es el metabolito activo del insecticida paration y debido a su alta
toxicidad, su uso esta prohibido por la Unién Europea desde 2003 [19]. Por lo que su
deteccidn a bajas concentraciones resulta primordial para detectar posibles delitos contra

el medioambiente o la salud.
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Conclusiones generales

9 CONCLUSIONES GENERALES

El objetivo principal de esta tesis ha sido el desarrollo de sustratos SERS para la
deteccion e identificacion de compuestos organofosforados a bajas concentraciones, en
fase gas y liquida. Los resultados obtenidos y la interpretacion de los mismos nos han

Ilevado a las siguientes conclusiones:

e Las nanotridngulos de plata producen la mayor amplificacion del campo eléctrico, es
decir, los mayores aumentos de la sefial Raman. Ademas, soportarlos sobre grafito
permite disminuir la fluorescencia de la sefial en las longitudes de onda de excitacién
de 532, 633 y 785 nm mediante procesos de transferencia de carga y energia. La
interaccion directa del DMMP con la plata a través de los tres oxigenos POz permite
identificar cuatro bandas del DMMP con una baja sefial-ruido. La principal
desventaja de sensores basados en plata son su baja estabilidad temporal y que la
interaccion DMMP-Ag es irreversible.

e La deposicion de la nanoparticulas coloidales sobre soportes solidos mediante
interacciones electroestaticas permite preparar sustratos SERS uniformes,
RSD < 15%, y con distancias entre particulas menores a 10 nm a las que se produce
el acoplamiento de los plasmones de resonancia.

e Lasintesis de nanoparticulas de oro recubiertas de polioxometalatos, POMs, bajo luz
UV esta favorecida por la nucleacion preferencial del Au® sobre la superficie del
PDMS vy asistida por los POMs. Esto permite sintetizarlas y depositarlas en una sola
etapa en el interior de microdispositivos compactos de PDMS.

e Las interacciones débiles entre el DMMP y los ligandos de afinidad permiten
conseguir sensores reciclables como demuestran las plataformas basadas en
nanoparticulas de oro estabilizadas con citrato o polioxometalatos, POMs. EI DMMP
interacciona con los iones citrato que recubren a las nanoparticulas de oro a través de
puentes de hidrogeno. Los POMs interaccionan con el paraoxon mediante
interacciones m-m. Ademas, el dispositivo AuNP@PW alcanza mayores
amplificaciones de la sefial que el AUNP@PMo debido a una interaccion fuerte e
irreversible entre el analito y el shell de PW que favorece la transferencia de carga
entre la nanoparticula de oro y el analito.

e Las plataformas SERS basadas en nanoparticulas core-shell combinan las

propiedades plasmonicas de las nanoparticulas de oro con las propiedades
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adsorbentes y de preconcentracion del analito de los materiales meso- y
microporosos, MCM48 y ZIF8. Estas alcanzan los menores limites de deteccion,
50 ppbV de DMMP y 76 ppbV de CEES, tiempos de respuesta <120s, y se
regeneran tras calentarlas a 200°C. Ademas, la homogeneidad de las nanoparticulas
core-shell permite que la sefial del material poroso se utilice como patron interno.

e Lamorfologiay propiedades de las nanoestructuras ordenadas de oro, preparadas por
procesos top-down, son facilmente modificables variando la profundidad de la
cavidad de silicio y el espesor de la capa de oro evaporada. En ambas estructuras,
simétricas y no simétricas, la mayor intensificacion del campo eléctrico se produce
en el espaciado superior entre nanoestructuras y aumenta al disminuir el tamafio de
este espaciado debido al acoplamiento de los plasmones de nanoestructuras
adyacentes. Ademads, las nanoestructuras no-simétricas de mayor tamafio se
comportan como una antena éptica amplificando la sefial. Estos resultados han sido
predichos mediante simulaciones FDTD y validados experimentalmente.

e Se ha encontrado mediante simulaciones FDTD que las micropiramides de
generacion GO y G1 recubiertas de plata pueden soportar modos plasmonicos de
superficie Edge Plasmon polaritons (EPPs) y breathing modes permitiendo que la
estructura se comporte como un resonador éptico. Con estas estructuras se ha podido
detectar hasta 10 M de paraoxon. Al depositar nanoparticulas de oro sobre las
micropiramides la sefial SERS es producto de la combinacién de tres modos
plasmédnicos: modos propagantes, acoplamiento particula-particula y particula-capa
metélica, lo que aumenta la sefial en dos dOrdenes de magnitud. Ademas, estas
estructuras tridimensionales permiten extender el area activa de adsorcion y SERS a

las tres dimensiones.
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General Conclusions

GENERAL CONCLUSIONS

The main objective of this thesis was the development of SERS substrates for the
detection and identification of organophosphorous compounds at low concentrations in
gas and liquid phase. The results obtained and their interpretation brought us to draw the

following conclusions:

e Silver nanoplates produce the higher enhancement of the electric field, in other
words, the highest Raman signals. Furthermore, the deposition of them onto graphite
allows to quench fluorescence signal due to non-radiative interactions. The direct
interaction between DMMP with silver, through the three oxygens of POz group,
allows to identify four vibrational bands of DMMP. The drawbacks of this SERS
platforms based on silver is their poor stability and the irreversibility of DMMP-Ag
interaction.

e Deposition of colloidal nanoparticles onto solid supports, by means of electrostatic
interactions, allows to prepare uniform SERS substates, RSD < 15%, and spacings
between nanoparticles lower than 10 nm where coupling of plasmon resonances
occurs.

e The direct UV-photosynthesis of gold nanoparticles coated with polyoxometalates,
POMs, is promoted by the preferential nucleation of Au® on the PDMS surface aided
by the POMs. This procedure allows to synthesize and deposit the nanoparticles in
one single step inside the PDMS microchannels.

e The weak interaction between DMMP and affinity agents allows to reach recyclable
sensors. DMMP interacts with citrate ions via hydrogen bonding. POMs trap
paraoxon-methyl molecules through =-r interactions. In addition, the AUNP@PW
dispositive reaches higher SERS signals than AuNP@PMo dispositive due to a
strong and irreversible interaction between PW and paraoxon. This interaction is
boosted by charge transfer between the gold nanoparticles and analyte.

e SERS platforms based on core-shell nanoparticles combines plasmonic properties of
gold nanoparticles with sorbent and preconcentration capacities of micro- and
mesoporous materials, MCM48 and ZIF8. These platforms achieve the lowest limit
of detection, 50 ppbV of DMMP and 76 ppbV of CEES, the faster response time

< 120 s, and could be reusables after heating at 200°C. In addition, the homogeneity
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Capitulo IX

of the core-shell nanoparticles allows to use the signal from the porous sorbents as
internal standards eliminating signal fluctuations.

e The ordered gold nanostructures, surrounding the tip of nano-wedges, are highly
tuneable by means of the silicon depth of the rhombic cage and by varying the
thickness of the sputtered Au layer. FDTD simulations, validated by experimental
results, for symmetric as well as asymmetric Au nanostructures upon predict that the
enhanced electric field increases reduction of the gap. In the case of symmetric Au
nanogaps, the SERS effects arise mainly at the gap between the Au nanoflaps and for
asymmetric Au nanostructures the electric field enhancement is the highest close to
the Au nanostructure with the largest cross-sectional size due to the antenna effect.

e It has been founded by FDTD simulations that generation GO and G1 of
micropyramids coated with silver thin film support surface plasmon modes as Edge
Plasmon polaritons (EPPs) and breathing modes allowing the whole microstructure
to act as optical resonator able to detect up to 108 M of paraoxon-methyl. By
depositing gold nanoparticles onto the silver micropyramids the SERS signals are
product of the combination of three plasmonic modes: surface propagating modes,
particle-particle coupling and particle-metal layer which increases the signal by two
orders of magnitude.
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Anexos

ANEXO I. Equipos y técnicas de caracterizacion

a. Microscopia electronica de transmision (TEM)

La Microscopia Electronica de Transmision (TEM, de sus siglas en inglés
Transmision electron microscopy) fue utilizada para analizar la morfologia y estructura
de las nanoparticulas sintetizadas. EI TEM es un equipo que aprovecha los fendmenos
fisico-atdbmicos que se producen cuando un haz de electrones suficientemente acelerado
colision con una muestra delgada convenientemente preparada. Cuando los electrones
colisionan con la muestra, en funcion de su grosor y del tipo de atomos que la forman,
parte de ellos son dispersados y parte atraviesan la muestra. Todos ellos son conducidos
a unas lentes para formar una imagen final sobre una CCD. La informacion que se obtiene
es una imagen con distintas intensidades de gris que se corresponden al grado de
dispersion de los electrones incidentes.

El microscopio TEM utilizado fue un TECNAI T20 de FEI Company. EI TECNAI
T20 tiene una fuente de electrones de filamento LaBs, capaz de trabajar con voltajes de

aceleracion entre 80 y 200 kV y una resolucion de 0,24 nm.

Los analisis de composicién de la muestra se realizaron usando la técnica barrido-
transmision (STEM) y el equipo TECNAI F30 de FEI Company, capaz de trabajar entre
200y 300 kV y con una resolucion de 0,19 nm.

Las muestras se prepararon tomando una gota de la solucidn de nanoparticulas, segln
el caso habré que diluirlas, y depositandola sobre una rejilla de TEM. La rejilla se deja
secar a temperatura ambiente durante 12 horas cubierta por una placa Petri de plastico.

Las rejillas usadas fueron rejillas Cu 200 Mesh con capa de Formvar/Carbon.

Los cortes transversales realizados a los dispositivos de PDMS recubiertos de
nanoparticulas en el capitulo 1V se realizaron con el crio-ultramicrotomo EM FC7 de
Leica a -120 °C. Los cortes se realizaron sin embutir el dispositivo en resina. Los cortes
con un grosor entre 50-70 nm se depositaron sobre una rejilla de Cu 300 Mesh y se
observaron al T200 a 200 kV.
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Las imagenes obtenidas de TEM fueron tratadas y analizadas con el software IMAQ
Vision Builder para obtener datos del tamafio promedio de las nanoparticulas, utilizdndose
siempre para este fin las mediciones de al menos 100 particulas (N > 100).

b. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La Microscopia Electrénica de Barrido (SEM, de sus siglas en inglés Scanning
electron microscopy) fue utilizada para analizar la distribucion y la densidad de particulas

depositadas sobre los sustratos SERS.

El SEM ofrece un amplio rango de informaciones procedentes de la superficie de la
muestra. Su funcionamiento se basa en barrer con un haz de electrones un érea de la
muestra y en funcion del detector que seleccionemos obtendremos una determinada

informacidn de la superficie esta.

- Detector de electrones secundarios (SE) ofrece imagenes en blanco y negro de la

topografia de la superficie examinada. Es la sefial que ofrece mayor resolucion.

- Detector de retrodispersados (BSE) ofrece una imagen de la superficie, pero de

menor resolucion. Su ventaja consiste en que es sensible a las variaciones en el
nimero atémico de los elementos presentes en la superficie.

- Detector de rayos X (EDS) recibe los rayos X procedentes de cada uno de los

puntos de la superficie sobre los que pasa el haz de electrones. Como la energia
de rayos X es caracteristica de cada elemento podemos obtener informacion

analitica cualitativa y cuantitativamente de las areas que analizamos.

El microscopio SEM utilizado fue un SEM-FEG INSPECT F50, de FEI Company.
Este equipo esta acoplado a los tres detectores anteriormente descritos. En general, las

imagenes SEM de esta tesis se tomaron a un voltaje de 20 kV y un spot size de 3.5.

En general, las muestras no requirieron de ninguna preparacién previa, solo se les
hizo un puente de carbono de union con el holder del SEM para disipar los electrones y
que no se acumulen en la superficie, puesto que muchos de los soportes SERS no son
conductores. Este puente nos permite obtener imagenes mas nitidas y con mayor
resolucion. En el caso particular de la observacién de los microdispositivos poliméricos,
estos se recubrieron con 20 nm de carbono, previamente a su introduccion en el

microscopio. La metalizadora utilizada fue una Leica EM ACE200.
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Las imagenes obtenidas de SEM fueron tratadas y analizadas con el software Image J
para obtener datos de la densidad de nanoparticulas sobre la superficie, utilizdndose
siempre para este fin datos de al menos cinco imagenes SEM.

c. Dual Beam SEM-FIB

El microscopio de doble haz integra las prestaciones de un microscopio electronico
de barrido de emision (FESEM) con un microscopio de iones de Galio focalizados (FIB).
Un FIB es muy similar a un SEM, sin embargo, en lugar de electrones utiliza un haz de
iones de Ga*. Los iones Ga* son mas pesados que los electrones por lo que interaccionan

mas fuertemente con la muestra, pero con una penetracién menor.

Este equipo se utilizd para preparar muestras ultrafinas o lamelas para TEM de la
seccidn transversal de las estructuras 3D utilizas como sustratos SERS en los capitulos
Vly VIl

d. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La Microscopia de Fuerza Atomica (AFM, de sus siglas en inglés Atomic Force
microscopy) fue utilizada para analizar la topografia y rugosidad de determinados

recubrimientos.

En el AFM se barre la superficie de la muestra con una punta afilada situada en el
extremo de una palanca flexible manteniendo constante una pequefia fuera de interaccion.
El movimiento de barrido lo realiza un escaner piezo-eléctrico, y la interaccion
punta/muestra se monitoriza reflejando un laser en la parte trasera de la palanca que se
recoge en un detector fotodiodo. El fotodiodo estd dividido en 4 segmento, y las
diferencias de voltaje entre los distintos segmentos determinan con precision los cambios

en la inclinacion o amplitud de oscilacién la muestra.

Las medidas se realizaron con un equipo de AFM Multimode 8 en modo tapping de
Veeco-Bruker. EI modo tapping mide la topografia tocando intermitentemente la
superficie de la muestra con una punta oscilante. Se eliminan de este modo las fuerzas
laterales y de presion que puedan dafar las muestras. La punta utiliza fue una OMCL-
AC240TN-W?2 de Olympus.
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Las imagenes de AFE fueron tratadas y analizadas con el software Gwyddion 2.45,
para obtener datos de la densidad de nanoparticulas sobre la superficie, grosor de las capas
y rugosidad, utilizandose siempre para este fin datos de al menos cinco imagenes de AFM.

Los andlisis de microscopia se realizaron en el Laboratorio de Microscopias
Avanzadas (LMA) del Instituto de Nanociencia de Aragén — Universidad de Zaragoza.
Agradecemos al LMA el acceso a los instrumentos, y a los técnicos su paciencia y

experiencia.

e. Espectroscopia UV-VIS-NIR

La espectroscopia ultravioleta-visible-infrarrojo cercano (UV-VIS-NIR) se emple6
para evaluar la adsorcion de la luz de disoluciones y sustratos SERS en el rango del
ultravioleta, visible e infrarrojo cercano. Este dato nos ayuda a seleccionar la longitud de

onda del Raman maés adecuada para iluminar los sustratos SERS.

Las medidas de adsorcidon de las disoluciones de nanoparticulas se realizaron con el

espectrofotdmetro V-670 de Jasco en el rango de longitudes de onda de 300 a 1000 nm.

El equipo utilizado para las medidas de adsorcion del sustrato SERS (SPR, de sus
siglas en inglés Surface Plasmon Resonance) dependieron de la naturaleza del soporte de

este.

- Soporte de Si/SiO,. Se midié con el espectrofotdmetro Varian Cary 50 en el

rango de 300 a 1000 nm. Este equipo tiene una configuracién de medida en
transmitancia, es decir, se recoge la luz que atraviesa la muestra y que el propio
equipo la transforma en espectro de adsorcién. Para ello, la muestra/soporte debe
dejar pasar la luz. En nuestro caso, el sustrato SERS se prepard sobre un soporte
de pyrex (4 mm x 8 mm), misma naturaleza y comportamiento que el SiO2/Si
pero trasparente en este rango de longitudes de onda. El protocolo de preparacion
del sustrato SERS sobre pyrex fue el mismo que se siguié para depositar cada
nanoparticula sobre Si/SiO2. Antes de medir el sustrato SERS, se midi6 el
espectro de un sustrato pyrex sin nanoparticulas que se utilizé como linea base.

- Microdispositivos de PDMS. Se cortaron y midieron directamente con el equipo

Varian Cary 50 en el rango de 300 a 1000 nm. Antes de medir el microdispositivo
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SERS, se midio el espectro de una plancha de PDMS sin nanoparticulas que se
utilizé como linea base.

- Soportes de acero, grafito o capas finas continuas de metales sobre

estructuras 3D se utilizd el espectrofotometro V-670 de Jasco con el accesorio
de reflectancia difusa (DR) ISV-722, que tiene una esfera integradora de 60 mm.
El sustrato SERS se coloca en un soporte en la ventana de la esfera integradora,
podemos medir el espectro reflectado por el sélido, que el propio equipo
transforma matematicamente a transmitida o absorbancia. Como material de
referencia o “blanco” se utilizo BaSOs4, un material usado como blanco de
medidas de reflectancia [456-458].

Los sustratos SERS con soporte de SiO2/Si no se pueden medir con la esfera
integradora puesto que se produce el efecto optico de interferencia de Fabry-Pérot o
resonador optico [459-461]. En dptica un interferometro de Fabry-Pérot, normalmente,
estd constituido por una placa con dos superficies reflectantes o dos espejos altamente
reflectantes. En nuestro caso la capa de SiO> de 1 pm depositada sobre la oblea de Si.
Cuando se mide su espectro de adsorcion en funcién de la longitud de onda se observa
una oscilacién sinusoidal (Figura A.l.1). La variacion en la funcion es debida a las
sucesivas reflexiones de la luz entre las superficies y depende de la longitud de onda, del

angulo de incidencia de la luz, el grosor de la capa y el indice de refraccion del material.
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Figura A.1.1 Espectro de SiO,/Si debido a la interferencia de Fabry-Pérot

f. Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

Para evaluar la funcionalizacion de las particulas y los recubrimientos SERS a través

de los grupos funcionales se utilizd la espectroscopia infrarroja por transformada de
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Fourier (FTIR) con un equipo Vertex 70 de Bruker, que tiene un rango de espectral de
6000 a 400 cm™. El equipo cuenta ademas con un microscopio HYPERION para realizar
medidas de FTIR con mayor sensibilidad y resolucién espacial.

Las medidas se realizaron con la configuracion reflectancia total atenuada (ATR de
sus siglas en inglés, Attenuated total reflectance) con el médulo MKII Golden Gate ATR

en el rango espectral de 4000 a 700 cm™. Cada espectro es el promedio de 40 scans.

g. Andlisis termogravimétrico (TGA)

Con el fin de evaluar el comportamiento de determinados materiales y compuestos
en funcion de la temperatura se llevo a cabo el analisis termogravimétrico (TGA).
Ademaés, se utilizd para determinar la temperatura de desorcién de los agentes

neurotoxicos de los materiales adsorbentes.

Los analisis se realizaron con una termobalanza TGA Q5000 de TA Instruments, que
cuenta con un auto-muestreador. Los experimentos se realizaron entre 25 y 600 °C, en

una atmosfera de N2 y con una rampa de calentamiento de 2 °C/min.

h. Adsorcién de N2

Las areas superficiales, volumen y tamafio de poro de los materiales mesoporosos se
han medido con un equipo TriStar 3000 y de los materiales microporosos con un equipo
ASAP2020, ambos de Micrometics. Las muestras se sometieron a un proceso de

desgasificacion a vacid a una temperatura de 200 °C durante 8 h previo a la medida.

Los datos obtenidos fueron tratados y analizados con el software MicroActive v4.03
de Micrometrics. Se determing el area superficial especifica mediante el ajuste lineal de
la isoterma al modelo de Brunauer-Emmet-Teller (BET) en el rango de presiones de 0.05
a 0.20 P/Po y utilizdndose al menos cinto puntos de la isoterma en dicho rango. Para
determinar la distribucion de tamafios de poro se utiliz6 el método basado en la Teoria
del Funcional de la Densidad (DFT, de sus siglas en inglés density functional theory). El
modelo DFT se basa en modelos termodinamicos entre adsorbato y superficie.
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i. Dispersion dinamica de la luz y Andlisis de Potencial Z

El diametro hidrodindmico de las nanoparticulas, asi como su carga superficial se
midi6 usando la técnica de dispersion dindmica de luz (DLS) y el anélisis de Potencial Z
mediante analisis de fase de dispersion de luz (ZetaPALS), respectivamente. Para ambas
medidas se utilizo el equipo Brookhaven 90 Plus. Para poder realizarse las medidas las
disoluciones deben ser estables y con una dilucién adecuada, y para el uso del potencial
Z, ademas, deben tener suficiente carga idnica. En caso de no alcanzarse la conductividad
minima se afiadié KCI 1 mM.

J. Espectroscopia de Emisién Atomica con plasma inducido por microondas (MP-
AES)

El rendimiento de la sintesis de nanoparticulas de oro se midio por espectroscopia

de emisién atomica con plasma inducido (MP-AES).

Al finalizar la reaccién las nanoparticulas se centrifugaron a 21000 rpm durante 20
min y se recogid el sobrenadante. El sobrenadante contiene los reactivos sin reaccionar y
esto fue lo que se analiz6 por MP-AES. Se prepararon disoluciones para la calibracion a
partir de patrones comerciales de oro y se les afiadio citrato de sodio 0,1% en peso para
simular las mismas condiciones que el sobrenadante de la sintesis. Estas disoluciones
(calibrado y muestra) se alimentaron a un equipo 4200 MP-AES de Agilent. Las
disoluciones fueron succionadas por una bomba periestaltica y alimentadas a una cdmara
de nebulizacion ciclonica de pyrex para generar una niebla que fue conducida al plasma.
La emision de este plasma a 267,595 nm se detectd y relaciond con los valores de
concentracion de Au®" sin reaccionar, y este con el rendimiento de la reaccion de

reduccion de Au®t a AC.

k. Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS)

Se ha utilizado la espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) para estudiar la
composicion superficial de los dispositivos poliméricos recubiertos de nanoparticulas
estabilizas con POMS, AUNP@POM.

El equipo utilizado es un espectrometro de fotoelectrones AXIS Ultra DLD de Kratos
Analytical. El equipo utiliza una fuente monocromatica de Al (Ka = 1486,6 eV)
trabajando a 15 kV y 10 mA. Las muestras se dejaron a vacio en una precamara a
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temperatura ambiente antes de los andlisis. Los espectros obtenidos se analizaron con el
software CasaXPS, ajustando las curvas con sumas de funciones Lorentzianas y

Gaussianas previa sustraccion de la linea base.

. Perfilometria

El grosor de las capas finas se caracterizo mediante perfilometria utilizando el equipo

P-6 Stylus Profiler de la marca comercial KLA Tencor.

m. Angulo de Contacto

El angulo de contacto se ha medido para conocer la mojabilidad de los sustratos
SERS. El &ngulo de contacto se refiere al &ngulo que forma la superficie de un liquido al
entrar en contacto con un sélido. El valor del angulo de contacto depende principalmente
de la relacién que existe entre las fuerzas adhesivas entre el liquido y el solido y las
fuerzas cohesivas del liquido. Cuando las fuerzas adhesivas con la superficie del solido
son muy grandes en relacion con las fuerzas cohesivas, el d&ngulo de contacto es menor

de 90°, teniendo como resultado que liquido moja la superficie.

El equipo utilizado es un ATTENSION THETA200Autol equipado con una camara
CCD. La fuente de luz esta situada en frente de la cAmara. Este equipo nos permite
conocer el angulo de contacto estatico. Para ello, con la jeringuilla Hamilton® que lleva
acoplada el equipo, una gota de agua de 6 uL (1 mm de diametro) se coloca sobre la
superficie del sustrato SERS. Cuando se alcance el “equilibrio” se realizara la lectura del
angulo de contacto adquiriendo imagenes con la camara CCD que luego son procesadas

por el propio software del equipo.
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ANEXO Il. Protocolo de medida del Factor de Aumento
Analitico (AEF)

a. Medida en condiciones Raman de la disolucion de referencia

Se coloca una gota de 2 pL de la disolucion de referencia sobre un soporte de SiOo.

A continuacion, se enfoca el objetivo dptico junto al borde de la gota, hacemos maximo
el pico del silicio desplazado a 519 cm™. Una vez enfocado nos elevamos en eje-z y
movemos el objetivo dentro de la gota. Tomar la precaucion de que el objetivo no toque
la gota, sobre todo con el de 785 nm que tiene la menor distancia de trabajo. Una vez
situados dentro de la gota, maximizamos la sefial dentro del volumen muestreado,
desplazandonos en el eje-z hasta que la intensidad sea maxima, y tras ello, ajustamos la
potencia subiéndola y bajandola hasta alcanzar, nuevamente, la maxima sefial de la
molécula. En el caso de que durante el enfoque o la medida la disolucion se evapore,
repetiremos el procedimiento, puesto que es necesario que la medida sea en fase liquida.
La Figura A.Il.1 muestra un esquema de las etapas mas importantes del proceso de

medida de la disolucion de referencia en condiciones Raman.

(1) 2pL disolucion (2) Enfocar el soporte (3) Enfocar gota y
molécula referencia maximizar sefial Raman

w -

Soporte SiO, Soporte Si10, Soporte SiO,

Figura A.11.1 Protocolo de medida de la disolucidn de referencia en condiciones Raman para
el calculo del AEF.

La medida se repetira 5 veces, calculando la media y la desviacién estandar. Este
valor de intensidad media seré el utilizado como Iraman €n la ecuacion del AEF, Ecuacion
2.4 (pag. 50).

Los espectros obtenidos para R6G en cada una de las condiciones se muestran en la
Figura A.11.2, y los espectros de 4-NBT en la Figura A.11.3.
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(b) 633 nm. 15 mW, 50x, 10 s (1)

(a) 532 nm, 0,38 mW, 50%, 1s (1)
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Figura A.11.2 Espectros de la R6G 1mM adquiridos en condiciones Raman con las
longitudes de onda de excitacién de (a) 532 nm, (b) 633 nmy (c) 785 nm. Sobre cada grafica
se indica el objetivo, potencia del laser, tiempo de adquisicion y nimero de acumulaciones
(entre paréntesis). Sombreada aparece la banda utilizada en el calculo del AEF, 1510 cm™,

stretching del enlace P-C.
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Figura A.11.3 Espectro del 4-NBT adquirido en condiciones Raman. Condiciones de medida:
longitud de onda de excitacién 785 nm, objetivo 20x, potencia del laser 50mW y tiempo de
integracion 50 s. En negro el espectro del 4-NBT puro. Sombreada aparece la banda utilizada
en el calculo del AEF, 1338 cm, stretching simétrico del enlace NO,, el resto de las bandas
pertenecen al etanol.

b. Medida en condiciones SERS de la disolucién de referencia

La Figura A.11.4 muestra un esquema resumen del protocolo de medida del AEF en
condiciones SERS. En primer lugar, el sustrato SERS se incuba en 2 mL de una
disolucion 1 uM de la molécula de referencia durante 12 h. Transcurrido ese tiempo, se
lava con agua destilada o etanol absoluto, dependiendo del solvente de la disolucion, y se
deja secar al aire. Cuando esta seco se lleva al equipo Alpha 300 para comenzar con las
medidas. Una vez enfocado el objetivo Optico, se maximiza la sefial SERS de la molécula
desplazandonos ligeramente en el eje-z, y subiendo y bajando la potencia del laser. Tras
alcanzar el méaximo de sefial, pasamos a optimizar el tiempo de adquisicion del espectro

hasta conseguir los espectros mas nitidos.

(1) Incubar sustrato (2) Aclarar y secar (3) Enfocar y maximizar
SERS durante 12 h seflal Raman
=}
B
— 2
e
— (®)
— w/
Sustrato
SERS Sustrato SERS

Figura A.11.4 Protocolo de medida de la disolucidn de referencia en condiciones SERS para
el célculo del AEF.

Se mediran 3 sustratos SERS realizando entre 3 y 4 areas de alrededor
250 um x 150 um y 100 espectros/area en cada uno de ellos, se promediaran y se
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calculara la desviacion estandar. Este valor de intensidad promedio sera el valor de Isgrs

de la ecuacion del AEF, Ecuacion 2.4 (pag. 50).

Para un mismo sustrato SERS las condiciones de medida en el calculo del AEF no
tienen por qué ser las mismas que las utilizadas en la caracterizacion de las capacidades
deteccion SERS de los diferentes analitos, teniendo que volver a optimizarlas en la

caracterizacion de las capacidades de deteccion.
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ANEXO I11. Planos de la celda de gases
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ANEXO IV. Métodos de deposicién o recubrimiento

A continuacion, se detallan los distintos métodos de deposicion con los que se han
depositado las nanoparticulas sobre los soportes SERS, en busca de una deposicion

homogénea y reproducible.

a. Deposicion capa-sobre-capa (Layer-by-Layer)

Esta técnica se utiliz6 para preparar algunos de los sustratos SERS descritos en esta
tesis. Los recubrimientos de nanoparticulas obtenidos se caracterizan por su

homogeneidad y reproducibilidad.

La técnica de deposicion de capa-sobre-capa (LbL, de sus siglas en inglés Layer-by-
layer) es la técnica mas utilizada para el autoensamblado secuencial de capas con
diferente carga electroestatica. EI método LbL es simple y versatil, haciendo posible el
control del espesor de la capa, morfologia y funcionalidad con una excelente precision y

trabajando en condiciones ambientales.

La técnica LbL se basa en la atraccion electroestatica entre las cargas eléctricas de
las moléculas o nanoparticulas que forman cada monocapa (Figura A.1V.1). La formacion
del ensamblado multicapa implica la consecutiva adsorcion de moléculas ionicas
positivas 0 negativas que se encuentran en unos adecuados electrolitos, y es
autorregulable, puesto que una vez la capa esta “saturada” de moléculas de una
determinada carga se detiene el ensamblaje. LbL también puede formarse mediante

enlaces de hidrogeno, enlaces covalentes, asi como otras diversas interacciones.

Figura A.1V.1 Esquema de una bicapa autoensamblada electroestaticamente.

Dentro del autoensamblado electroestatico existen diferentes técnicas LbL como

LbL por inmersion o LbL por spray que varian en las condiciones en las cuales el sustrato
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es expuesto a los polielectrolitos. En nuestro caso hemos utilizado el LbL por inmersion,

el proceso de manera genérica conlleva varios pasos, los cuales se enumeran a

continuacion:

o a ~ wDn

Sumergir el soporte SERS en el electrolito cationico (+). En nuestro caso una
disolucion 0,2% v/v en agua de cloruro de poli(alildimetilamonio) (PDDA, 20%
en peso).

Lavado con agua.

Secado del soporte.

Sumergir en la solucién de nanoparticulas (-).

Lavado del sustrato.

Secado del sustrato SERS.

b. Recubrimiento por rotacion “Spin coating”

El proceso de recubrimiento conocido como spin coating consiste en cubrir con una

disolucion del material deseado un sustrato mientras este rota y por accion combinada de

la fuerza centripeta y la tension superficial de la disolucion, el liquido se extiende

formando una pelicula homogénea, y tras evaporarse deja el material formando un

recubrimiento homogéneo. Este proceso consta de tres etapas [180,181]:

i)

i)

Adicion de la solucion o suspension, donde se afiade una cantidad suficiente
de liquido con el material a depositar como para que cubra la totalidad del
sustrato.

Reduccion de la pelicula dominada por el flujo del fluido, donde, por efecto
de la fuerza centripeta, al aumentar la velocidad de rotacion, la capa de
liguido se va haciendo mas fina y uniforme. El espesor final y la
homogeneidad de la cobertura depende tanto de la velocidad alcanzada como
de la rampa de aceleracion utilizada para conseguirla.

Evaporacion del solvente, etapa final en la cual manteniendo esa velocidad
la combinacion de flujo de liquido y la evaporacion del disolvente dejan solo
una fina capa de material de recubrimiento. En funcion del funcién del
disolvente utilizado y su volatilidad, la segunda y tercer etapas pueden ocurrir
por separado, pero en la mayoria de las situaciones estas etapas ocurren

simultaneamente.

265



Anexos

A continuacidn, se resume la optimizacién del depo6sito por spin coating de la capa
de PDDA sobre SiO2/Si y cémo influye en el posterior LBL de las AUNP@citrato, y el
depdsito de nanoparticulas de silice sobre SiO2/Si.

i.  Optimizacion recubrimiento de PDDA

La Figura A.1V.2 muestra como al aumentar la concentracion de la disolucion de
PDDA y reducir la velocidad de espineado de la misma aumenta la densidad del
recubrimiento de AuNP@citrato depositadas, posteriormente, por interacciones

electroestaticas.

(a) Influencia de la concentracion de PDDA. Condiciones 3000 rpm, 60 s

0,05 % viv 0,1 % viv

i Pl Yon o

577 £68 578 £33 777 £63
AuNP@citrato/pm? AuNP@citrato/pm? AuNP@citrato/pm?

(b) Influencia de la velocidad de espineado. Condiciones PDDA 0.2% v/v, 60 s

A

777 £ 63 722 +95 Cy 6D
AuNP@citrato/pm? AuNP(@citrato/pum> AuNP@citrato/pm?

Figura A.1V.2 Influencia de (a) la concentracion de PDDA 'y (b) la velocidad de espineado
en la densidad de nanoparticulas AUNP@(citrato sobre SiO>/Si. La densidad de nanoparticulas
se calculd a partir de 10 iméagenes SEM de cada condicion.

ii.  Optimizacion recubrimiento MCM48

Al disminuir la concentracion de Au@MCMA48 se pasa de tener una multicapa a no
formarse la monocapa, Figura A.1V.3a. Al disminuir el volumen de nanoparticulas, para
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una concentracion dada, se pasa de multicapa a monocapa, Figura A.IV.3b. Al aumentar
la velocidad de espineado se pasa de no formarse la monocapa, a multicapay, finalmente,
para altas velocidades tampoco se forma la monocapa, Figura A.1V.3c.

(a) Influencia de la concentracion de nanoparticulas. Vg4, 25 UL, 1000 rpmy 60s

1,7% en peso - 1.0% en peso - 0.5% en peso - 0.25% en peso -
multicapa multicapa no monocapa Nno monocapa

10 pL -no
monocapa

(c) Influencia dela velocidad de espineado. V..., 25 UL, 1.7% en pesoy 60s

250 rpm— | 500 rpm — 750 rpm — 1000 rpm 1500 rpm 2000 rpm
no no multicapa multicapa no no
monocapa | monocapa monocapa monocapa

Figura A.1V.3 Influencia de (a) la concentracion de Au@MCM48, (b) el volumen
dispersado y (c) la velocidad de espineado en la densidad de nanoparticulas Au@MCM48
depositadas por spin coating sobre un soporte de SiO/Si.

c. Deposicidn por Sputtering

Esta técnica se utilizd6 para fabricar las nanoestructuras de oro sobre las

nanotrincheras de silicio en el Capitulo 6.

La pulverizacion catodica o sputtering es un proceso fisico en el que se produce la
vaporizacion de los dtomos de un material s6lido denominado “blanco” mediante el
bombardeo de éste por iones energéticos. El sputtering esta causado principalmente por

el intercambio de momento entre los iones y los atomos del material, debido a colisiones.
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Algunos factores que influyen en el rendimiento son la energia de los iones incidentes,

sus masas Y las de los atomos del blanco y la energia del enlace del sélido.

Los iones para el proceso de sputtering se obtienen de un plasma que se genera en el
interior del equipo de pulverizacion. Los atomos pulverizados, aquellos expulsados a la
fase gaseosa, no estan en su estado de equilibrio termodindmico. Por tanto, tienden a
condensarse al chocar con la superficie del sustrato o con cualquier superficie de la
camara de pulverizacion (Figura A.I1V.4). Esto tiene como resultado la deposicion del
material pulverizado en todas las superficies y angulos del sustrato, se trata, por tanto, de
un proceso de recubrimiento no direccional. También es posible depositar materiales
compuestos utilizando blancos elementales con gases reactivos. Por ejemplo, se depositan
Oxidos y nitruros de metales utilizando atmosferas reactivas de oxigeno y nitrégeno,

respectivamente.

Gases

Blanco

v
Flujo iones U —

a4 4 -
Plasma ). v / T\\ Fuente de alta

Atomos I . ( . tension (1-10kV)
oectados | o +
Sustratos -~ } A =

e o,
Anodo Sistema =
de vacio

Figura A.1V.4 Esquema del equipo de deposicidn por pulverizacion catddica o sputtering

d. Evaporadora por Haz de Electrones

Esta técnica se utiliz6 para depositar las capas continuas de plata sobre los sustratos
3D del Capitulo 7.

Esta técnica esta basada en el calentamiento producido por el bombardeo de haz de
electrones de alta energia sobre el material a depositar. El haz de electrones es generado
mediante un cafion de electrones, el cual utiliza la emision termoidnica de electrones

producida por un filamento incandescente (catodo). Los electrones emitidos, en forma de
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corriente eléctrica, son acelerados hacia un anodo mediante una diferencia de potencial

muy elevada (kilovoltios). El anodo es el crisol donde se encuentran las pepitas del metal.

Debido a la posibilidad de focalizar los electrones es posible un calentamiento muy
localizado sobre el material a evaporar, y con un a alta densidad de potencia de
evaporacion. Esto permite un control de la velocidad de evaporacion, y, sobre todo, la
posibilidad de depositar metales de alto punto de fusion. En la Figura A.1V.5 aparece un
esquema del equipo de evaporacion por bombardeo electronico Edwards auto-500 de
BOC Edw utilizado para evaporar las capas metéalicas.

Sustrato -__
T .-~ Haz de e-
Flujo de Ad 1
vapor B .\ | ‘/ \/_
\\ __Canon de
Crisol |77~ < electrones
Refrigeracion (L?;:ZT;

Fuente de alta
tension (1-10 kV)

Figura A.1V.5 Esquema del equipo de evaporacién por haz de electrones

Las condiciones de evaporacion dependen del metal a depositar:

- Capas finas de plata: vacio inicial 3 x 10”7 mbar; intensidad del haz 30-32 mA,;

voltaje de aceleracion 5,3 kV.
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ANEXO V. Concentracion de DMMP expresada como presion

relativa

La presion total de una mezcla es igual a la suma de las presiones parciales de sus
componentes, asumiendo que los gases no tienen reacciones quimicas entre ellos, la ley

de presiones parciales de Dalton se define como:

P, =x;-Pr Ecuacion A.V.1

Donde Pi y xi representan la presion parcial y la fraccion molar del i-ésimo

componente en la mezcla, respectivamente, y Pt es la presion total.
Y usando la concentracion en base volumétrica de cada componente de la mezcla:
P, =C; Py
Donde Cjes la concentracion del componente i.
Por ejemplo, para la concentracion de 2.5 ppmV at 25°C and 1 atm.

2.5 uL B
Py s = —5 107¢-101325 Pa = 0.25 Pa

Considerando que la presién de saturacion del DMMP a 25°C es 109 Pa:

P,s 0.25Pa

= =2,32x1073
P, 109 Pa

Para las demés concentraciones ver Tabla A.V.1:

Tabla A.V.1 Presion de vapor de las diferentes concentraciones de DMMP alimentadas a la
plataforma Au@Ag@ZIF8

Concentracion

(ppbV) Ppmwmr (Pa) Povme /Po
2500 2.5x 107! 23 % 103
900 9.1 x 107 8.4 x 10
500 5.1x 107 46 %10
23t 2.5 %10 2.3 x 10
100 1.0x 107 93 % 10°
45,2 4.6 x 107 4.2 % 107
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ANEXO VI. Numero de moléculas de paraoxon-metil en el area

escaneada de los sustratos SERS con micropiramides G1

Numero de moléculas en la disolucién de incubacién 10 M

mol moleculas
C (_> : VOlumendisoluci(m incubaciom (L) : Num.Avogrado <—>
L mol
B mol moleculas
=1x10"18 (—) -0,025 L - 6,023 x 10?3 (—)
L mol

= 15057 moléculas
Y para el resto de las concentraciones de paraoxon estudiadas:

Tabla A.VI1.1 Numero de moléculas en las disoluciones de incubacion de paraoxon.

NUmero de ,
. . : Numero de
Concentracion ;i moléculas en la : )
P . i moléculas por
paraoxon : disolucionde : ,
s ., i drea escaneada
i incubacién
10°M i 1510 | 225101
10°M i 1510° i 225100 |
102M ¢ 1510° | 225107
10°M 15100 i 225.10%
10*M | 1510 23

Distribucién de las moléculas sobre el sustrato SERS con micropiramides G1

- Areatotal del sustrato SERS = 0,2 cm?

- Area muestreada con el Raman = 200 pm x 150 um = 3 x 10* um?
Asumiendo una distribucion homogénea de las moléculas sobre todo el sustrato G1:

Area del sustrato 02X 108 um?

NQ areas = = 666 areas

Areamapeada 3 x 10* um?

Moléculas en la disolucion de incubacion _ 15057 moleculas _ 23 moléculas

namero de areas en el sustrato 666 areas drea
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Superficie expuesta en la parte superior de las micropiramides G1 (Figura A.VI1.1).

(@)

7.7 pm

‘5\>

1 pm

Figura A.V1.1 Dimensiones de la micropirdmide G1

El espaciado entre microestructuras G1 es de 20 pm, por lo que cada 400 pm? habra

una micropiramide G1

area total del sustrato SERS
area ocupada por una micropiramide G1

N2 micropiramides G1 =

0,2 - 108 um? . .
= —————— = 5-10* micropiradmides G1

pm?
400 771

Teniendo en cuenta las dimensiones de la Figura A.VI.1, la longitud del apotema es

€es:

2

5 51
ap= |[3,74+ (7> =45um

Y el Area expuesta en una micropiramide:

pm?

area expuesta _ (5,1 X 4,5

X 4 =4
1C > ) caras 6,9

micropiramide G1

Finalmente, el area expuesta total es:

. .. 2
, micropiramides G1 um

5-10 = 2,3 - 105um?

sustrato SERS " micropirdmide G1
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Moléculas necesarias para formar la monocapa sobre la microestructura G1

La molécula de paraoxon tiene una cross-section de 0,2 nm? [442]. Asumiendo la
adsorcion del paraoxon en un empaquetamiento hexagonal sobre la superficie de Ag cada

molécula ocupara un area de 0,65 nm?,

N® moléculas paraoxon para llenar la monocapa

area expuesta/micropiramide G1 2,3 -10°um®

area ocupada/molécula paraoxon 0,65 - 10~6um?

= 3,6 - 1012 moleculas de paraxon

La Tabla A.VI.1 muestra el nimero de moléculas presentes en cada una de las
disoluciones de paraoxon estudiadas. Con las moléculas presentes en la disolucion de
concentracion 10° M podriamos formar la monocapa, incluso tendriamos un exceso de
moléculas. Mientras que para la siguiente concentracion estudiada 102 M tenemos un

defecto de estas, dejando zonas de la parte superior de la micropirdmide sin cubrir.

Estimacion del area expuesta en las aristas de las micropirdmides G1.

Teniendo en cuenta las dimensiones de la Figura A.V1.1, la longitud de la arista es:

Consideramos que la zona con mayor cantidad de defectos tendria un grosor de 2 nm

sobre la arista:

area expuesta (hot spot) ) .
= aristas caras laterales + aristas de la base

micropiramide G1

= ((5,17 um x 2 - 103 um) X 4 aristas laterales)
2

m
+ ((51um x 2-10% um) X 4 aristas base) = 0,08 MGl
Por tanto, el area total cubierta de hot-spots es:
micropiramides G1 m?
5-10* P a = 4-103um?

x 0,08 —
sustrato SERS micropiramide G1

Y el nimero de moléculas necesario para cubrirla:
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N° moléculas paraoxon para cubrir las aristas

area expuesta/micropiramide G1 4 -10%um?

area ocupada/molécula paraoxon 0,65 - 10~6um?

= 6,1-10° moleculas de paraxon

En este caso con la disolucion de 101° M ya tendriamos formada la monocapa de

moléculas de paraoxon que se excita con los Edge plasmon polaritons (EPPs)
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