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Resumen

En este trabajo se realiza una investigacion para fabricar sustratos tipo
SERS por sus siglas en inglés (Surface Enhanced Raman Spectroscopy), que
puedan ser empleados en la deteccion de compuestos. En este trabajo de
investigacion ese compuesto fue la glucosa. Se realizaron diversas
experimentaciones en las cuales se vario el solvente (Agua destilada, DMF, Agua
destilada-DMF), la distancia de la lente de enfoque (10-45 cm, con incrementos
de 5 cm)y la temperatura del solvente (25 y 60 °C). Con las nanoparticulas de
oro (AuNPs) obtenidas en DMF a una distancia de la lente de enfoque de 30 cm
y una temperatura de 60 °C se obtuvieron los mejores resultados de este trabajo
siendo capaz de detectar la Rodamina By la glucosa hasta un limite de deteccién
del orden micro molar para ambos casos de estudio, empleando un equipo de

Raman, con una fuente de luz de excitacién de 532 nm.



Abstract

In this work, an investigation is carried out to fabricate SERS (Surface
Enhanced Raman Spectroscopy) substrates that can be used in the detection of
biological compounds, in this particular case that compound was glucose. Many
experiments were carried out in which the solvent (Distilled Water, DMF, Distilled
Water-DMF), the distance between the target and focusing lens (10-45 cm, with
5 cm increments) and the temperature of the solvent (25 and 60 °C). With the
gold nanoparticles (AuNPs) obtained in DMF at a focal distance of 30 cm from
the focusing lens and a temperature of 60 °C, the best results of this work are
reported, being able to detect Rhodamine B and glucose up to a detection limit
of micromolar order for both study cases in a Raman with an excitation laser

wavelength of 532 nm.
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Capitulo I. Introduccion a nanoparticulas y biosensores plasmonicos FIME

Capitulo |

Introduccién a nanoparticulas y biosensores

plasmoénicos

Los recientes avances en nanotecnologia han revelado nuevas
posibilidades para el desarrollo de biosensores con rendimiento mejorado
basado en las propiedades unicas de las nanoparticulas. En particular, las
nanoparticulas de oro (AuNPs) han despertado un enorme interés por su facil
preparacion, biocompatibilidad, inercia y colores intensos [1]. Una de las
caracteristicas mas destacadas y utiles de las AuNPs para aplicaciones de
biosensores, son sus propiedades épticas unicas y modificables. En especial, la
resonancia de plasmoén de superficie localizada (LSPR) se puede ajustar
mediante diferentes tamanos, formas y acoplamiento de superficie de las

nanoparticulas [2].

El uso de los biosensores LSPR se ha vuelto cada vez mas popular en
estudios biolégicos fundamentales, investigacion en ciencias de la salud,
descubrimiento de medicamentos, diagnéstico clinico, supervision ambiental y
agricola [3]. EI LSPR esta ganando terreno rapidamente en el ambito de los
analisis cuantitativos en el laboratorio clinico para diagnésticos tipo POC (Point
of Care) [4], como analisis de inmunoensayos, deteccion de mutaciones,
monitorizacion de farmacos terapéuticos (TDM) para el control de dosis y gestion
de riesgos de toxicidad para mejora de las terapias farmacoldgicas con un

excelente rendimiento de reutilizacion y una excelente reproducibilidad [5].

A pesar de los extensos esfuerzos de investigacion sobre los biosensores
LSPR desde su primera demostracion hace unas cuatro décadas, el principal
desafio de los biosensores LSPR tanto eléctricos como mecanicos al dia de hoy,
esta en la deteccion de analitos bioldgicos y quimicos de bajo peso molecular o
dispersos en soluciones a concentraciones muy bajas [6]. La dificultad radica en
los cambios insignificantes en las propiedades dieléctricas en las proximidades
de la interfaz metal/dieléctrico, que pueden evitarse mejorando el rendimiento de

deteccion [7].
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Capitulo I. Introduccion a nanoparticulas y biosensores plasmonicos FIME

Las nanoestructuras de oro (Au) han recibido gran interés debido al hecho
de que sus picos LSPR se pueden modificar faciimente a la region infrarrojo
cercano (NIR) alterando su tamafio, forma, orientacién, composicioén, estructura,
entorno dieléctrico local o combinacion de estos parametros [5], [8]-[9]. EI LSPR
se puede ajustar durante la fabricacion controlando estos parametros con una

variedad de sintesis tanto fisicas como quimicas, ademas de técnicas litograficas
[8].

De acuerdo al estado del arte, uno de los métodos de fabricacion mas
promisorios es la Ablaciéon Laser en Medio Liquido (LAL- Laser Ablation in Liquid)
[10]-[11]. La razdn del aumento en el uso de este método es que no involucra
ningun quimico agresivo en ninguna etapa del proceso de fabricacion. Este
método de sintesis es relativamente mas simple debido ala ausencia de posibles
productos quimicos que de otro modo serian dificiles de eliminar una vez
finalizado el proceso de formacion de nanoparticulas, esto es una ventaja
principalmente para las nanoestructuras que seran funcionalizadas
posteriormente [12]-[13]. Ademas, se puede modificar la temperatura o elegir
medios con diferentes viscosidades, densidades, indices de refraccion, etc. [11],
para cambiar sus propiedades fisicas y respuestas a estimulos fisicos, quimicos
o biolégicos especificos [10],[12]-[13]. Los investigadores también han
demostrado que parametros como la longitud de onda del laser, fluencia,
duracion del pulso [14]-[15], distancia focal, y la altura de la columna de liquido
entre otros, también influyen en las propiedades de las nanoparticulas
resultantes [10],[12],[16].

Como trabajos relevantes en esta area de investigacion, se puede citar
como primer ejemplo el llevado a cabo por Franco et al. [17], donde se investigo
sobre las interacciones proteina-proteina en las membranas entre la bacteria
Pseudomonas aeruginosa y su Bacteriofago correspondiente usando
biosensores LSPR formados con AuNPs; por otro lado tenemos el trabajo
desarrollado por Duran et al. [18], donde se demostré que las AuNPs sin ligantes
sintetizadas por LAL, fueron superiores a las NPs de Au sintetizadas
quimicamente para la transfeccién mediada por nanoparticulas en términos de
mayor eficiencia de transfeccion y menor citotoxicidad. Esto indica que las NPs

sintetizadas por LAL son buenos candidatos para ensayos de transfeccion in

11



Capitulo 1. Introduccion a nanoparticulas y biosensores plasmonicos

vitro. Otra ventaja encontrada fue su conveniencia para la micronizacién de
farmacos, lo que conducira a una mejor biodisponibilidad de farmacos in vivoy

disolucion in vitro.

1.1 Biosensor plasménico

Los sensores quimicos son dispositivos que transforman informacion
quimica, como la variacion de concentracion de un componente especifico en
una muestra, en una sefal analitica utii o medible. Los biosensores son una
subclase de sensores quimicos que fusionan una alta sensibilidad, como lo
indican sus bajos limites de deteccion, con una alta especificidad obtenida de un
proceso de reconocimiento biologico. Los biosensores LSPR pertenecen a una
subclase de sensores Opticos que constan de un componente de reconocimiento
biologico (enzimas, antigenos, anticuerpos, ADN, ARN, receptores, células,
tejidos) en intimo contacto con la superficie de un transductor, que es capaz de
transformar la informacion de la interaccion biolégica en una sefal basada en las

caracteristicas de la longitud de onda de la luz [6].

Las principales ventajas en el uso de biosensores LSPR son las siguientes

[6]:

(i) Alta sensibilidad para la investigacion de interacciones
biomoleculares, lo cual es muy importante, por ejemplo, para la
deteccion de concentraciones muy bajas de parasitos en el torrente
sanguineo de personas infectadas.

(i) Menor niumero de pasos experimentales, lo que los convierte en un
meétodo de diagnéstico rapido.

(i)  La posibilidad de regeneracion de la superficie del sensor, que permite
el uso del mismo dispositivo para la evaluacion de varias muestras.

(iv) La capacidad de analisis realizado en un sensor LSPR para ser
utilizado para la adquisicion de informacién en tiempo real sin la

necesidad de sondas quimicas o bioldgicas.

Los principales retos de los biosensores LSPR tanto eléctricos como

mecanicos hoy en dia, esta en el limite de deteccion, selectividad, deteccion de

12




Capitulo 1. Introduccion a nanoparticulas y biosensores plasmonicos

especies asociadas a la membrana e incorporacion de dispositivos LSPR en

plataformas multiplexadas, [6],[19].
1.2 Resonancia Plasménica Superficial Localizada (LSPR)

La Resonancia Plasmédnica Superficial Localizada (LSPR por sus siglas
en inglés), es un fendomeno en el que los electrones de conduccién en
nanoparticulas metdlicas bajo un campo eléctrico aplicado sufren oscilaciones
armonicas colectivas que resultan en una respuesta dipolar [7]. Esta LSPR se
produce en nanoparticulas con dimensiones comparables o menores que la
longitud de onda de la radiacion excitante (Figura 1). La LSPR se utiliza a través
de procesos mejorados en la superficie, siendo el mas atractivo la Dispersion
Raman de Superficie Mejorada (SERS) [2].

(B)
Nanoparticula
metalica

Nube
electronica

Figura 1. Representacion esquematica de la oscilacion colectiva de electrones en una

nanoparticula bajo la accién de un campo eléctrico externo [20].

Las nanoparticulas de metales nobles como plata (Ag), oro (Au) y cobre
(Cu), poseen plasmones de superficie localizados con resonancias en la region
visible del espectro electromagnético (Figura 2). Las frecuencias LSPR se
pueden modular para un mismo metal controlando las caracteristicas
geométricas de las NPs tales como el tamafio, la forma, la rugosidad de la
superficie, el espacio entre particulas, y el indice de refraccion del medio

dieléctrico que las rodea [20-21].

Esta oscilacion resonante produce grandes aumentos selectivos de la
longitud de onda en la absorcion, la dispersion y el campo electromagnético en
la superficie de la nanoparticula. Los aumentos en los campos electromagnéticos

13
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Capitulo 1. Introduccion a nanoparticulas y biosensores plasmonicos

también han demostrado ser muy utiles en la deteccion espectroscépica Raman
mejorada de superficie (SERS) de analitos biolégicos [7].

*

Au

Ag

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
Wavelength (nm)

Figura 2 Rangos de longitud de onda aproximados donde el Ag, Auy Cu se han caracterizado y

estan establecidos para soportar SERS [22].

1.3 Materiales plasmoénicos

Los nanomateriales plasmoénicos se pueden clasificar segun su
composicion quimica, en materiales organicos (fullerenos, nanotubos de
carbono) e inorganicos (nanomateriales a base de éxidos y puntos cuanticos)
[23]. Entre los ultimos, las nanoparticulas de metales nobles se han aplicado
ampliamente a la biosensibilidad plasmoénica debido a la fuerte absorcion de luz

resultante de la oscilacién de los electrones libres [24].

El tamafio y la forma de las nanoparticulas junto con la distancia entre
ellas, determinan la amplitud de oscilacién y la posicién de la banda LSPR [25].
Asimismo, las variaciones del medio quimico circundante debido al evento de
unién entre el receptor biolégico y el analito objetivo también pueden afectar las
oscilaciones. Esto implica que las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas metalicas pueden ajustarse para transformar los espectros LSPR
y producir variaciones de color uniformes, generando una respuesta de senal
[26]. Ademas, su alta biocompatibilidad hace posible la funcionalizacién de la
superficie con una amplia gama de receptores biologicos, desde anticuerpos
hasta acidos nucleicos y glicoproteinas, lo que permite la unién selectiva de una
variedad de analitos. Por lo tanto, la utilizacién de nanoparticulas de oro y plata

14
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Capitulo I. Introduccion a nanoparticulas y biosensores plasmonicos FIME

en LSPR, SERS representa un enfoque popular para detectar analitos pequefos
[23].

Algunos aspectos caracteristicos de estos materiales son [15]:

(i) Excelentes propiedades Oopticas, bandas de absorcién y dispersion
intensas en el intervalo visible-infrarrojo cercano.

(i)  La amplificacion del campo local debido a las resonancias de plasmoén
también esta en la base de la dispersion Raman mejorada en la superficie
(SERS).

(i)  Facil funcionalizacion de la superficie con una amplia serie de moléculas
organicas.

(iv)  Estabilidad quimica vy fisica.

(v) Pueden resistir altas temperaturas, fotoirradiacion y acidos.

Si bien los sustratos SERS a base de oro son mas estables, el costo es
mucho mas alto y el rendimiento es tipicamente peor que el de sus contrapartes
a base de plata. Sin embargo, uno de los principales inconvenientes de los
sustratos de SERS basados en plata es su escasa estabilidad fisica y las
estrictas condiciones de almacenamiento para la conservacion de la actividad de
SERS, lo que ha limitado la aplicacion de biosensores de campo basados en
SERS [27].

1.3.1 Nanoparticulas de oro

En afos recientes, las nanoestructuras de Au han recibido gran interés
por sus propiedades unicas como la naturaleza no toxica para las células y su
alta biocompatibilidad [1], debido a su aplicacion en campos biomédicos para el
diagnéstico, la obtencion de imagenes vy la terapéutica [2]. Este interés también
obedece al hecho de que la localizacion de los picos de resonancia de plasmon
superficial (LSPR), se puede ajustar facilmente a la region NIR mediante la
modificacién de su tamafo, forma, estructura o combinacion de estos

parametros [28].

El fendmeno LSPR de las AuNP plasmonicas, se ha utilizado para mejorar

la sefial de dispersion de luz para aplicaciones de biosensores. LSPR conduce
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Capitulo I. Introduccion a nanoparticulas y biosensores plasmonicos FIME

a la absorcion resonante o la dispersion de la luz incidente, acoplando asi
efectivamente la energia de la luz incidente en las nanoparticulas metalicas,
incluidas las AuNPs [1]. Esto da como resultado una mejora de magnitud de 2-5
ordenes de la intensidad del campo electromagnético (EM) local en la superficie

de la nanoparticula, que es la clave para la gran mejora en SERS [2].

Ademas, estudios recientes de SERS sobre nanoparticulas metalicas
demostraron la importancia de tener “puntos calientes” de campo local debido a
la rugosidad de la superficie, huecos o hendiduras entre NPs plasmodnicas
agregadas o superficies NPs-metal que pueden inducir mayores mejoras de EM,
y la contribucion de SERS a tales puntos calientes, a menudo domina la

respuesta observada [29].
1.3.2 Sintesis de nanoparticulas de oro

Un gran desafio en la nanotecnologia, es cémo fabricar nanoestructuras
con formas optimizadas para diferentes aplicaciones y de diferentes materiales.
Generalmente, existen dos clases de enfoques para fabricar nanoestructuras:
ensamblaje de abajo hacia arriba (bottom-up) y fabricacion de arriba hacia abajo
(top-down) [11].

Después del informe de Faraday en 1857 de la reduccion de una solucion
de tetracloroaurato por fosforo en disulfuro de carbono, la preparacion de GNPs
con tamanos y formas controlados ha despertado una mayor atencion durante la
segunda mitad del siglo XX. Los avances han sido los de Turkevichen 1951 con
el método del citrato mejorado por Frens en 1973, luego en 1981 con el informe
de Schmid de un grupo de fosfina Auss y la nociéon de punto cuantico, luego por
Mulvaney y Giersing en 1993 con la primera sintesis y estabilizacion de AuNP
por tiolatos, y finalmente por el grupo Schiffrinen 1994 con el informe del ilustre
y mas conveniente método bifasico Brust-Schiffrin de AuNP estabilizado por
tiolato [30].

Las sofisticaciones de estos métodos durante la ultima década, ha
interesado a muchos investigadores por sus potenciales aplicaciones en
catalisis, optica y biologia [26]. Ademas, su facil preparacion, el gran numero de

métodos de sintesis disponibles y el control racional sobre aspectos como el
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tamano y la forma a escala nanométrica [4], hacen que se le encuentren cada

vez mas aplicaciones en dichos campos del conocimiento.

Las AuNPs se pueden preparar de tres métodos diferentes:

Métodos fisicos como la irradiacion de microondas (MW), el método
sonoquimico, la radiacion ultravioleta (UV), la ablacion con laser, el
proceso termolitico y el proceso fotoquimico [1],[31].

Los métodos quimicos consisten en la reduccién quimica de sales
metalicas en presencia de moléculas estabilizadoras. Algunos de los
métodos de reduccidon quimica mas populares son: el método de
reduccion de citrato en solucion acuosa, donde el citrato actua como
agente reductor y estabilizador; el método de reduccion de NaBH4, que
requiere la presencia de agentes estabilizantes en solucién; el método de
Brust-Schiffrin de dos fases para la obtencion de nanoparticulas de oro
estabilizadas con tioles en disolventes organicos; los meétodos de
reduccién de una fase, que requieren precursores metalicos solubles en
disolventes organicos y la presencia de estabilizadores [31],[15].

Los métodos biolégicos son como el uso de hongos o bacterias como
fuente que puede usarse para producir NP. Los métodos biolégicos para
producir NP de oro se han utilizado como alternativa para evitar el uso de
disolventes organicos que se han utilizado en procesos quimicos y fisicos,
haciendo del proceso biolégico un enfoque ecolégico para la produccién
de NP de oro [1].

Muchos laboratorios modernos estan equipados con laser, y la sintesis de

nanoparticulas (NP) es una fuerte tentacion. La caracteristica principal del

proceso es que, idealmente, el liquido contiene solo NPs hechos del material

objetivo y el liquido. No quedan contraiones ni residuos de agentes reductores

en la solucion [32]. Por esta razon, la ablacion laser de solidos en liquidos puede

considerarse como un método de sintesis de NPs, que es una alternativa a los

métodos quimicos [33]

17




Capitulo Il. SERS — Antecedentes y avances

Capitulo Il. SERS - Antecedentes y avances

2.1 Antecedentes

La dispersion Raman mejorada en la superficie (SERS) fue observada por
primera vez en 1974 por Fleischmann et al. [22], quienes informaron una seial
Raman inesperadamente grande de piridina adsorbida en un electrodo rugoso
de plata. En poco tiempo, Jeanmaire y van Duyne, Albrecht y Creighton
confirmaron los hallazgos de Fleishman, y plantearon la hipétesis de que este
fendmeno se origind por fuertes campos electroquimicos en la superficie del
metal (Jeanmaire) o por la formaciéon de un complejo molécula-metal (Albrecht);
Recientemente, Moskovits [29] propuso que la gran sefal se origind por la
excitacion optica de oscilaciones colectivas de los electrones en las
caracteristicas nanométricas metalicas en la superficie. Los estudios de los afios
siguientes confirmaron que el origen de la mejora de SERS es doble y esta
relacionada con el efecto de mejoramiento electromagnético y quimico. Elinterés
y el uso que ha generado esta técnica desde su descubrimiento ha crecido de
manera exponencial en muchos campos de investigacion [22], como se observa

en la Figura 3
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Figura 3 Crecimiento de la popularidad de la técnica SERS [22].

La absorcién de luz de las AuNPs se puede usar en fototerapias de
tumores convirtiendo la resonancia del plasmon en calor [34]. Una ventaja de la
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terapia fototérmica con AuNPs es que se pueden hacer con ciertas sondas de
oro funcionalizadas y acopladas con anticuerpos especificos [26]. En esta
direccion se han desarrollado muchos trabajos como por ejemplo el de Zhang et
al. [35], quienes sintetizaron nanotubos de oro (Au NRs) funcionalizados con
diferentes compuestos para realizar mediciones SERS y de fluorescencia al
mismo tiempo (SF-Au NRs). Lo insertaron dentro de un ratdon que poseia un
tumor para detectarlo y posteriormente realizar tratamiento fotodinamico (PDT)
con el objetivo de eliminar las células cancerigenas (Figura 4). Llegaron a la
conclusion de que el experimento es una prueba del uso potencial de los Au NRs
multifuncionales en la administracion de farmacos y el tratamiento con PDT.

#4 g+
! + 4t +++¢li;

OTMS

Slllca
+ Dye 1

D%JSFF'-GNR SFP-GNR laser only SF-GNR

and laser only (no PDT) and laser
(PDT) (no PDT) (no PDT)

Figura 4. Cortes tumorales tefidos con Hematoxilinay Eosina (H & E) después de diferentes
tratamientos: a) Inyeccion de Au NRs multifuncionalizados (SFP-GNR) y laser (PDT), b)
Inyeccion de SFP-GNR unicamente, ¢) Solo laser, d) Inyeccionde SF-GNRy laser. e) Tasa de
muerte de las células tumorales de los grupos anteriores. En (a — d) los puntos negros indican
los nucleos celulares [26].

En esta misma linea de investigacion Wang et al. [28], compararon
directamente las capacidades in vitro e in vivo de los nanohexapodos de Au
como transductores fototérmicos con los de las nanotubos y nanojaulas de Au.

Los resultados indican que todas estas nanoestructuras de Au podrian absorber
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y convertir la luz del infrarrojo cercano (NIR) en calor. Los nanohexapodos de Au
exhibieron la mayor absorcion celular y la menor citotoxicidad in vitro, ademas
de disminuir significativamente la actividad metabdlica del tumor después del
tratamiento fototérmico. Concluyeron que los nanohexapodos de Au son
prometedores como agentes Opticos terapéuticos y de diagnostico para una
variedad de aplicaciones biomédicas. En otro trabajo Cobley et al. [1], describid
las nanojaulas de oro y nanoparticulas plasmonicas, para el tratamiento del
cancer debido a su capacidad para convertir la luz en calor de forma eficaz para
el tratamiento fototérmico. Las NPs de oro habian proporcionado una nueva
forma de tratar el cancer con efectos secundarios minimos.

Neal et al. [1], estudio la viabilidad de la tecnologia de terapia fototérmica
asistida por nanoconcha (NAPT) por poseer una fuerte absorcion en el NIR y por
sus absortividades Opticas que podian ser moduladas segun la necesidad
pueden pasar por extravasacion pasiva debido a su pequefio tamano. La terapia
fototérmica se administré mediante un diodo laser. Se encontré que después del
tratamiento todos los tumores desaparecieron y los ratones parecian estar
sanos. El estudio finalmente concluye que este procedimiento simple y no
invasivo muestra un gran potencial para la ablacion selectiva fototérmica de
tumores. El tratamiento del cancer con ANPs ha sido ampliamente estudiado por

muchos otros investigadores [36]-[39].

La dispersion de luz de nanoestructuras de oro se puede usar en
deteccion optica e imagen biolégica [34]. Las imagenes de células Raman son
utiles para obtener informacion sobre interacciones moleculares reales, dinamica
conformacional y farmacocinética intracelular. Existen varios métodos diferentes
para introducir NPs metélicas en las células para obtener imagenes de SERS. El
primer método es la absorcion natural de NPs por las células vivas mediante la
incubacion de las células en el medio que contiene el metal coloidal. El segundo
método se basa en la electroporacion, en la que se aplica un potencial pulsado
[40].

Loo et al. [36], crearon una nueva tecnologia de plataforma totalmente
Optica basada en nanoconcha para la integracion de imagenes de cancer y

aplicaciones de terapia que se utilizan para detectar y destruir células de
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carcinoma de mama que sobre expresan HER2, un biomarcador de cancer
clinicamente relevante. Del mismo modo, Fales et al. [41], sintetizaron
nanoestrella de Au, nanoestrella de Au recubiertas de Si y nanoestrella de Au
encapsulado con protoporfirina utilizando yoduro de 3,3 'dietiltiadicarbocianina
(DTDC) como indicador Raman que se utilizaron para obtener imagenes de
células de cancer de mama BT-549. Zhou et al. [41], llevaron a cabo imagenes
de moléculas del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en
células individuales de cancer de mama utilizando nanotubos de Au como
etiquetas SERS.

El método de recubrimiento de nanoparticulas en la superficie de la
muestra es un problema importante para los analisis de imagenes de SERS,
porque el depdsito de solucion coloidal no esta controlado, lo que evita una
distribucién homogénea de puntos calientes en toda la superficie de la muestra.

Drop casting, spin-ceatingRecubrimiento por centrifugacion (mas utilizada para

sustratos conductivos) 6 adsorption coating son los métodos de deposiciéon mas

empleados, el primero es el mas utilizado para imagenes quimicas SERS [41].

El uso del biosensor LSPR se ha vuelto cada vez mas popular en estudios
biologicos fundamentales, investigacion en ciencias de la salud, descubrimiento
de farmacos, diagndstico clinico, ademas de monitoreo ambiental y agricola [42].
Varios estudios han informado recientemente el desarrollo de un biosensor
basado en SERS que actua como un "biosensor directo" al detectar senales
especificas de las biomoléculas objetivos, como neurotransmisores, nucledsidos
y microARN (miARN) [2].
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Figura 5 (A) llustracion esquematica de AuNPs. (B) Imagen TEM de 11 (nm). (C) Mapeo SERS
de células cancerosas. (D) Espectros SERS de diferentes niumeros de células cancerosas
tratadas con Au NPs dirigidas [26].

Duan et al. [34], aprovecharon el polimero hidréfilo redox activo para
formar nanocapas metalicas y ajustar el grosor de los polimeros, logrando
adaptar el espaciado nucleo-cubierta para un rendimiento SERS optimizado
(Figura 5). Llegaron a la conclusion de que la distancia de la nanobrecha interior
se puede controlar de forma flexible, lo que resulté ser adecuado para la

deteccion ultrasensible de células cancerosas mediante SERS.

Feng et al. [43], analizaron las diferencias de nucledsidos entre el cancer
nasofaringeo y esofagico recogidos de la orina por SERS después de incubarlos
con Au NPs. En otra investigacion Cho et al. [2], desarrollaron un biosensor
basado en cddigos de barras Raman con Au NPs para diagnosticar y analizar
células madre cancerosas circulantes (CCSC) en presencia de células tumorales
circulantes (CTC) (Figura 6).
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Figura 6 Biosensor plasmonico basado en espectroscopia Raman de superficie mejorada
(SERS)[2]

En el estudio realizado por Lee et al. [44], se detectd rapida y
sensiblemente el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), ellos se basaron en
inmunorreacciones con un sustrato de éxido de indio y estafio (ITO) fabricado
con nanopuntos de Au utilizando espectroscopia Raman de superficie mejorada.
Los resultados mostraron la posibilidad de utilizar métodos relacionados con
SERS como un nuevo inmunoensayo para el estudio de interacciones
biomoleculares y deteccion de cargas virales bajas. Agregaron también que,
debido a su alta sensibilidad y especificidad quimica, el SERS podria utilizarse
como una herramienta clinica prometedora para la deteccidn de pequenos

componentes biolégicos infecciosos.

Kim et al. [45], desarrollaron un método mas sensible para la deteccion
del antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAQ) utilizando nanoparticulas de
oro hetero-ensambladas. Ellos propusieron un formato de chip de resonancia de
plasmoén superficial localizado de una sola capa (LSPR) con simetria de
deteccion basada en la reaccion antigeno-anticuerpo utilizando Au NPs, que

detectaban HBsAg a 10 (pg/ml). Para mejorar aun mas el limite de deteccion,
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fabricaron un formato de deteccion modificado fijando un anticuerpo secundario
(para formar un formato tipo “sandwich” hetero-ensamblado) a la monocapa de
Au NPs, lo que aumentd la sensibilidad de deteccion en unas 100 veces. El
formato de chip LSPR de inmunoensayo en sandwich de Au NPs hetero-
ensamblado desarrollado fue capaz de detectar 100 fg/ml de HBsAg en 10-15
min. Ademas, ese formato no mostré ninguna union no especifica a otros
antigenos probados, incluida la alfafetoproteina (AFP), la proteina C reactiva

(CRP) y el antigeno prostatico especifico (PSA).

Yan et al. [46], utlizaron la evaporaciébn de nanoesfera de Au
monodispersas en oblea de silicio para crear “hot spots” optimos, estos
permitieron la deteccion de SERS de MDMA (éxtasis) hasta 10 uM y clorhidrato
de a-metiltriptamina hasta 1.01 pM. En el trabajo llevado a cabo por D’Elia et al.
[4], se muestra la capacidad de la Espectroscopia Raman Mejorada en Superficie
(SERS) para detectar cocaina (COC) en el fluido oral (OF). Ellos propusieron un
nuevo sustrato solido hecho de nanotubos de oro (Au NRs) para realizar analisis
sensibles de esta matriz compleja sin ningun pretratamiento de la muestra. Los
resultados que obtuvieron demostraron que la metodologia SERS fue capaz de
detectar COC en OF con un limite de deteccién (LOD) tan bajo como 10 ng/mL.
Este valor fue cinco o6rdenes de magnitud menor que el obtenido con
Espectroscopia Raman (RS) y en el orden del valor de corte (8 ng/mL)

establecido para prueba confirmatoria de COC en OF.

Meng et al. y Dong et al. [46], ambos utilizaron nanoestructuras de oro
para construir sustratos de SERS. En el trabajo de Meng et al. se fabricaron
nanoparticulas de oro cubiertas con bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y
utilizaron estas nanoparticulas para formar un sustrato bidimensional similar a
una pelicula. Los investigadores encontraron que el sustrato era muy sensible y
permitia la deteccion rapida de cocaina con un limite de deteccion (LOD) de 1
ppm. Por otro lado, Dong et al. emplearon el uso de nanotubos de oro en un
sistema SERS dinamico portatil (D-SERS) para identificar la metanfetamina
(MAMP) y la 3,4-metilendioximetanfetamina (MDMA). Este sistema SERS
dinamico, que estaba equipado con analisis estadistico de maquinas de vectores
de apoyo, permiti6 a los investigadores detectar de forma rapida y precisa
metanfetamina y MDMA en muestras de orina humana tan bajas como 2 uL. En
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2015 Lian et al. [47], sintetizaron sustratos de SERS muy eficientes mediante la
deposicion de nanoparticulas de Au en nanocables de MoOs. El uso de dichos
sustratos de SERS fue capaz de detectar melamina en la solucién con una
concentracion de 0.08 nM (0.1 ppb).

Los investigadores, con el objetivo de obtener resultados diferentes, se
han dedicado a buscar nuevos métodos de sintesis para mejorar las propiedades
y caracteristicas de los nanomateriales en aplicaciones especificas. La ablacion
laser en medio liquido (LAL) ha sido uno de estos métodos de sintesis que ha
despertado dicho interés (Figura 7). La finalidad ha sido investigar la influencia
de los parametros caracteristicos del laser, las distintas soluciones y la
interacciones entre ellos, sobre las propiedades fisicas y quimicas de las
nanoparticulas [48].
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Figura 7. Datos estadisticos del numero de publicaciones sobre LAL [39].

En esta linea de trabajo se han logrado grandes avances como es el caso
del trabajo desarrollado por Franco et al. [17], donde se investigd sobre las
interacciones proteina-proteina en las membranas entre la bacteria
Pseudomonas aeruginosa y su Bacteriéfago correspondiente. La deteccion de
las caracteristicas vibratorias se realizé por SERS y el ensamblaje Au NPs-fago
como sustrato fue preparado mediante la ablacion de un blanco de oro de alta
pureza en agua mediante una fuente de laser de nanosegundos. Ese trabajo
hasta la fecha ha sido el que mas se acerca a los objetivos planteados en la

presente investigacion, pero con grandes diferencias, tales como los parametros
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de la ablacion (laser marca: Solar Laser Systems, modelo LQ929, duracion de la
ablacion, fluencia) y las soluciones empleadas, entre otros que posteriormente

seran presentados.

Para modificar las propiedades fisicas y quimicas, asi como para
aumentar la produccion de las NPs mediante la ablacion laser en medio liquido,
se ha evaluado el efecto que tienen parametros como el laser empleado,
solucion, etc. sobre las NPs. Enla investigacion desarrollada por Hahn et al. [13],
se estudia la influencia de la energia del pulso en la productividad y tamafno de
las nanoparticulas durante la produccién, empleando un laser de
femtosegundos, tanto en aire como en liquidos. Dentro de los resultados mas
notables de su estudio se encuentra que la tasa de generacién de nanoparticulas
es 100 veces mayor en el aire que en el medio liquido, y que las energias de
pulso mas altas conducen a una mayor productividad. Barcikowski et al. [49],
descubrieron que la produccién de nanoparticulas con la misma fluencia de pulso
era tres veces mayor para la ablacion con laser de picosegundos (ps), con una
tasa de repeticion mas alta en comparacion con los laseres de femtosegundos

(fs), empleando la misma fluencia laser.

Con respecto a trabajos realizados donde se estudia el efecto de la
velocidad del pulso laser sobre la morfologia de las nanoparticulas, tenemos el
que realizd Link et al. [14], quienes realizaron mediciones en las que se vario la
potencia de excitacion de un sistema laser de femtosegundo y un sistema laser
de oscilador paramétrico éptico (OPO) de nanosegundos (ns). En los resultados
obtenidos se encontré que el umbral de energia para la fusion completa de los
nanotubos en nanopuntos es aproximadamente 2 6rdenes de magnitud mayor
cuando se usan pulsos de laser de nanosegundos que con laser de pulsos de
femtosegundos. Esto lo fundamentaron afirmando que el enfriamiento de la red
que se produce en la escala de tiempo de 100 (ps) compite con la velocidad de
absorcion en el caso de la excitaciéon del pulso de (ns) pero no con la excitacion
del pulso de (fs). Ademas, agregan que cuando la fuente de excitacién es un
pulso laser de femtosegundos, los procesos involucrados (absorcion de los
fotones por los electrones (100 fs), transferencia de calor entre los electrones
calientes y la red (<10 ps), fusién (30 ps) y pérdida de calor al disolvente
circundante (> 100 ps) se separan claramente en el tiempo. Esta informacion
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resulta fundamental para poder tener control sobre el tamano o la forma de las

NPs de acuerdo con la aplicacion final.

El interés sobre el control del tamafio y la forma de las NPs es sin dudas
la motivacion principal de muchos grupos de investigacion. El numero de pulsos
del laser y la fluencia son parametros que influyen en la morfologia y tamafio,
ademas de que permiten la obtencion de nanoparticulas anisotrépicas [16]. La
variacion de la longitud de onda también juega un rol fundamental para lograr
dichos objetivos y asi se pudo corroborar en el estudio hecho por Nikolov et al.
[50], donde se vari6 este parametro y la fluencia obteniéndose redes de
nanocables.

La influencia que tiene el penacho de plasma y la burbuja de cavitacion
ha sido otra interrogante para los investigadores, la cual genera muchas
hipotesis sobre el lugar y el tiempo exacto de formacion de las nanoparticulas y
si estas se producen dentro del penacho de plasma o en la interfaz de la burbuja
de cavitacion y la solucion [51]. Este aspecto no es un tema menor ya que al
comprender dicho mecanismo y las interacciones que ocurren durante el
proceso, se podria dar respuestas a muchas interrogantes que posibilitarian un

mejor control sobre los resultados finales.

Se ha reportado que la ruptura de la simetria en la interfaz liquido-solido
es un factor critico para el movimiento de la burbuja de cavitacion y que el
movimiento de esta, actua sobre la distribucion de particulas como fuerza de
confinamiento y retraccion para crear aglomerados secundarios [10]. El efecto
sobre el confinamiento del area donde ocurre el proceso de ablacién (Figura 8),
ha sido investigado por Choudhury et al. [12], donde se reportd que existen
diferencias significativas en las distribuciones de tamafo en los casos de
nanoparticulas de oro en agua producidas con y sin limites de confinamiento,
ademas de un aumento constante en el tamafio medio de las nanoparticulas
producidas con limites fisicos en comparacion con los producidos con blancos

planos.
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Figura 8. Esquema representativo donde se confina la burbuja de cavitacion durante la ablacién
laser [12].

La aplicacion de un campo magnético durante el proceso de ablacion laser
es una estrategia muy eficaz para modificar la morfologia de las nanoestructuras
en un solo paso y en este sentido se han realizado diversas investigaciones
[48],[52]. En otros trabajos se ha profundizado aiun mas en la técnica y se han
desarrollado explicaciones y fundamentaciones de muchos de los fendmenos ya
reportados que intervienen y que influyen en la produccion de nanomateriales
[53]-[18]. Ademas se ha reportado sobre la influencia de los principales
parametros del laser, las caracteristicas de los solventes y las condiciones del

medio circundante en la fabricacion de nanomateriales [54]-[55].

Hipoétesis
Al modificar parametros durante el proceso de ablacion laser en medio
liquido se obtendran nanoparticulas de oro que favoreceran la construccion de

biosensores LSPR con alto limite de deteccion y selectividad de las especies

presentes.
Objetivo General

Fabricar substratos con nanoparticulas de oro para ser utilizados como
biosensores LSPR con alto limite de deteccion y selectividad de las especies
presentes modificando parametros en el proceso de ablacion laser en medio

liquido.
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Objetivos especificos

1.

Establecer los parametros de ablacion laser y los solventes que se

emplearan en la investigacion.

2. Caracterizar los coloides por Espectroscopia Ultravioleta-Visible.
3. Caracterizar las AuNPs por SEM/TEM.

4. Seleccionar las AUNPs que su espectro de absorcién esté en el rango de

600-800 nm.

Depositar las AuNPs seleccionadas en oblea de silicio utilizando la técnica
Drop Casting.

Caracterizar las peliculas depositadas sobre los sustratos mediante las
técnicas XPS y SEM.

Realizar pruebas de SERS con tinta RB (Rodamina B) para evaluar el
limite de deteccion.

Realizar pruebas como biosensor LSPR a la glucosa como compuesto

biolégico
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Capitulo lll. Sintesis y Técnicas de Caracterizacion

de Nanoparticulas de Oro

3. Metodologia de experimentacion

3.1 Sintesis de AuNPs

La sintesis de las AuNPs se realiz6 mediante la técnica de ablasion laser
en medio liquido. Fue utilizado un laser Nd: YAG (Solar Laser Systems, modelo
LQ929), con una frecuencia de repeticion de 10 Hz, tiempo de pulso 10 ns,
energia de 380 mJ/pulso y longitud de onda de 532 nm. El montaje experimental
se puede observar en la fotografia mostrada en la figura 9. El blanco cilindrico
de oro con una pureza de 99.99 % (producido por Beijing Goodwill Metal) se
sumergio en distintas soluciones: agua destilada, DMF y agua destilada-DMF
(50/50). En todos los casos se utilizé una cantidad de 20 ml, y una configuracion

vertical, con un tiempo de ablacion fijé de 2 minutos.

[ UASER NEYAG | r:'/:\\tspejn

Haz laser

il

Muestra E 3 Agua

Figura 9. a) Laser Nd: YAG. Marca Solar Laser Systems, modelo LQ929, b) Configuracion
experimental vertical.

Adicionalmente se fij6 la temperatura del solvente y se vari6 la distancia

del lente de enfoque, los parametros se pueden observar en la Tabla 1.
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Tabla 1. Parametros experimentales de la ablacién.

Variables Valores

Distancia del lente de
10-45 (incrementos de 5)
enfoque (cm)

Temperatura (°C) 25y 60

La metodologia experimental de seleccion de las AuNPs en la sintesis mediante

ablacion laser fue la siguiente:

1. Seleccion del solvente dentro de las 3 variantes que se contemplaron
(Agua destilada, DMF, Agua destilada-DMF).

2. Una vez seleccionado el solvente se prosiguié con la variacion de las
distancias de la lente de enfoque.

3. Definidas estas dos variables anteriores se continué con la aplicacion de
temperatura durante el proceso de ablacion.

4. Por ultimo, se definié el mejor solvente, la distancia de la lente de enfoque,
la temperatura y se realizé nuevamente ablacion laser quedando definido

asi las AuNPs utilizadas en el trabajo.

3.2 Caracterizacion de los coloides de AuNPs

Una vez que se obtienen los coloides de oro se procedid con la
caracterizacion en un Espectrofotometro UV-Vis-NIR marca Jasco, (Figura 10).
El rango de medicion de la absorcion se fij6 entre 400-1000 nm, el objetivo
fundamental fue medir los cambios hacia el NIR de la absorciéon de las AuNPs
que por lo general rondan aproximadamente los 519 nm. Se necesita que la
absorcion de las nanoparticulas esté entre 700-800 nm ya que en esta region del
espectro se encuentra la ventana bioldgica (absorcion de la mayor cantidad de
compuestos biolégicos) y ademas es necesario que la frecuencia de los
plasmones superficiales sea lo mas cercano a la frecuencia del haz de excitacion
de SERS (785 nm) para lograr el fendbmeno de resonancia y asi aumentar la

intensidad de la sefal.
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Figura 10. Espectrofotdometro UV-Vis marca Jasco, modelo V-770.

La morfologia de las AuNPs se observd mediante el microscopio
electronico de barrido (SEM), marca Hitachi SU8020 del Centro de Investigaciéon
y Desarrollo Tecnologico (CIDET) de FIME, UANL (Figura 11). Para estas
caracterizaciones se emplearon los detectores de electrones secundarios (SE),
con un voltaje de aceleracion de 2 kV'y una corriente de 10 yA. Las imagenes
se tomaron partiendo de altas magnificaciones y reduciéndola de manera

gradual.

Figura 11. Microscopio electrdnico de barrido marca Hitachi.
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Asi mismo la morfologia, distribucion de tamano de las nanoparticulas, la
caracterizacion microestructural y el analisis elemental de compuestos (detector
EDX) se realizaron utilizando un microscopio electronico de transmision (TEM)
FEI Titan G2 80-300 (Figura 12). Las gotas de la dispersion de la muestra se
secaron sobre una rejilla de Cu de malla 200 recubierta con una pelicula de
carbono ultrafina. La rejilla se coloco en el TEM y se observé a 300 KV de voltaje

de aceleracion.

Figura 12. Microscopio electrdnico de transmision.

3.3 Técnica de deposicion de los coloides de AuNPs

Una vez obtenidos los coloides de AuNPs con las propiedades Opticas
deseadas (700-800 nm) se continud con la preparacion de los sustratos SERS
mediante la técnica de deposicion drop casting. En todos los casos se depositd
sobre los sustratos 40 ml de coloides y la temperatura de evaporacion se fijé en
155 °C. La representacion grafica de esta técnica puede ser observada en la
Figura 13.

33

F (NN RN



O rue

UANL -

Drop casting Evaporation

= ()]

é@

Figura 13. Esquema representativo del método de deposicion Drop Casting.

3.4 Caracterizacion de las peliculas de AuNPs

Se empled espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS - Thermo
Scientific K-alpha) (Figura 14) para determinar el estado quimico del oro y para
hacer un mapeo para ver la distribucion de las AuNPs sobre la superficie del

sustrato.

Figura 14. Espectroscopio fotoelectronico de Rayos X modelo K-alpha, marca Termo Scientific.

Ademas, se volvié a utilizar el SEM para ver la topografia de los sustratos
con AuNPs.

3.5 Prueba como biosensor LSPR

En el Raman (ver Figura 15) se realizaron ensayos con tintas (Rodamina

B) donde se varié la concentracion (102 M, 106 M, 10° M) para determinar el
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limite de deteccion de los sustratos fabricados. Después de realizar estos
experimentos se continué con la deteccién de la glucosa como compuesto
biologico. Estas pruebas fueron realizadas en un microscopio Raman DXR
marca Thermo Scientific con una longitud de onda excitacién de 532 nm el cual

se encuentra ubicado en el CIIDIT-UANL.

- =/

Figura 15. Micro espectrometro Raman con laser de longitud de onda de 532 nm, modelo DXR,

marca Thermo Scientific.
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Capitulo IV. AuNPs y Biosensores Plasmoénicos

Introduccioén

En este capitulo se presentaran y discutiran los principales resultados
obtenidos en la investigacion. Esta seccion se dividira en tres partes: 1)
caracterizacion de los coloides, 2) caracterizacion de las peliculas y 3)

caracterizacion de los sustratos como biosensor plasmonico.

4.1 Caracterizacién de los coloides

La primera técnica de caracterizacion utilizada fue la espectroscopia UV-
Vis. La caracterizacion de los coloides por UV-Vis es fundamental en este trabajo
porque los espectros de absorcion de las AuNPs nos permitiran descartar de
manera muy rapida muchas variables ya que solo se estudiaran las AuNPs cuyos
espectros de absorcion se encuentren en el rango de 600-800 nm por las

razones antes expuestas en el capitulo anterior.

4.1.1. Comportamiento de la absorciéon ante la variacién del solvente.

Los primeros resultados fueron los correspondientes a los solventes. En
la Figura 16 se muestra el espectro de absorcion de todos los solventes
abordados en este trabajo.
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Figura 16. Espectro de absorcion de las AuNPs en diferentes solventes.

De los resultados de la Figura 16 se puede concluir de manera parcial,
que el mejor resultado con respecto al cambio de la absorcién hacia el NIR se
observo al utilizar DMF. Los picos de absorcién de los solventes con excepcién
del DMF son similares, los valores de absorbancia son distintos, esto se debe a
la concentracion de AuNPs en el solvente. EI cambio de absorcion de las AuNPs
se basa principalmente en los cambios de forma y tamafos de las
nanoparticulas. Siguiendo este fundamento y para explicar el comportamiento
diferente del DMF es necesario saber que ocurre con la formay el tamafio de las
nanoparticulas.

En la Figura 17 se muestran imagenes de SEM de las AuNPs para los

casos de estudio.
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Figura 17. Imagenes de SEM de las AuNPs depositadas en oblea de silicio. A-C en Agua
destilada, D-F en DMF.

En estas imagenes se puede ver que los tamafos de las NPs son mayores
en A-D, con respecto alas NPs producidas en DMF. En el primer caso se observa
una morfologia predominantemente esférica, lo que cual estd en total
correspondencia con lo reportado en la literatura para las condiciones bajo las
cuales se realizo la ablacion laser [56],[15]. Por otro lado, se puede ver que la
morfologia de las NPs obtenidas en DMF, tiene una forma mas alargada,
irregular y aglomerada, lo que explicaria el corrimiento del pico de absorcion por
la aparicion de la absorcion plasmoénica longitudinal, debido al alargamiento de
las NPs [57].

4.1.2. Comportamiento de la absorcion ante la variacion de la
distancia de la lente de enfoque.

En la figura 18 se pueden observar los espectros de absorcion de los
coloides obtenidos cuando la distancia de la lente de enfoque respecto a la
superficie del blanco de oro es variada. Este parametro resulta de gran interés
ya que cuando se modifica, se cambia la fluencia del laser. El impacto que la
fluencia tiene sobre las caracteristicas finales de las AuUNPs como la morfologia
y el tamafo resulta de vital importancia para lograr el objetivo general de este

trabajo.
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Figura 18. Espectro de absorcidon de las AuNPs ante la variacion de la distancia de la lente de
enfoque.

En este espectro se puede observar claramente como aumenta la
absorbancia de manera proporcional cuando aumenta la distancia de la lente de
enfoque hasta alcanzar los 30 cm de altura, a partir de ese valor la relacién se
invierte. La explicacion del comportamiento de la absorbancia hasta la distancia
de la lente de enfoque 30 cm se debe a que existe una relacién casi lineal entre
el aumento de la fluencia y la concentraciéon o produccion de NPs durante el
proceso de ablacion [51]. A partir de este valor se encuentra que el
comportamiento no se corresponde a los estudios precedentes. Al seguir
aumentando la fluencia, se pudo apreciar durante el proceso de ablacion,
fendmenos de ebullicion muy violentos debido a la alta energia del laser y parte
del liquido salia del recipiente. Ademas, las burbujas de cavitacion no
colapsaban dentro del solvente. Estos fendmenos estan descritos en la Figura
19, la cual muestra los diferentes caminos que se producen durante el
mecanismo de desprendimiento del material. Para el caso del set de
experimentos hasta 30 cm, la ruta para el mecanismo de desprendimiento fue la

A-B, en esta ruta sobre la curva binodal ambas fases (liquido-gas) estan en
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igualdad de condiciones termodinamicas. Para el resto de los experimentos, la
ruta fue la A-D, en esta ruta el sistema paso de fase liquida a fase gaseosa sin
cruzar la curva binodal debido al aumento de la energia del laser, lo que
justificaria el por qué la concentracion no siguié un comportamiento lineal con el

aumento de la fluencia.

T\  — Binodal

e Spfhodaf /
X Critical point  F

Figura 19. Caminos tipicos que producen diferentes mecanismos de desprendimiento de material

de un blanco en el diagrama de fase temperatura (T) -densidad (p) [51].

En la figura 20 se muestran los coloides correspondientes a las distancias
de la lente de enfoque organizadas de manera ascendente empezando por la
izquierda. Se puede ver como la intensidad de la coloracion va aumentando
hasta llegar a un valor maximo en 30 cm (M52) y vuelve a aclararse a medida
que se sigue aumentando la distancia de la lente de enfoque. Este
comportamiento esta en total acuerdo con los resultados obtenidos en el UV-Vis
ya que la concentracion y la absorbancia estan directamente relacionadas en la

ecuacion de Beer-Lambert.
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Figura 20. Coloides de AuNPs obtenidos con diferentes distancias de la lente de enfoque.

4.1.3. Comportamiento de la absorcion ante la variacion de la
temperatura.

Un pardametro muy importante en el desarrollo de este trabajo fue la
temperatura del solvente, ya que aun no ha sido reportada la influencia que ésta
produce sobre las propiedades o caracteristicas de las nanoparticulas utilizando
PLAL como método de sintesis. Hasta la fecha de la elaboracion del estado del

arte sobre el tema, solo se ha investigado para sintesis quimica [58].
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Figura 21. Espectro de absorcion de las AuNPs ante la variacion de la temperatura.
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En la Figura 21 se muestran los espectros de UV-Vis correspondientes a
las AuNPs obtenidas a 25 °Cy 60 °C. Es evidente queal aumentar la temperatura
del solvente, existe un cambio considerable en el comportamiento de la

absorcion, la concentracion y el color de los coloides (Figura 22).

a) b)
—— g, —

Figura 22. Coloides de las AuNPs, a) 25 °C, b) 60 °C.

El cambio en la absorcion de las AuNPs tiene una relacion directa con el
cambio de la morfologia y la concentracion de las NPs. En las imagenes de TEM
que se muestran en la Figura 23 se puede ver como existe una combinacion de
morfologias de las NPs obtenidas en DMF a una temperatura de 60 °C (D-F).
Algunas tienen una forma esférica y otras poseen una configuracion mas
alargada comparadas con las formas esféricas de las que fueron producidas a
25 °C. La combinacion de estas formas mas la aglomeracion de las AuNPs
explicaria la amplitud del pico de absorcién. Con respecto a las NPs con forma
mas alargada o irregulares esta reportado que el aumento de la temperatura
aumenta la reactividad de facetas cristalinas de orden superior en los planos
(111), (200), (220), (311) y (411), promoviendo asi el desarrollo de la anisotropia
del crecimiento, lo que da como resultado nanoparticulas con diversas
caracteristicas morfoldgicas de la superficie. Ademas existe evidencia de que la
reactividad entre el solvente y el penacho de plasma son consecuencias de las
condiciones de presion y temperatura [15]. Existe también una posibilidad de que
las particulas experimenten cierto grado de maduracion de Ostwald, de modo
que tienden a agrandarse a expensas de particulas mas pequefias que se

disuelven [58].
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Figura 23. TEM de las AuNPs preparadas en DMF a. A-C 25 °C, D-F 60 °C.

El cambio en la coloracién es producto del cambio en la morfologia y el
tamario de las NPs como ya se explicd con anterioridad. Por otro lado no deberia
descartarse la hipétesis de que el incremento en la concentracion o produccion
de NPs tiene una relacién directa con el incremento de la temperatura como lo
reportan Minh Tran et al. [59]. En este punto es valido destacar que estos
resultados fueron obtenidos mediante sintesis quimica, pero con la ablacion

laser existen fendmenos similares, y esta hipétesis pudiese tener validez.

Hasta aqui se han definido las condiciones experimentales para obtener
las AuNPs deseadas por lo tanto quedaria hacer las caracterizaciones
correspondientes para pasar a la preparacion de los sustratos SERS.
Posteriormente hacer las pruebas con compuestos biolégicos y cumplir con el
objetivo general de este trabajo. Para ello se prosiguié con el analisis del patron
de difraccién de electrones, el analisis EDX y el histograma de tamafos de
particulas correspondientes a las AuNPs obtenidas a una distancia de la lente
de enfoque de 30 cm, en una solucion de DMF a una temperatura de 60 °C
(Figura 24).
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Figura 24. a) Patron de difraccion SAED, b) imagen HRTEM, c) histogramade tamafnos y d)
analisis EDX de las AuNPs en DMF a 60 °C.

De acuerdo a la informacion que se muestra en la Figura 24 la cual forma
parte de la caracterizacion de las AuNPs, mediante el histograma de tamanos se
determind que el tamaino promedio es de 12.5 nm. En el analisis EDX, se puede
apreciar claramente que existe Au en nuestra muestra ademas de otros
elementos como el Co, Cu, Fe entre otros, los cuales es comun que aparezcan
ya que tanto la rejilla como la porta muestra que se utiliza para el analisis en el
TEM contienen dichos elementos. Haciendo el procesamiento del patrén de
difraccion y apoyandonos en el modo de HRTEM se concluy6 que los planos
difractados segun la carta JCPDS (65-2870) corresponden al oro. Esto corrobora
los resultados obtenidos del analisis EDX; también se debe decir que no se
encontro ningun tipo de contaminante 6 elemento no deseado para la fabricacion

de los sustratos por lo que se puede decir que nuestros sustratos son de AuNPs.

4.2. Caracterizaciéon de las peliculas de los sustratos SERS

Una vez que se termind con la obtencion y caracterizacion de los coloides
de AuNPs se prosiguié con la deposicion de estos sobre obleas de silicio. El
meétodo de deposicion como se comento en el capitulo anterior fue drop casting.
En la Figura 25 se muestran imagenes de SEM y un mapeo realizado en XPS de
la superficie de los sustratos SERS. Como puede ser apreciado en las imagenes

(A - D) existe una combinacion de dos morfologias, algunas NPs tienen una
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forma mas esférica y tamafos mas grandes mientras el resto tienen una forma

mas irregular y con tamafos mas pequefios.

Con relacién al mapeo superficial que se presenta se puede ver que hay
una distribucion homogénea de las AuNPs sobre mayor parte del area del
sustrato. Puede ser visto claramente que hay un cambio de color en las esquinas
de la zona que se analizd, las tonalidades oscuras significan que hay mayores
concentraciones de particulas mientras que las zonas claras significan lo
contrario. Esto es una consecuencia directa del método de deposicion elegido
en este trabajo, ya que resulta imposible al ser una técnica manual, controlar los
parametros necesarios para que las particulas sean homogéneamente
distribuidas sobre toda el area superficial del sustrato. Para solucionar esta
“deficiencia” se podria recomendar tratar con otros métodos de deposicion mas
avanzados y automatizados donde existe un control real sobre parametros
claves a la hora de obtener peliculas uniformes como es el caso de la técnica de

deposicion Recubrimiento por centrifugacion y Depésito por rocio, etc.

Figura 25. A-D, imagenes de SEM de la morfologia de las peliculas de AuNPs y E, mapeo
superficial de las AuNPs depositadas en oblea de silicio.

Para aplicaciones de biodeteccién es de vital importancia tener bien
caracterizado los elementos que estan presentes sobre la superficie y las
interacciones que pudiesen llegar a ocurrir entre ellos 6 con el sustrato ya que la

presencia de contaminaciones o compuestos no deseados repercuten
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negativamente en la deteccion de la muestra objetivo. Por lo tanto, es
imprescindible saber que la superficie del sustrato solo contiene las AuNPs y
nada mas. Para realizar dicha caracterizacion no existe mejor técnica que el XPS
ya que esta técnica se realiza para la caracterizacion y obtencion de informacion
de la superficie de las muestras. En la Figura 26 se presenta el andlisis de XPS

realizado a las peliculas con AuNPs en oblea de silicio fabricadas en este trabajo.
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Figura 26. Espectros XPS de las peliculas de AUNPs en oblea de silicio; (a) survey y (b) espectro

de alta resolucion del oro.

De la informacion obtenida de la caracterizacion por XPS se puede decir
que la superficie de nuestros sustratos esta compuesta en efecto por oro como
pudo ser identificado y corroborado en [60]. Ademas esta libre de impurezas o
elementos no deseados que puedan afectar la biodeteccion de la muestra
objetivo y también mencionar que no se detectaron reacciones entre elementos

que componen la superficie 6 entre las AuNPs y el sustrato de silicio.

4.3. Caracterizaciéon de los sustratos SERS como biosensores
plasmonicos

La etapa final de este trabajo consiste en que los sustratos SERS
fabricados puedan detectar satisfactoriamente las muestras bioldgicas
seleccionadas (fluido oral y glucosa). Para ello es necesario que sean probados
dichos sustratos con tintas antes de las muestras biolégicas para optimizar los
parametros seleccionados en la experimentacion para finalmente ver si se

produce un efecto de mejoramiento en la intensidad de la sefial Raman.

46

U i




Capitulo 1V. AuNPs y Biosensores Plasmonicos FIME

Siguiendo esa linea de trabajo se probd el limite de deteccion de los
sustratos SERS con RB. La primera prueba se preparé con una concentracion

de 102 M de RB como se muestra en la Figura 27.

OS+RB

CS con
AUNPs+RB

Figura 27. Sustratos empleados para hacer las pruebas SERS con RB (102 M).

En la Figura 28 se presenta el espectro Raman de una muestra de OS 'y
de los sustratos cony sin AUNPs, en este se puede apreciar que los principales
picos caracteristicos de la RB fueron satisfactoriamente detectados [61],[62], y
ademas que para el caso del sustrato con AuNPs la intensidad Raman fue
aumentada aproximadamente tres veces con respecto al sustrato sin NPs. Este
resultado nos dice que efectivamente las AuNPs produjeron un efecto de
mejoramiento superficial (SERS) en el sustrato preparado aumentando el limite

de deteccidn para esta concentracion de la tinta.
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Figura 28. Espectro Raman de los sustratos SERS con concentracién de102 M de RB.

Después de haber obtenido este resultado el siguiente paso fue disminuir
aun mas la concentracion para ver el sustrato SERS era capaz de detectar trazas
de RB. La concentracion de la tinta fue bajada con agua destilada hasta 106 M

y se volvio a llevar al Raman para repetir la prueba.

En la Figura 29 se muestra el espectro Raman de los sustratos con
concentracion de RB de micro molar con y sin AuNPs. Como era de esperarse
la intensidad de la sefial Raman para el sustrato tomado como referencia (sin
AuNPs y con baja concentracién de RB) fue muy baja. Esto se debe a que el
equipo por si solo no es capaz de detectar la RB con concentraciones bajas sin
la ayuda de algun efecto de mejoramiento superficial del sustrato. Los picos
detectados en ambos espectros corresponden a RB y al silicio (Si), el primer
elemento fue la tinta que deseamos detectar y el segundo es el material de
nuestro sustrato. Sin embargo, cuando se deposita al sustrato de OS las AuNPs
y sobre estas la RB a esa misma concentracién se puede ver como la intensidad
aumenta unas 5.5 veces aproximadamente y los picos caracteristicos de la tinta

son todos detectados sin excepcion.
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Figura 29. Espectro Raman de los sustratos SERS con concentracion de10® M de RB.

Estos resultados nos confirman que nuestros sustratos SERS son
capaces de detectar la RB con bajo limite de deteccion y que todos los objetivos
hasta este punto han sido cumplidos satisfactoriamente ya que las AuNPs
producidas fueron capaces de generar un efecto de mejoramiento de la senal

Raman.

Una vez cumplido estos objetivos solo quedaria probar los sustratos
SERS con muestras biologicas, para realizar estas pruebas se selecciond
detectar glucosa disuelta en agua inyectable en una concentracion original de 5g
por cada 100 ml. Para llevar a cabo dichas pruebas se rebajé la concentracion
de glucosa con agua destilada, el procedimiento realizado fue el siguiente:
primero se extrajo 1 ml de la solucion original y se le agregé 10 ml de agua
destilada. Posteriormente se extrajo nuevamente 1 ml de esa solucion ya
rebajada y se le agregd 10 ml de agua y por ultimo se repitié una vez mas dicho
procedimiento. El resultado de todo el proceso fue una solucién con una

concentracién micro molar de glucosa (2.8x10% M).
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En la Figura 30 se muestra el espectro Raman para los sustratos con
glucosa y con la presencia para uno de ellos de AuNPs. Del espectro se puede
decir que se pudo detectar satisfactoriamente la glucosa a bajas concentraciones
ya que los principales picos caracteristicos (805, 894, 1017, 1076, 1155, 1263,
en cm-1) fueron identificados [63]. También se puede ver que se produjo el efecto
Raman de superficie mejorada al incrementarse la intensidad de la sefial con

respecto a la referencia aproximadamente 5 veces lo que permitié identificar la

glucosa.
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Figura 30. Espectro Raman de los sustratos SERS con concentracion de10° M de glucosa.

Con la deteccion de la glucosa como muestra bioldgica se estarian
cumpliendo todos los objetivos propuestos en este trabajo y ademas se reportd

una nueva manera de fabricar sustratos SERS con AuNPs que pueden ser
empleados como biosensores LSPR.
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Capitulo V. Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

Una vez concluido el trabajo de investigacion, se pueden obtener las

siguientes conclusiones.

e La sintesis de AuNPs mediante ablacion laser pulsado en medio liquido

es una herramienta eficaz para la fabricacion de biosensores LSPR.

e El pico de absorcion se movio hacia el rojo en DMF producto de un cambio
de morfologia de las nanoparticulas. Por lo tanto, este solvente sera el

utilizado para realizar la investigacion.

¢ La fluencia tuvo mayor impacto sobre la concentracién de nanoparticulas
en la solucion, alcanzando su valor maximo a los 30 cm de distancia de la
lente de enfoque. Esta distancia fue la utilizada para el resto de los

experimentos.

e Con la aplicacion de temperatura al solvente durante el proceso de
ablacion se logré ampliar el pico de absorcion de las nanoparticulas
debido a la aparicion de la absorcién plasménica longitudinal producto de

un cambio en la morfologia de las nanoparticulas.

e Segun el patron de difraccion de electrones, el andlisis EDX y XPS se

puede decir que las nanoparticulas son de oro.
e El tamafo promedio de las AuNPs fue de 12.5 nm.

e La intensidad de la sefal SERS de los sustratos preparados con
nanoparticulas fueron muy superior a los sustratos sin nanoparticulas

alcanzandose un limite de deteccion de 10~ M de RB.

e La glucosa fue detectada hasta un limite de 2.8x10¢ M lo que demuestra
que los sustratos SERS funcionan como biosensores LSPR, cumpliendo

asi todos los objetivos planteados al comienzo del trabajo.
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5.2. Recomendaciones

Analizar la influencia de otros solventes en las propiedades fisicoquimicas
de las nanoparticulas.

Probar con otros valores de temperaturas aplicadas al solvente para
determinar la influencia de esta sobre la morfologia y el tamario.
Profundizar en los fendbmenos que provoca la aplicacion de la temperatura

al solvente sobre las propiedades de las nanoparticulas de oro.
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