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RESUMEN

Uno de los retos actuales en el estudio de la tecnologia SERS es la fabricacién de nuevos
sustratos, con esto en mente, la aleacion de metales plasménicos ha tomado un foco
importante como posibles sustratos con propiedades potencialmente novedosas, la aleacion
Au-Cu como nanomaterial ha adquirido importancia de estudio por el hecho de que forma
una solucién solida para todo el rango de composicion y que en funcion de su tamafio y forma
sus propiedades pueden cambiar, como por ejemplo su rango de absorcion electromagnética.
En este trabajo, se sintetizaron nanoparticulas bimetalicas AuCu variando sus relaciones
molares, de forma que se obtuvieron diferentes propiedades morfolégicas, plasmonicas y de
potencial Z, se caracterizaron con un microscopio electrénico de transmision, un equipo de
espectroscopia UV-Vis y un equipo de potencial Z, y se determiné en base a estas
propiedades la mejor candidata a sustrato SERS.

Por otro lado, la deteccion de la molécula imidazol en diversas muestras tales como,
alimentos o agua residual es de gran importancia. Debido a la posibilidad de detectar imidazol
a muy bajas concentraciones, la deteccion de esta molécula por medio de SERS es una
excelente opcion, sin embargo, el factor de realce SERS depende en gran manera del sustrato,
por esta razdn, se encontraron que las nanoparticulas plasménicas con relacién molar Au:Cu
3:1 son las que tienen mejores propiedades como sustratos SERS en el realce de la molécula
de imidazol. Las pruebas SERS se hicieron con equipo micro-Raman dando con un factor de

realce en el orden de 10°.




ABSTRACT

One of the current challenges in the study of SERS technology is in the fabrication of new
substrates, with this in mind, the alarm of plasmonic metals has taken an important focus as
possible substrates with novel properties, the Au-Cu attraction as a nanomaterial has acquired
importance of study due to the fact that it forms a solid solution throughout the entire
composition range, depending on its size and shape its properties can change, such as its
electromagnetic absorption range, that is, as plasmonic materials they are about potential
candidates for SERS substrates. In this work, bimetallic AuCu nanoparticles were
synthesized varying their molar ratios, so that different morphological, plasmonic and Z
potential properties were needed, they were characterized with a transmission electron
microscope, a UV-Vis spectroscopy equipment and a potential equipment. Z, and based on
these properties the best candidate for SERS substrate will be reduced.

On the other hand, the detection of the imidazole molecule in various samples such as food
or wastewater is of great importance. Due to the possibility of detecting imidazole at very
low concentrations, the detection of this molecule by means of SERS is an excellent option,
however, the SERS enhancement factor depends largely on the substrate, for this reason, it
was found that the nanoparticles Plasmonic molecules with a molar ratio Au:Cu 3:1 are the
ones with the best properties as SERS substrates in the enhancement of the imidazole
molecule. The SERS tests were carried out with micro-Raman equipment, giving an

enhancement factor in the order of 108,
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el estudio de nanomateriales ha tenido un crecimiento exponencial.
Los nanomateriales tienen diversos campos de aplicacion en subramas de la fisica, quimica,

ciencia de materiales y medicina’.

Las interesantes propiedades de las nanoparticulas (NPs) estan en funcion de su morfologia,
tamario, composicion, ordenamiento atdmico y su quimica superficial?, estas propiedades las
convierte en candidatos atractivos para diversas aplicaciones, por ejemplo, en el campo de la
medicina se pueden utilizar en la administracion de farmacos y en aplicaciones terandsticas

contra el cancer®.

Las nanoparticulas metélicas (principalmente de oro) han atraido un gran interés como una
plataforma novedosa para la nanobiotecnologia y la biomedicina* debido a su conveniente
bioconjugacién de superficie con sondas moleculares y sus notables propiedades dpticas
relacionadas con la resonancia de plasmones localizados (SPR)°. Los ejemplos publicados
recientemente incluyen aplicaciones de NPs a la gendmica®, biosensores’, inmunoensayos®,
quimica clinica®, deteccion y control de microorganismos®®, fototermélisis de células
cancerosas'' 3, entrega dirigida de farmacos u otras sustancias'4, obtencion de imagenes
Opticas y seguimiento de células y tejidos bioldgicos mediante técnicas de dispersion de
resonancia'®, tomografia de coherencia Optica'®, luminiscencia de dos fotones!’ o

fotoacuUstical®.

No obstante, las NPs metalicas plasmodnicas proporcionan nuevas plataformas para
dispositivos de seguridad, sensores bioldgicos y quimicos, catalisis heterogénea, células

solares, espectroscopias mejoradas con plasmones e incluso terandsticos®®.

Por otra parte, las NPs de cobre han adquirido un especial foco de atenciébn como NPs

metalicas plasmonicas debido a sus interesantes propiedades que no poseen las NPs de




metales nobles. A diferencia de los metales nobles con densidad de portadores restringida,
una vez que se fijan el tamafio, la morfologia y el medio circundante, la respuesta de la
resonancia del plasmon superficial localizada (LSPR) se bloguea y no se puede ajustar de
manera flexible. En las NPs de Cu, especialmente las que son dopadas con vacantes
(agujeros), al generar una pequefa variacion en la densidad de los portadores se tiene un
fuerte efecto en la posicion espectral y la intensidad de la LSPR. Esto permite una
sintonizacion de la LSPR controlable en un amplio rango espectral, ya sea durante la sintesis
o el postratamiento, lo que hace que las NPs de Cu sean muy fascinantes en una variedad de

campos de investigacion?°.

Originalmente los materiales plasménicos se restringieron a los metales nobles,
principalmente de Auy Ag, Yy sus propiedades dpticas ya estdn muy bien estudiadas, asi como
también sus principales aplicaciones entre las que destacan la deteccion de moléculas
especificas, fotodiagnosticos y terapia fototérmica selectiva??, sin embargo, recientemente se
ha revelado que no solo los metales nobles poseen SPR sino también en semiconductores
altamente dopados con una densidad apreciable de portadores libres, incluidos 6xidos
metalicos dopados/autodopados aliovalentes, calcogenuros metélicos, nitruros metalicos y
muchos otros?2. Por ejemplo, 6xido de indio (ITO)?3, 6xido de zinc dopado con aluminio
(AZ0)?*, 6xido de titanio dopado con niobio (NTO)%, dxido de molibdeno deficiente en
oxigeno (MoOs3x)?® y 6xido de tungsteno (WOsx)?’, también los nitruros de metales de
transicion exhiben caracteristicas plasmoénicas y poseen propiedades superiores en
comparacion con los metales nobles, como durabilidad a altas temperaturas, estabilidad
quimica, resistencia a la corrosion, bajo costo y dureza mecanica?. Es por ello que, la sinergia
entre metales y las nuevas propiedades de la bimetalicidad que surja de esta tiene especial

atencion como materiales emergentes.

Dentro de las aleaciones bimetalicas, la importancia de la aleacion de oro-cobre (Au-Cu)
proviene de su capacidad para formar una solucién sélida en todo el rango de composicion a
altas temperaturas mientras forma fases ordenadas como AuCus (L12), AuCu (L1o) y AusCu
(L1,), a temperaturas méas bajas, también es una excelente forma de disminuir los costos de
produccion®. A nivel de nanoescala, estas fases cambian de temperatura y composicion

segUn el tamafio y la forma de la nanoparticula®.




La aleacion de oro y cobre (AuCu) tiene dos tipos de estructuras ordenadas, AuCu I que tiene
una estrucutra cristalina tetragonal centrada en las caras y AuCu Il una estructura
ortorrombica. AuCu tiene también una fase desordenada cubica centrada en las caras a
temperaturas superiores a 410°C y las fases ordenadas se forman por debajo de esta
temperatura. Debajo de los 380°C se forma AuCu I y entre los 380 y 410°C se forma la fase
AuCu I3,

La Espectroscopia Raman por Amplificacion Superficial “SERS” por sus siglas en inglés
(Surface Enhanced Raman Spectroscopy) es una técnica permite realzar y definir el espectro
Raman de diversos analitos quimicos que se encuentran en bajas concentraciones. SERS fue
descubierta en 1974 por Fleischmann y colaboradores® al ser adsorbida una molécula de
piridina en un electrodo de plata rugosa y notar un aumento en la intensidad del espectro
Raman del analito correspondiente, pero no fue hasta 1977 que el fendmeno fue
correctamente interpretado . El analito SERS, debe cumplir con ciertos requisitos para que
su sefial en Raman pueda ser amplificada, estos detalles se abordaran con més a detalle en el
capitulo 2, un ejemplo es tener modos vibracionales activos en Raman. Asimismo, el sustrato
que realza la sefial del analito también debe cumplir ciertos parametros tanto individuales

como en conjunto con el analito para que el fendmeno de amplificacion SERS se lleve a cabo.

SERS tiene una amplia gama de aplicaciones, que van desde seguridad alimenticia y el
aumento en la calidad en deteccion Raman para analizar la presencia de quimicos peligrosos
y toxicos en distintas muestras asi como deteccion de especimenes microbioldgicos.®*
Actualmente, empresas como Horiba, Sigma Aldrich, entre otras comercianlizan sustratos
SERS muy especificos, los cuales son fabricados por litografia o por deposicion de metales

como el oro, plata o cobre a escala nanométrica sobre un sustrato.

En general, la investigacion que involucra la amplificacion por SERS se considera una
subrama de la ciencia de los materiales plasmonicos, ya que tienen una gran relacion con los
sustratos SERS %, por lo tanto, para adentrarse en este campo de investigacion es necesario

entender los materiales plasmonicos y la ciencia que hay detras de ellos.

Hoy en dia, la investigacion de materiales plasmonicos esta centrada en métodos de sintesis,

el impacto en el realce debido a diferentes medios, pH, estabilidad coloidal, entre otros; y




también en la bdsqueda de nuevos sustratos con nuevas propiedades plasmonicas. En esta
direccion, las nanoparticulas de aleaciones de metales nobles tienen propiedades plasmonicas
muy interesantes debido a su composicién, forma y tamafio y son materiales prometedores
para ser usados como sustratos SERS para la amplificacion de sefiales Raman de una gran

variedad de analitos.




CAPITULO 2: ESTADO DEL ARTE

2.1 Espectroscopias vibracionales

Las espectroscopias vibracionales son técnicas de caracterizacion que miden las frecuencias
de las vibraciones de los enlaces quimicos entre a&tomos en sélidos®®. Entre estas técnicas se
encuentran la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y la
espectroscopia Raman que utilizan radiacion infrarroja (IR). La espectroscopia de pérdida de
energia de electrones de alta resolucion, HEELS, utiliza el impacto de electrones. Por ultimo,
la Resonancia Magnética Nuclear, NMR, involucra transiciones entre diferentes estados de
espin del nucleo atomico en lugar de estados de vibracion de enlace, pero proporciona

informacion similar sobre la disposicion de enlaces alrededor un atomo®.

2.1.2 Espectroscopia Raman

Las moléculas y los cristales vibran con frecuencias determinadas por la masa de sus &tomos
y la fuerza de sus enlaces. La espectroscopia Raman es una técnica de caracterizacion de
caracter no destructivo que provee informacion acerca de la estructura y de las propiedades
moleculares del analito a través del andlisis de las vibraciones moleculares de este. Esta
técnica es sensible al arreglo atomico y al enlace quimico en una determinada sustancia, por
esta razon, se considera como una técnica de analisis estructural. Se puede obtener
informacidn sobre defectos y desorden a partir de esta técnica, sin embargo, la informacion

sobre la composicion quimica no se obtiene directamente de la espectroscopia Raman®®,

La muestra se irradia con una luz monocromatica, generalmente de un laser en el visible,
infrarrojo cercano o ultravioleta cercano, una pequefia parte de la energia del haz de luz es
almacenada por los enlaces quimicos de la muestra, cuando ocurre la relajacion, la energia

almacenada es irradiada y se pueden observar diferentes geometrias de dispersion, la gran




mayoria de la energia es irradiada a la misma frecuencia que la de la luz incidente, lo que se
conoce como dispersion de Raleigh. Sin embargo, una pequefia parte de la energia
almacenada se transfiere a la muestra y excita sus modos de vibracion, lo que hace que la haz
de luz pierda energia; este fenomeno se denomina dispersion de Stokes. También puede
ocurrir el proceso contrario, en la muestra pueden existir estados vibratorios que ya estén
excitados por procesos térmicos, estos estados vibratorios pueden agregar su energia al haz
de luz, por lo que haz de luz incrementa su energia, esto se conoce como dispersion anti-
Stokes. Estas tres geometrias de dispersion se observan en el espectro Raman de las muestras
(Figura de un espectro Raman mostrando los 3 tipos de dispersion). La dispersion de
Rayleigh se observa como una linea central fuerte en el espectro, las lineas de dispersion de
Stokes se observan a frecuencias mas bajas que el haz incidente con intensidades méas bajas
que las lineas de Rayleigh, la separacion de las lineas de Stokes y Rayleigh brinda
informacion directa sobre las frecuencias vibratorias de las muestras. Las lineas anti-Stokes
aparecen a frecuencias mas altas que las lineas de Rayleigh y son una imagen especular de
las lineas de Stokes. Para la espectroscopia Raman, solo las lineas de dispersion de Stokes se
reportan en el espectro, debido a la baja intensidad de las lineas de dispersion anti-Stokes
asociadas a su fuerte dependencia de la existencia de estados vibracionales térmicamente
activos. La mayoria de los espectrémetros Raman reportan la diferencia entre las lineas de
Stokes y las lineas de Rayleigh, para observar directamente las frecuencias vibratorias de la

muestra, esta diferencia de frecuencias se denomina nimero de onda.
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Figura 1. Representacion esquematica de las lineas de dispersion de Rayleigh, Stokes y anti-Stokes
en un espectro Raman.




Espectrémetro Raman

Dos tipos de espectrometros Raman son los dispositivos mas comercializados:
espectrometros dispersivos y espectrometros Raman de transformada de Fourier. Sin
embargo, ambos tipos tienen una instrumentacion general: una fuente de luz traida hacia la
muestra, un sistema de dispersion y un sistema de deteccion. La fuente de luz habitual para
los espectrometros Raman son los laseres. En general, se utilizan laseres con longitudes de
onda en el area UV (< 200 nm) hasta el infrarrojo cercano (1064 nm), la longitud de onda
seleccionada dependeré del tipo de muestra que se vaya a analizar. Respecto a los detectores,
se utilizan diferentes tipos dependiendo del espectrometro, para el caso de instrumentos
dispersivos se utilizan detectores monocanal o multicanal, y para dispositivos de
transformada de Fourier se utilizan semiconductores como el silicio y el germanio. Los
detectores multicanal utilizados con mayor frecuencia son los detectores de dispositivos de
carga acoplada (CCD). Estos detectores constan de una matriz bidimensional de elementos

sensibles a la luz.
Disposicion de las muestras

La espectroscopia Raman se puede registrar en un gran nimero de muestras con diferentes
formas, tamafios de particulas y composiciones. Se puede adquirir el espectro Raman de
liquidos, polvos y sélidos policristalinos, monocristales y peliculas gruesas y delgadas. Las
muestras liquidas tienen que ser medidas en una celda especial con ventanas Opticas en
angulo recto. El tamafio de las muestras sélidas no suele ser un problema para la
espectroscopia Raman (se pueden medir particulas con tamafios superiores a 100 nm). El
espectro Raman de muestras en polvo se puede realizar mediante la creacion de granulos de
la muestra, estos granulos junto con especimenes a granel policristalinos como ceramica y
rocas se miden a través del reflejo del laser desde la superficie de la muestra. Para el caso de
las peliculas, el grosor minimo al que se puede realizar la espectroscopia Raman varia segun

la transparencia de la muestra, pero generalmente esta en el rango de unos pocos pm%.




2.3 SERS

En pocas palabras, el efecto SERS consiste en amplificar las sefiales Raman (que provienen

casi exclusivamente de moléculas) en varios érdenes de magnitud*®.

La amplificacion de las sefiales en SERS proviene (principalmente) de la interaccion
electromagnética de la luz con los metales, lo que produce grandes amplificaciones del
campo laser a través de excitaciones generalmente conocidas como resonancias plasmanicas.
Para beneficiarse de estos, las moléculas normalmente deben adsorberse en la superficie del
metal, 0 al menos estar muy cerca de ella (normalmente ~10 nm como maximo). La
denominacion de dispersién Raman mejorada por superficie 0 SERS, resume especialmente

bien estos tres pilares del efecto®®:

Superficie (S): SERS es una técnica de espectroscopia de superficie; las moléculas deben
estar sobre (o cerca de) la superficie. Este es un punto importante para las aplicaciones de
SERS. Uno debe asegurarse de que las moléculas a detectar puedan adherirse a (o al menos
estar muy cerca) de la superficie del sustrato metalico. La transferencia de moléculas de un
volumen a una superficie es un tema recurrente (y un problema) en las implementaciones
practicas de SERS.

Realce (E): La mejora de la sefial la proporcionan las resonancias de plasmén en el sustrato
metéalico. El término "resonancias de plasmones” es, de hecho, una forma abreviada de una
familia de efectos asociados con la interaccion de la radiacion electromagnética con los
metales. Ademas, los metales aparecen en el efecto SERS (la mayoria de las veces) en forma
de nanoestructuras metalicas, que abarcan una variedad de diferentes sustratos SERS, desde
coloides metélicos en solucion hasta sustratos fabricados por nanolitografia. o

autoorganizacion.

Raman (R): La técnica consiste en medir las sefiales Raman de las moléculas (las sondas
SERS o analitos). La espectroscopia Raman es el estudio de la dispersion inelastica de la luz
y, cuando se aplica a las moléculas, proporciona informacion sobre su estructura quimica (en

particular, su estructura vibratoria).




La S final en SERS puede significar Dispersion o Espectroscopia, dependiendo de si se
prefiere enfatizar el efecto Optico (dispersién) o la técnica y sus aplicaciones

(espectroscopia).

2.3.1 Sustratos y analitos SERS

Entre los muchos parametros que se pueden variar en un experimento SERS, dos se destacan
naturalmente: la especie molecular a detectar (la sonda o analito) y las estructuras metalicas
sobre las que se adsorbe (el sustrato SERS). Estos dos aspectos son en gran medida
independientes, aunque se requiere cierto grado de “"compatibilidad": en Ultima instancia, se
debe garantizar que la sonda vaya al sustrato para beneficiarse de la amplificacion de las

sefiales Raman por resonancias de plasmones.
Sustratos SERS

Los buenos sustratos SERS son, en términos simples, aquellos que proporcionan la mayor
mejora o amplificacion. Las mejoras SERS surgen de una respuesta resonante del sustrato,
por lo general dependen en gran medida de la longitud de onda, es decir, varian con la
longitud de onda de excitacion (y en menor grado con el desplazamiento Raman de los
modos). Por lo tanto, un sustrato SERS dado exhibira tipicamente buenas mejoras en un
rango de longitud de onda de excitacién limitado. De hecho, la longitud de onda de excitacion
Optima podria verse como parte de la definicién del sustrato SERS: un sustrato SERS
excitado a la longitud de onda incorrecta ya no es un sustrato SERS (o solo uno realmente
malo). La mayoria de los sustratos SERS estan disefiados para operar con excitacion
visible/infrarroja cercana (~400-1000 nm), que es el rango tipico de interés para los

experimentos de dispersion Raman molecular.

Las mejoras no son las Unicas caracteristicas importantes de un sustrato SERS. Entre otros
aspectos, mencionemos aqui la superficie. Al ser SERS una espectroscopia de superficie, el
area de superficie del sustrato obviamente deberia ser un parametro importante (el area de
superficie debe entenderse aqui como el area de superficie metélica dentro del volumen de
observacion de dispersion). Un area de superficie mas grande aumenta el nimero potencial
de moléculas que pueden producir SERS (por ejemplo, el nimero de moléculas en una

monocapa). Esto no mejora la sensibilidad, ya que a bajas concentraciones (cobertura sub-
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monocapa) estamos limitados principalmente por la ‘fuerza’ intrinseca de las sefiales SERS
de la molécula. Hay, sin embargo, situaciones en las que las moléculas s6lo se adhieren al
sustrato en la primera capa (por contacto directo sobre el metal). La sefial SERS méxima
alcanzable esta entonces limitada por el niumero maximo de moléculas en esta capa (el
"problema de estacionamiento™). Si la molécula es un dispersor Raman débil y la sefial SERS
méaxima alcanzable es demasiado baja, entonces la sefial SERS no se puede medir. Las varias
opciones posibles para evitar este problema son: (i) usar un sustrato con una mejora promedio
mayor (esto aumenta la sefial SERS promedio de las moléculas individuales), (ii) usar un
sustrato con un area de superficie mas grande (esto aumenta el nimero maximo de moléculas
que producen la sefial), (iii) para aumentar la potencia del laser, y (iv) para aumentar el
volumen de dispersion (y por lo tanto el &rea de superficie sondeada). Esta ultima opcidn solo
vale la pena si la densidad de potencia se mantiene constante, lo que generalmente requiere
aumentar la potencia del laser como en (iii). Por lo tanto, las dos ultimas opciones suelen

estar limitadas por consideraciones instrumentales (potencia laser disponible)®,
3 clases principales de sustratos SERS

1. Particulas metélicas (generalmente nanoparticulas) en solucion, como soluciones
coloidales.

2. Estructuras metalicas ‘planares’, como conjuntos de nanoparticulas metalicas
soportadas sobre un sustrato plano (vidrio, silicio o metélico, por ejemplo).

3. Electrodos metalicos.
Analitos SERS

No todas las moléculas son buenos analitos SERS, aunque la técnica se puede utilizar con
una notable variedad de analitos. Las dos caracteristicas principales de una sonda SERS son:

Propiedades intrinsecas de Raman: la intensidad de la dispersion de Raman (caracterizada

por la seccion transversal de Raman*®) puede variar en muchos 6rdenes de magnitud segin
las moléculas en estudio y la longitud de onda del l&ser incidente. La dispersion Raman es,
por ejemplo, particularmente intensa para moléculas con energias electronicas cercanas a la
energia del laser de excitacion, por ejemplo, colorantes; esto se denomina dispersion Raman

resonante (RRS). Las intensidades RRS pueden ser ~10° mayores que las intensidades Raman
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normales (fuera de resonancia). Como regla general, los buenos dispersores Raman (como
los tintes) son buenas sondas SERS. Esto es, en cierto modo, obvio: si la sefial Raman es
~10° veces mas fuerte antes de la amplificacion, seguira siendo (en general) ~10° veces més
fuerte después de la amplificacion (es decir, en condiciones SERS). Hay que tener en cuenta
en este contexto que cuando SERS se mide con una sonda en condiciones RRS, a veces se
denomina "SERRS" o "SE(R)RS", para dispersibn Raman resonante mejorada en la
superficie. Sin embargo, los principales mecanismos de mejora son los mismos (solo las
moléculas a las que se aplican son diferentes). Finalmente, otras propiedades intrinsecas de
Raman, como las simetrias del modo Raman, también influyen en sus propiedades SERS,

pero en la mayoria de los casos esto es secundario.

Interacciones sonda/metal: la condicion para que una molécula sea un "buen dispersor
Raman" no es suficiente para que sea una buena sonda SERS. Ademas, debe ser capaz de
adsorberse de manera eficiente en el sustrato SERS que se va a utilizar. Algunas moléculas
tienen una fuerte afinidad quimica por tales superficies metélicas (por ejemplo, forman
fuertes enlaces covalentes) y, por lo tanto, es méas facil trabajar con ellas. Los ejemplos de
estos Gltimos incluyen moléculas con fracciones de tiol o triazol en su estructura*!, que
muestran una fuerte afinidad por el sustrato SERS. Otros mecanismos comunes de union de
la sonda son a través de interacciones electrostaticas; pero solo las sondas con la carga
correcta (opuesta) se adsorberan en un sustrato cargado. La sonda y el sustrato ya no se
pueden considerar como independientes. Este concepto se puede impulsar ain mas en los
sustratos SERS con funcionalizacion superficial: la superficie metalica se prepara
quimicamente para permitir (e idealmente facilitar) la unién de un solo tipo especifico de
analito. Una implementacion tipica (en aplicaciones bioldgicas) es la de una superficie
metalica recubierta con antigenos que solo se unirian a anticuerpos especificos (sirviendo
aqui como sondas SERS). Los problemas de las interacciones sonda/metal se encuentran

entre los mas importantes, y también los mas dificiles, en las implementaciones de SERS.

2.3.2 Factor de Realce
La magnitud del factor de mejora (EF) (es decir, cuanto se amplifica la sefial Raman con
respecto a las condiciones normales, como en la Fig. 2%2) es uno de los aspectos mas cruciales

de SERS. Esto no solo es cierto para la mayoria de las aplicaciones, donde el interés en la
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técnica radica en su sensibilidad mejorada, sino también para comprender los origenes de

SERS y los mecanismos fisicos de esta mejora.
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Figura 2. Espectro Raman con una sonda de BSA en un buffer de PBS, (en negro) sin sustrato SERS,
(en rojo) con sustrato SERS.

Hay, en términos generales, dos caracteristicas importantes principales para el factor de
realce en un sustrato de SERS dado: (i) el SERS EF maximo y (ii) el SERS EF promedio.

SERS EF maximo

El SERS EF maximo generalmente ocurre en posiciones especificas en la superficie (los
Ilamados puntos calientes) y solo aquellas moléculas adsorbidas alli pueden beneficiarse de
él. El maximo SERS EF puede ser del orden de ~10° en una nanoparticula esférica, y ser tan
alto como ~10'°-10%: por ejemplo, en el vértice de una punta metalica, 0 en un espacio
nanométrico entre dos nanoparticulas. Tales EF grandes suelen ser suficientes para detectar

la sefial SERS de una sola molécula, posiblemente la maxima sensibilidad en términos de
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aplicaciones analiticas (como se mencioné antes). Sin embargo, actualmente no existe un
control real sobre cdmo crear tales puntos de acceso en ubicaciones predeterminadas; o, de
manera equivalente, sobre como colocar una molécula dada en un punto caliente. Tenga en
cuenta, sin embargo, que las mejoras del orden de ~107—10® ya pueden ser suficientes para

detectar moléculas individuales en el caso de buenas sondas SERS.
SERS EF promedio

El SERS EF promedio es, como su nombre indica, el SERS EF promediado sobre todas las
posiciones posibles en la superficie metélica. Por lo tanto, corresponde a la mejora en la sefial
esperada para las moléculas adsorbidas aleatoriamente en la superficie (en comparacion con
el mismo namero de moléculas no adsorbidas). Los EF promedio de SERS pueden ser tan
bajos como ~10-10° para condiciones no optimizadas. Los valores mas tipicos estan en el
rango de ~10°-10° y deberian ser "faciles” de lograr con sustratos "estandar". Son posibles
valores tan grandes como ~10—10% y deben considerarse como muy buenos sustratos
SERS®,

2.4 Materiales plasmonicos

El término plasmon fue introducido por Pines en 1956 en la introduccion de un articulo de
revision* sobre pérdidas colectivas de energia. En el trabajo de Pines encontramos la
siguiente definicion: “Las oscilaciones colectivas de los electrones de valencia se parecen
mucho a las oscilaciones del plasma electronico observadas en las descargas gaseosas.
Introducimos el término ‘plasmén’ para describir el cuanto de excitacion elemental asociado

con este movimiento colectivo de alta frecuencia”.

Por lo tanto, un plasmon es una cuasiparticula cuantica que representa las excitaciones

elementales, o0 modos, de las oscilaciones de densidad de carga en un plasma.

Una analogia util para entender el significado de esta definicion es recordar la definicion
formal de un fotdn: es la particula cuantica que representa las excitaciones elementales, o
modos, de las oscilaciones del campo electromagnético libre. Por lo tanto, un plasmén es
simplemente para la densidad de carga del plasma lo que los fotones son para el campo

electromagnético. Por razones mas historicas que cientificas, el termino plasmon tiende a
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usarse en todas las situaciones, cuanticas o clasicas, en lugar de denominaciones equivalentes

(clasicas) como oscilaciones de densidad de carga®.

Por ejemplo, en el caso de una NP de Au esférica con un tamafio mucho mas pequefio que la
longitud de onda de la luz (aproximacion cuasiestatica), la distorsion de la nube de electrones
en respuesta al campo eléctrico puede expresarse mediante la polarizabilidad del metal®®.

Y de acuerdo con el modelo de Drude para la respuesta dptica se puede llegar a la expresion

cuasiestatica de la seccion eficaz de extincion (6Ext) en una NP esférica de Au:

187[=,( M2 v Im [=(\)]
) " [Re [e] + 25m(M)P + Im[e(V)P

Opxt =

1)
Y de esta se obtienen las siguientes 3 conclusiones:

I.  Las propiedades plasmonicas de cualquier material estan definidas por su &(®)
Il.  oex escala con volumen de particulas
I1l.  oex €s maximo cuando se minimiza el denominador, es decir, el LSP se excita a la

frecuencia donde:

Re [enp(w)] ~ —xEm(w).
)
La ecuacion (2), también llamada condicién de Frohlich, define la condicion SPR localizada.
Claramente, la frecuencia de la SPR se puede sintonizar cambiando el gm(®) del medio
circundante, pero también se ve fuertemente afectada por el tamafio, la forma y la

composicion de la NP*®,
Correlacion entre la morfologia del sustrato y el EF del analito.

Ademas del tamafio de la particula, la magnitud del EF SERS también se ve afectado por la
morfologia de las NPs. Es en la sintesis de las nanoestructuras donde se ven afectados los
parametros de morfologia; en las etapas de nucleacion y crecimiento durante la reduccion
quimica determinan la distribucion del tamafio de las particulas. Durante el proceso de

nucleacion, los atomos de metal se combinan y forman grupos y finalmente nucleos

14



cristalinos. Durante el paso de crecimiento, los nucleos de cristal, o "semillas", aumentan de
tamafio para formar nanoparticulas. La forma de las nanoparticulas se puede controlar
agregando surfactantes durante la sintesis*’. Estos tensoactivos provocan un cambio en la
energia superficial y controlan la agregacion de particulas. El surfactante estabiliza planos de
cristal especificos en la nanoestructura en crecimiento, lo que permite un crecimiento
controlado en ese plano. Dependiendo del surfactante y el material de particulas elegido, se
puede crear una amplia variedad de formas de nanoparticulas, como nanovarillas, nanocubos,
nanoesferas, nanotriangulos, nanocables, nanoplacas y nanoestrellas. La Figura 2 muestra
imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) obtenidas para nanoesferas,

nanotridngulos y nanoestrellas de oro.

(a) (b) ()

Figura 3. Micrografias SEM de las siguientes NPs de Au: (a) nanoesferas; (b) nanotriangulos, y (c)
nanoestrellas®.

Esto se muestra en los espectros SERS, Figura 3, obtenidos para rodamina 6G en
suspensiones de nanoestrellas de oro, nanotriangulos y nanoesferas agregadas*. El efecto
SERS aumenta como nanoesferas < nanoesferas agregadas < nanotriangulos <<
nanoestrellas. La diferencia en la magnitud de la respuesta SERS para estas nanoestructuras
se atribuye al nimero de "puntos calientes™ intrinsecos por particula, que aumenta a medida
que las nanoesferas < nanotriangulos < nanoestrellas. Los puntos calientes son ubicaciones
en las proximidades de las nanoestructuras plasménicas donde el campo Optico local se
mejora enormemente en comparacion con su entorno®®. En consecuencia, cualquier molécula
presente en un punto caliente SERS activo exhibird una inmensa mejora en sus sefiales de

dispersion Raman. Como se muestra en la Figura 3c, las nanoestrellas son nanoparticulas en
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forma de estrella con bordes y puntas afiladas. Las nanoestrellas muestran una sensibilidad
muy alta a los cambios locales en el entorno dieléctrico, asi como grandes mejoras del campo

eléctrico alrededor de las nanoparticulas®.

La respuesta SERS fue insignificante para las nanoesferas no agregadas. Las iméagenes SEM
de las nanoestructuras se muestran en la Figura 1. Los espectros se obtuvieron utilizando una

excitacion laser de 785 nm*3.
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Figura 4. Comparacién de espectros de rodamina 6G SERS de 5 pM en suspensiones de
nanoestrellas, nanotriangulos, nanoesferas de Au de la Figura 3%,

Correlacion entre la composicion del sustrato y el plasmén de resonancia

superficial.

La composicion de las NPs metélicas es un factor determinante la absorcion pico del plasmon
de resonancia superficial, como ejemplo se tienen los espectros UV-Visible de una aleacion
Au-Cu con varias composiciones de Au y Cu, como se pueden ver en la Figura 5. Dichos
espectros muestran picos que tienen Amax en la mitad de las nanoparticulas puras de Auy

Cu. La Figura 5 muestra un cambio batocrémico en la longitud de onda maxima con un

16



aumento en la composicion de Cu en Au-Cu. También apoya las evidencias de confirmacion

de la formacion de nanoparticulas de aleacion de Au-Cu®.
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Figura 5. Espectros UV-Visible de nanoparticulas de Au-Cu (1 : 1), Au-Cu (1 : 2) y Au-Cu (1 : 3)
gue muestran un cambio batocrémico con un aumento en la composicion de Cu en nanoparticulas
de aleacion de Au-Cu.

2.4.1 Oro

Desde el descubrimiento del efecto SERS en 1974 por Fleischmann®, las Nps de Au han sido
uno de los sustratos SERS mas utilizados debido a sus propiedades favorables, a menudo se
prefiere de la Ag por su mayor biocompatibilidad y estabilidad quimica, en particular contra
la oxidacion superficial y la disolucion en ambientes liquidos a lo largo del tiempo®°. Otras
caracteristicas que los han convertido en el sistema modelo de eleccién para explorar una

amplia gama de fendmenos, incluidos el autoensamblaje, el biomarcado, la catalisis, las
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teorias de transferencia de electrones, la transferencia de fase, la fusién y los ensayos de ADN

y el crecimiento de cristales®?.

De la ecuacion (1) para NPs de Au se tiene que el LSP esta asociado a dos importantes efectos

fisicos:

(i) La extincion optica de Au NP tiene un maximo en la frecuencia SPR, que ocurre
en longitudes de onda visibles-NIR y con una seccion transversal de extincion
(oext) que puede ser mucho mayor que su tamafio geométrico

(i) Las NP de Au se comportan como nanolentes, es decir, el campo
electromagnético cerca de la superficie de la particula (ya sea dentro o fuera de la
NP) aumenta considerablemente y disminuye rapidamente con la distancia. Esto
supera el limite de resolucion de la éptica de campo lejano ordinaria, lo que

permite la localizacion de la luz a escala nanometrica o subnanométrica.

2.4.2 Cobre

Las NPs de metales nobles, como Auy Ag, son los materiales plasmoénicos mas explotados
sistematicamente y exhiben principalmente sus LSPR en la region visible®3. Sin embargo, es
muy deseable desarrollar tales nanoestructuras activas en SERS de alto rendimiento
utilizando materiales de bajo costo. Un material muy prometedor para la fabricacion de
sustratos SERS es el Cu con un costo significativamente menor que la Ag y Au. Las NPs con
una composicion de Cu pueden proporcionar Factores de Realce SERS (EF) de hasta 10°-
107,>4. Ademas de las ventajas en términos de costo y disponibilidad, las NPs de Cu pueden
proporcionar una mayor estabilidad en comparacién con los sustratos SERS basados en Ag.
En un estudio informado por Kudelski et al., la intensidad Raman de las moléculas adsorbidas
en las NPs de Cu se mantuvieron constantes en el tiempo®. También se ha reportado que las
NPs de Cu proporcionan ventajas en las propiedades bactericidas en comparacion con sus
contrapartes Ag®. Sin embargo, el nimero de estudios sobre el uso de sustratos SERS
basados en Cu es limitado en comparacion con los sustratos basados en Auy Ag.

2.4.3 Oro - Cobre

Los nanocristales de oro exhiben propiedades Unicas y, a menudo, ajustables, como la

resonancia de plasmones de superficie localizada (LSPR), la biocompatibilidad, la facil
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modificacion de la superficie y el efecto catalitico hacia muchas reacciones de oxidacion
importantes, que promueven aplicaciones como la terapia fototérmica, el diagndstico del
cancer, la obtencion de imagenes, la administracion de farmacos y control de polucion®’. Por
otra parte, cuando el cobre forma nanocristales este comparte muchas formas bien definidas
descubiertas para el Au®. Y de manera analoga al Au'y otros metales nobles, los nanocristales
de Cu pueden mostrar una fuerte absorcién LSPR en el rango espectral del visible y el
infrarrojo cercano (NIR)%%0,

Sin embargo, la susceptibilidad del Cu tras la exposicion al aire complica la sintesis y las
aplicaciones de los nanocristales de Cu. Por lo tanto, la combinacion de Au y Cu
previsiblemente reducira el alto costo de Au y mejorara la inestabilidad de Cu hacia la

oxidacion®t,

La importancia de la aleacién de oro-cobre (Au-Cu) proviene de su capacidad para formar
una solucion solida en todo el rango de composicién a altas temperaturas mientras forma
fases ordenadas como AuCus (L12), AuCu (L1o) y AusCu (L12), a temperaturas mas bajas®.
A nivel de nanoescala, estas fases cambian de temperatura y composicion segun el tamafio y

la forma de la nanoparticula®?.

2.5 Analito SERS: Imidazol (IM2Z)

El Imidazol (IMZ) es una molécula organica ciclica plana que consta de 3 atomos de carbono
y 2 de nitrégeno en las posiciones 1y 3y tiene una formula molecular CzHsN: (Figura 6).
Pertenece a una familia de compuestos aromaticos con un anillo nitrogenado con forma de
pentagono que estan caracterizados por tener fuertes enlaces intermoleculares de hidrégeno

(N--H-N) 8, La molécula de 9 4tomos IMZ posee 21 modos vibracionales internos.®*

El IMZ se encuentra en la estructura quimica de una gran variedad moléculas biolégicas
importantes, como lo son las purinas que son bases nitrogenadas que se encuentran en el
ADN de los seres vivos, el IMZ se encuentra también en algunos aminodacidos esenciales, el
mas preponderante de estos es el aminoacido "histidina”, que tiene una cadena lateral de

imidazol; la histidina y sus derivados poseen importantes propiedades farmacoldgicas®®.

La importancia que tiene esta molécula proviene del hecho de que su ndcleo es un

componente presente en muchos compuestos heterociclicos bioactivos que son de gran
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interés debido a sus diversas aplicaciones bioldgicas y clinicas. Ademas, el imidazol también
se encuentra presente en distintos farmacos como en varios antiprotozales, antifungicos,
fungicidas y medicamentos antihipertensivos, asimismo, algunos otros de los derivados del
IMZ son usados en farmacos anticancerigenos, antivirales, antiVIH, antiinflamatorias,
analgésicas, ansioliticas y antidiabéticas®. EI amplio uso de imidazol y sus derivados hace
que la deteccion de IMZ a bajas concentraciones por medio de SERS tenga una gran
relevancia en distintos campos tales como biologia y medicina e inclusive en la deteccion de

esta molécula en agua, para el tratamiento de aguas residuales.

Figura 6. Modelo representativo de una molécula de Imidazol, obtenido a partir del software libre
Jmol.

El anillo de imidazol juega un papel importante en la coordinacion de biomoléculas con
metales y la formacion de sitios activos®’. En soluciones con pH fisioldgico solo uno de los
dos atomos de nitrogeno es protonado resultando en la existencia de dos formas tautoméricas
(tautémero I, N1-H o N7-H y tautomero Il, N3-H o N7zz-H), los tautdmeros son isomeros de
compuestos organicos que se interconvierten facilmente por una reaccion quimica llamada
tautomerizacion, esta reaccion consiste en la migracion formal de un atomo de hidrogeno o

proton, acompafada por una modificacion de enlaces simples y dobles adyacentes®®. El
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equilibrio tautomérico es importante en la funcion enzimatica del anillo de imidazol y la
coordinacion con los iones metalicos®®. La unién de anillos de imidazol ordenados en la
interfaz electroquimica en forma de monocapa autoensamblada (SAM) ofrece una plataforma
versatil para la construccion de complejos metélicos biomiméticos para estudios

fundamentales y aplicados.

La espectroscopia Raman por realce superficial (SERS) puede proporcionar una rica
informacidn a nivel molecular sobre la unidn, la conformacion, las transformaciones redox y
el orden de las moléculas adsorbidas en la cobertura de la submonocapa’. Un ejemplo de
aplicacion, en particular es en los diferentes tautdmeros del anillo de imidazol, se pueden
discriminar facilmente mediante el andlisis de bandas de marcadores Raman establecidas.
Mientras que en solucion acuosa prevalece la forma tautomérica N1-H (o Nz-H) del anillo
de histamina imidazol, el equilibrio en la interfaz electroquimica puede ser diferente debido

a las interacciones entre los anillos o cambios en el potencial del electrodo aplicado’?.

T
TFNH
" )\/\ - h /K/\ e
\ \ / DKa ~Y.4

tele tautomer pra 9.4 pros tautomer
N*-H-Histamine N™-H-Histamine

Figura 7. Tautomeros de la histamina que contienen IMZ. tele (Nt-H-histamina), a la izquierda, es
mas estable que el tautémero pros (Nm-H-histamina) a la derecha.

En la Figura 7 se observan las dos formas tautoméricas del anillo de imidazol de la histamina,
gue existen en solucion acuosa, identificadas por cual de los dos atomos de nitrégeno esta

protonado.
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CAPITULO 3: JUSTIFICACION Y

OBJETIVOS

3.1 Justificacion

La deteccién de la molécula imidazol en diversas muestras tales como, alimentos o agua
residual es de gran importancia. La deteccion de esta molécula por medio de SERS es una
excelente opcidn para llevar a cabo este trabajo debido a la posibilidad de detectar imidazol
a muy bajas concentraciones. Sin embargo, el factor de realce SERS depende en gran manera
del sustrato. Por esta razén, en este trabajo diferentes nanoparticulas bimetalicas de AuCu
fueron sintetizadas para evaluarlas como sustratos SERS en el realce de la molécula imidazol.
Se espera que, al variar el radio molar de los metales durante la sintesis, se obtengan
nanoparticulas con diferentes morfologias y propiedades plasménicas que nos permitan
determinar cuales son aquellas propiedades que tienen mayor importancia para incrementar
el factor de realce en SERS y asi encontrar que nanoparticulas son ideales para ser usadas

como sustrato en el realce SERS de la molécula imidazol.

3.2 Objetivo General

Sintetizar nanoparticulas bimetalicas de Au-Cu variando la relacion molar de los precursores
metalicos y su aplicacion como sustratos SERS para realzar la sefial Raman de la molécula

de imidazol a muy bajas concentraciones.

3.3 Objetivos Especificos

1. Sintetizar 11 diferentes tipos de nanoparticulas bimetalicas de Au-Cu con diferentes

composiciones molares cada tipo.
R
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2. Caracterizar los sistemas bimetalicos por medio de microelectroforesis doppler laser
para medir el potencial Z, espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) y microscopia
electrénica de transmision (TEM).

3. Escoger de entre las diferentes sintesis, el mejor candidato por sus propiedades como

sustrato SERS para realzar la molécula de IMZ.

4. Determinar el factor de realce de las nanoparticulas metalicas como sustratos SERS

por medio de espectroscopia Raman de la molécula imidazol.
3.4 Hipotesis

Al optimizar la concentracion de Auy Cu en la aleacion Au-Cu mediante diferentes sintesis
de nanoparticulas bimetalicas se obtendran nanoparticulas con diferente morfologia y por lo
tanto diferentes propiedades de realce, en consecuencia, se obtendran las nanoparticulas
bimetalicas con mejores caracteristicas como sustrato SERS de acuerdo a esta sintesis y que
presenten el mejor realce SERS de la molécula imidazol.
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CAPITULO 4: DESARROLLO

EXPERIMENTAL

La metodologia de este trabajo consta de tres partes. La primera parte consiste en la sintesis
utilizada para la preparacion de las nanoparticulas (NPs) bimetalicas de oro-cobre (Au-Cu).
La segunda aborda las técnicas que se utilizaron para caracterizar las NPs bimetalicas de Au-
Cu entre las que se encuentran la medicion del potencial Z, la espectroscopia ultravioleta-
visible (espectroscopia UV-Vis), la microscopia electronica de transmisién (TEM).
Finalmente, la tercera parte describe la espectroscopia Raman y el procedimiento
metodoldgico que se empled para llevar a cabo la prueba de espectroscopia Raman de realce
por superficie (SERS por sus siglas en inglés Surface Enhanced Raman Spectroscopy), la
cual requiere un analito a medir, un sustrato metalico que realza la sefial y un equipo Raman

donde se lleva a cabo la medicion.
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4.1 Metodologia de la sintesis de las nanoparticulas bimetalicas
Au-Cu

Las NPs bimetélicas de Au-Cu fueron sintetizadas en base a un método previamente
reportado por el grupo del Dr. Yacaman en el articulo de Lourdes Bazan et al**, sin embargo,
durante este trabajo realizamos algunas modificaciones importantes al método con el fin de
obtener una sintesis reproducible y en un menor tiempo. El proceso se detalla mas adelante.
Todos los reactivos y solventes fueron adquiridos de Sigma Aldrich y preparados en el
laboratorio de materiales nanoestructurados del complejo CICSaB de la Universidad

Auténoma de San Luis Potosi; el equipo de laboratorio empleado es detallado mas adelante.

Las aplicaciones potenciales de los nanomateriales dependen de sus propiedades fisicas, y
dichas propiedades dependen a su vez del proceso de sintesis. Por lo tanto, elegir la ruta
sintética correcta y apropiada es el primer paso hacia el desarrollo de las NPs deseadas. Dos
tipos de métodos son mayormente utilizados para la sintesis de nanoparticulas, la sintesis
fisica (o también llamadas de arriba a abajo) y la sintesis quimica (también llamadas de abajo

hacia arriba).

Sintesis Fisica

En este método, se aplica una gran fuerza para triturar una particula grande en particulas méas
pequefias. Esto se puede lograr mediante el uso de técnicas de trituracion, molienda, corte
litogréfico, deposicion quimica de vapor y deposicion fisica de vapor. Este enfoque se utiliza
para la produccion de nanoparticulas de base metalica y nanoparticulas de ceramica’. Las
principales ventajas de esta sintesis son que el resultado final tiene una alta pureza, no se
necesitan lavados y los pardmetros de sintesis afectan directa y proporcionalmente al
resultado; las desventajas son que se necesitan equipos mas costosos y una sola sintesis puede

Ilegar a ser relativamente mas costosa que su contraparte quimica.

Sintesis Quimica

Este método también se conoce como el proceso de construccion. Con esta técnica, se utilizan
particulas pequefias como atomos o moléculas para la sintesis de particulas mas grandes,
donde el ensamblaje de varias particulas pequefias conlleva a la produccion de una particula

compleja. Esto se puede hacer mediante métodos de hilado, sintesis verde, sintesis
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bioguimica y sol-gel. Las nanoparticulas verdes y sintetizadas bioquimicamente son
rentables y ecoldgicas. Este enfoque se utiliza para la produccion de nanoparticulas de 6xido
metalico y nanoesferas metalicas’®. Las ventajas de este método de sintesis son que los costos
son relativamente menores en contraste con los métodos fisicos, no se necesitan equipos muy
sofisticados ni costosos, en algunos casos la superficie del resultado final puede quedar con
ligandos que sean favorables para su propdsito, por ejemplo, que tenga baja o nula toxicidad,;
las desventajas son que en la gran mayoria de los casos se necesitan hacer uso de diversos
lavados y filtraciones para obtener el resultado deseado y en este proceso se pierde material,
también esta sintesis es muy sensible a los parametros iniciales y un ligero cambio afecta al

resultado final, por ende la escalabilidad es complicada.

Un diagrama de los dos métodos de sintesis se muestra en la Fig. 8.

Exfoliacion mecénica, ablacion por laser,

- . Nanoparticulas
litografia por haz de electrones, etc. P

Sintesis quimica, deposicion por vapores
quimicos, sol-gel, sintesis verde, etc.

Atomos o clusters.

Nanoparticulas

Figura 8. Los dos tipos de rutas para sintetizar nanoparticulas.
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Para cumplir con el objetivo de este trabajo, diversas sintesis son requeridas, estas sintesis
deben ser de bajo costo, con alta reproducibilidad y con la capacidad de variar los parametros
iniciales a fin de obtener NPs con propiedades novedosas, por ello en este trabajo se utilizd
una sintesis quimica, especificamente una técnica de quimica humeda, la cual consiste en
formar nacleos metalicos que sirven como semillas para las NPs. En este tipo de técnicas
siempre estdn presentes 3 elementos importantes, los precursores metalicos, los agentes

reductores, los agentes estabilizantes o envolventes.

4.1.1 Protocolo de sintesis

El protocolo que se empled para sintetizar las NPs es el resultado de una modificacién a un
protocolo previamente reportado??, quiero enfatizar que es del equipo del Dr. Yacaman y que
ellos fueron los primeros en lograr este tipo de sintesis en aleacion y esta forma de estrella,
las NPs sintetizadas mediante este protocolo tienen tamafios promedio de 300 nm y una
morfologia estrellada de cinco brazos. Dicho protocolo de sintesis tiene la caracteristica
cualitativa de ser facilmente reproducible en un tiempo corto de sintesis, en comparacién a
otros protocolos del mismo tipo, ademas de ser un protocolo con un bajo costo, asimismo,
con reactivos de baja toxicidad ambiental que en consecuencia representan un bajo riesgo

para el sintetizador y para el medio ambiente.

Para la sintesis se requirieron los siguientes reactivos: los precursores de las NPs los cuales
fueron dos soluciones metélicas de cloruro de cobre (CuCly) y écido cloro &urico
(HAuCIl4-3H20), el agente reductor, en este caso la glucosa (CsH120¢) fue empleada como
un reductor débil que aport6 de forma gradual electrones al sistema lo que causé la reduccién
de las semillas metalicas hacia nanoparticulas. Por altimo, el agente estabilizante, la
hexadecilamina (CH3(CH,)15NH,), que se emple6 para inhibir el crecimiento excesivo de

las NPs y también propici6 la consolidacion de sus morfologias.

Durante este trabajo, la modificacion del protocolo reportado por Lourdes Bazan et al'!
consistio agilizar el procedimiento para disolver el agente estabilizante, en este caso
hexadecilamina (HDA) la cual fue disuelta completamente en agua desionizada; para
conseguir esto se usd un bafio ultrasonico, seglin reportaron Lourdes Bazan y colaboradores!!
el tiempo necesario para completar su disolucion es de 30 min, y se obtiene una emulsion

como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Emulsion de HDA y agua desionizada generada a partir de un precalentamiento del bafio
ultrasénico.

En los siguientes subtemas se abordara mas a detalle los materiales y reactivos utilizados, asi
como también una metodologia detallada de la sintesis.

4.1.2 Materiales y Reactivos

Para la sintesis se requirieron los siguientes materiales de laboratorio: una charola estéril para
pesar, una espatula metalica, un vial de fondo redondo con tapa de 40 mL, una barra de
agitacion magnética de 12 mm de largo, un cristalizador de 1500 mL, aceite mineral (también
se pudo haber sustituido por etilenglicol o cualquier otro liquido transparente, el cual su punto
de ebullicion esté por encima de los 100°C) y finalmente, un vial estéril para el envasado del

material resultante.

Se requirieron ademas los siguientes equipos de laboratorio previamente calibrados y
limpios: una micropipeta de 100 pL con sus respectivas puntas, una balanza analitica de
laboratorio con precision de hasta 10“g, un bafio ultrasénico Elmasonic S15H con un rango
de operacion de 50/60 Hz y con la posibilidad de ajustar la temperatura (50°C), y dos placas
de calentamiento con agitacion.

Los reactivos que se utilizaron en la sintesis se muestran de forma detallada en la siguiente
tabla:
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Tabla 1. Reactivos que se emplearon en la sintesis de las NPs bimetélicas Au-Cu.

Nombre de

etiqueta

Formula

Quimica

Pureza

Fabricante

Caracteristicas

Gold (111) chloride  HAuCI4-3H20 99.996% Sigma Polvo fino color
hydrate Aldrich amarillo
Copper (11) CuCl 97% Sigma Polvo fino color
chloride Aldrich marrdn oscuro
Hexadecylamine = CH3(CH;);s5NH, 90% Sigma Cristales finos
Aldrich color blanco
D-(+)-glucose CeH1206 >99.5% Sigma Polvo grueso color
Aldrich blanco
Deionized water H.0 5.17uQ/cm Sigma Liquido inodoro,
Aldrich incoloro

Los reactivos antes mencionados se dispusieron en base al protocolo original, en cuanto a la

solucion de los precursores metélicos, se calculd y prepard una solucion 1 M en agua

desionizada de cada uno, como se muestra en la figura 10. De la misma manera, la solucién

de glucosa se prepar6 a 1 M, sin embargo, para el caso de la solucion de glucosa, una nueva

solucion fue preparada para cada sintesis, es decir, la solucion de glucosa siempre fue fresca.

Figura 10. Soluciones de HAuCl4-3H,0 y CuCl; respectivamente a una molaridad de 1 M.
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4.1.3 Metodologia de sintesis

Para una visualizacién ordenada, se dividio la metodologia de sintesis en 4 pasos clave.

Posteriormente se hicieron 11 diferentes tipos de sintesis con esta misma metodologia, para
las cuales se modificaron en cada una de ellas la relacion molar entre los precursores
metalicos, la relacion molar se escogié de modo que abarque todo el rango de la aleacion

bimetalica con pasos bien definidos.
Paso 1: Disolucion de HDA en agua desionizada

Se precalent6 un bafio ultrasénico marca Elmasonic S15H a 50 °C (este paso es indispensable
para que se haya logrado disolver el agente estabilizante). En el vial de fondo redondo de 40
mL se afadieron 45 mg de HDA y 4 mL de agua desionizada, se pasé al bafio ultrasénico
precalentado y se dejé durante 30 minutos para que se disolviera completamente, ya pasado
ese tiempo se formo una emulsion, como se muestra en la figura 9 en la cual se puede apreciar
una solucion de color blanco y espesa debido al efecto Tyndall. Después, se le afiadié la barra
de agitacion magnética al vial y se transfirio a la placa de agitacion magnética durante 20

minutos a 1000 rpm, durante este paso es removido cualquier grumo que no se haya disuelto.
Paso 2: Adicién de los precursores metalicos

A la emulsion formada en el paso 1 se agregaron los siguientes reactivos, la emulsion fue
mantenida en agitacion en todo momento, los reactivos se afiadieron en este orden: primero
se agregaron 150 pL de CuCl2[0.1 M], como se muestra en la figura 11, se observa un cambio
de color de la solucion de blanco a un color azul; después se agregaron 150 uL de HAuCls
[0.1 M] y como se muestra en la figura 12, se observé un cambio de color de la solucion a
un tono verdoso; el sistema se dejo en agitacion magnética por 10 minutos méas a 1000 rpm,
lo cual garantizd que los iones metélicos entraran en contacto antes de la nucleacion. Debido
a la correspondencia entre volimenes y molaridades de los precursores, se manejo como base
estandar que se mantuvieran constantes el nimero total de moles en las posteriores sintesis,

ésta primera sintesis correspondio a una relacion molar de Au-Cu [1:1], figura 12.
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Figura 11. Suspension al agregar 150 yL de CuCI2 [0.1 M].

Figura 12. Suspension al mezclar 150 pyL CuCl2 [0.1 M] y 150 pL HAuCI4 [0.1 M].

Paso 3: Nucleacion

Para llevar a cabo la nucleacion para la formacion de las nanoparticulas primero se precalentd

un bafio de aceite mineral a 100°C, una vez que se alcanzo esta temperatura y ademas se
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mantuvo estable, el vial con la solucion obtenida en el paso dos se sumerge en el bafio caliente
durante 4 minutos con una agitacion magnética de 600 rpm, durante ese tiempo se observo
una transicién de colores generada a partir de la oxidacion por temperatura de la HDA, que
paso desde el color verde, blanco y finalmente a un color azul cielo como se indica en la
figura 13. Este color es una evidencia de la formacion de nucleos de unos cuantos nanémetros
de dimensién. Dichos nucleos son pequefios “clusters” llamados semillas, los cuéles indican
el inicio del proceso de nucleacion. Cuando se genera la nucleacién es el momento en que el
crecimiento de la nanoparticula debe ser potenciado, por esta razon, inmediatamente después
del cambio de coloracion que se da en el minuto 4, se inyectaron 300 puL de Glucosa fresca
al1 M.

Figura 13. Cambid de coloracion a un azul claro indicativo de la nucleacion.

Paso 4: La formacion de las nanoparticulas
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Una vez agregada la Glucosa fresca al 1 M, la suspension continud en agitacion durante 30
minutos mas a la misma temperatura. Durante el transcurso de ese tiempo se observo que la
suspension coloidal formada iba cambiando a una coloracién cada vez més oscura hasta que
aterrizd en un color negro purpireo como se muestra en la figura 14. Esta coloracion es
indicativa de la formacion de nanoparticulas bimetalicas. Una vez pasado el tiempo la
suspension fue retirada del bafio caliente y fue puesta en reposo. La figura 15 muestra un
diagrama de los pasos de la sintesis aqui descrita.

Figura 14. Coloracion final de la suspension coloidal que contiene nanoparticulas bimetélicas de
Au-Cu.
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Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
HAUCI, [0.1M &
45.0 mg HDA Y [0-1M] '|T Listo para
+
4.0 mlL H,0 (CuCl,) [0.1M] lavar

[ Glucosa
| & !—l'. —

Emulsién
A

!
/
/

I/W

Sonicado Agitado Nucleacién Crecimiento de
Por 30 min Por 10 min Agitado por 4 min las NPs
Agitado (1,000 rpm) (600 rpm) Agitado
Por 20 min Y se inyecta Por 30 min
(1,000 rpm) rapidamente (600 rpm)

300 pL Glucosa [1M]

Figura 15. Los 4 pasos de la sintesis esquematizados.

4.1.4 Lavado de NPs

Para retirar el excedente de HDA y Glucosa de la suspension se hicieron a cada muestra 10

lavados con agua desionizada y 2 lavados con isopropanol al 99.90 %.

Los lavados consistieron en aforar a 10 mL la solucidn resultante de la sintesis con el
diluyente indicado usando un tubo falcon de 15 mL, se agitd y sonic6 durante 5 min para que
las NPs se incorporaran al medio y posteriormente se realizé una centrifugacion en una
centrifugadora de angulo fijo marca Sartorius modelo Centrisart* D-16C por 5 min a 11,000
rpm (Figura 16), enseguida se retir6 el sobrenadante y se volvio a aforar, este proceso fue
repetido hasta que al momento de agitar la solucion ya no se observaran grumos, burbujas o

signos de algun otro agente externo a las NPs.
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Centrisart® D-16C

Figura 16. Centrifugadora Sartorius usada en los lavados.

4.1.5 Metodologia de las siguientes sintesis

De acuerdo con los objetivos del proyecto en los que se pretende sintetizar nuevas NPs de
Au-Cu manteniendo los mismos parametros al del protocolo mencionado en el apartado 4.1.3
pero con la diferencia de modificar los valores iniciales de los precursores metalicos, se
realizaron 11 diferentes sintesis con la I6gica de que se pudieran ordenar las sintesis en una
escala simétrica, definida y representativa tras modificar un pardmetro de la sintesis y

manteniendo los demas parametros iguales.

Se escogio cambiar el parametro de los precursores metalicos debido a que los otros
parametros de la sintesis como lo son la temperatura, la concentracion del agente de cobertura
(capping agent) o la concentracion del agente reductor ya han sido estudiados en otros

trabajos los cuales se mencionan en el “capitulo 2: Estado del arte”.

En base a la légica anterior se eligioé por mantener un nimero de moles totales fijos a 1M en

la sintesis y solamente se modificd las relaciones molares de los precursores metalicos de oro
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y cobre de manera que se pudieran obtener sintesis en pasos graduales al porcentaje molar de
cada metal. De manera que, para poder obtener el mayor numero de sintesis representativas

posibles, se escogio dividir el rango entre el oro y el cobre en 11 diferentes escalamientos:

Tabla 2. Las 11 diferentes sintesis de AuCu con su respectivo porcentaje molar de Au.

Numero de sintesis Porcentaje molar de Au
1 100
91.66
83.33
75
66.66
50
33.33
25
16.66
8.33

© 00 N o o A W DN

A =
(N )
o

Como se puede apreciar en la tabla 2, las sintesis se escalaron de forma gradual al porcentaje

molar de oro, resultando en 11 diferentes sintesis que van desde un porcentaje de 0 a 100.

De modo que para cada una de las 11 sintesis correspondidé una relacion molar Au:Cu
diferente. Ya que se definié como valor fijo el nimero de moles a 1 M y teniendo en cuenta
que la férmula de la molaridad es M = n/V donde “M” es la molaridad, “n” el naimero de
moles y “V” el volumen en unidades de litro (L) entonces el nimero de moles depende
unicamente del volumen. Tomando en cuenta que el volumen usado para los precursores
metalicos del protocolo mencionado en el apartado 4.1.3 es a 300 pL se tiene que las
relaciones molares de los precursores son directamente proporcionales al volumen fijado. Es
decir, que para la sintesis al 100% de oro equivale a una relacion molar 1:0 de Au:Cu y para
esta relacion molar se usaron 300 pL de una solucion 1M de HAuCI. , de igual manera para

un porcentaje de oro al 75% en la sintesis equivale a una relacién molar 3:1 de Au:Cu los
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cuales en volumen son 225 pL de HAuCls y 75 pL de CuClz ambos al 1M. Bajo estas
condiciones se hicieron las 11 diferentes sintesis esquematizadas en la tabla 3 y que para

efectos précticos se les asigno el nombre a cada sintesis por la relacion molar que tenian.

Tabla 3. Las 11 diferentes sintesis llevadas a cabo en las que se variaron las relaciones molares de
los precursores metalicos.

1 300 0 1:0 100
2 275 25 11:1 91.66
3 250 50 5:1 83.33
4 225 75 3:1 75
5 200 100 2:1 66.66
6 150 150 1:1 50
7 100 200 1:2 33.33
8 75 225 1:3 25
9 50 250 1:5 16.66
10 25 275 1:11 8.33
11 0 300 0:1 0

La tabla 3 muestra las 11 diferentes sintesis que se hicieron en este proyecto, a cada sintesis
le corresponde una relacion molar de los precursores metélicos diferente y los demas
parametros de sintesis se mantuvieron fijos. Se tomé como referencia el porcentaje molar de
Au presente en la sintesis como se puede apreciar en la Gltima columna. Ademas de esto la
sintesis nimero 6 se remarca en verde pues es la sintesis original usada en el protocolo del

apartado 4.1.3.

Para cada una de las 11 sintesis se tomd evidencia fotografica antes y después de la formacion
de las NPs. Antes de la formacion de las NPs lo que se tiene en el tubo de ensayo es la
emulsidon coloidal entre la mezcla de las soluciones metalicas y el tensoactivo (HDA), en este
punto existe un cambio de coloracidn por las sales metalicas que va desde un naranja cuando
el porcentaje de oro es del 100% hasta un azul cuando no hay presencia de oro y por ende el
porcentaje de cobre es del 100%, entre ambos extremos las sintesis intermedias adquieren

tonalidades entre naranja y azul como se muestra en la figura 17.
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Las 11 sintesis tras agregar las sales metalicas a la emulsion (paso 2)

Figura 17. Representacién grafica de las 11 diferentes sintesis y la coloracién propia de la mezcla
de ambas sales metéalicas antes de la nucleacion.

Después del paso 2 el sistema coloidal es sometido a un incremento de temperatura es
entonces cuando comienza la nucleacion y tras agregar el agente reductor (glucosa) comienza
la formacién de NPs, con este cambio el sistema coloidal llega a su coloracion final. Esta

coloracion esta esquematizada para cada sintesis en la figura 18.

Las 11 sintesis tras agregar el agente reductor y la formacion de NPs (paso 4)

Figura 18. Representacion grafica de las 11 diferentes sintesis y la coloracion adquirida una vez
formadas las NPs previo a los lavados.
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Como se esquematiza la figura 18 la coloracion dltima de las sintesis fue desde un color rojo
oscuro para la sintesis con un porcentaje de Au del 100% lo cual es un color complementario
indicativo de un pico de absorcidn electromagnética alrededor de los 550 nm propios de NPs
con tamarios de alrededor 30 nm de diametro con morfologia esférica y de composicién Au
en suspensiones acuosas®®°? | después pasando por tonos grises oscuros los cuales indicaron
una absorcién electromagnética en el cercano infrarrojo (NIR) para sintesis similares de Au-
Cu’*", finalmente, la Gltima sintesis que contiene el 100% del precursor metalico de cobre
y nada de oro adquirio una coloracion blanca el cual es un color complementario que indico

una absorcion en el rango ultravioleta (UV) del espectro electromagnético’®.

Tras obtener las nuevas sintesis se les hicieron los lavados correspondientes a la metodologia
descrita en el apartado 4.1.4, y finalmente se les hicieron las caracterizaciones planteadas en

los objetivos del capitulo 3.
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4.2 Metodologia de la caracterizacion de las nanoparticulas de
Au-Cu.

4.2.1 Espectroscopia Uv-Vis-IR

4.2.1.1 Caracteristicas principales

La espectroscopia UV-Vis se basa en el analisis de la cantidad de radiacion electromagnética
(en el rango de longitudes de onda del ultravioleta y visible) que puede absorber o transmitir

una muestra en funcién de la cantidad de sustancia presente.

La proporcionalidad entre intensidad de luz absorbida o transmitida y la concentracion de
analito esta definida por la ley de Lambert-Beer. Esta ley se cumple para cualquier proceso
de absorcion en cualquier zona del espectro y se basa en que cada unidad de longitud a través
de la cual pasa la radiacién absorbe la misma fraccion de radiacion. Si tenemos un haz de luz
monocromatica, “I°”, que pasa a través de un material de espesor, 1, la disminucion de la
intensidad de luz transmitida, “I”, serd proporcional al camino recorrido y a la concentracion

de la sustancia absorbente, “C”.
I — IOele

El factor de proporcionalidad, “€”, se denomina absortividad molar y esta relacionado con la
probabilidad de absorcidén de radiacién por parte de la sustancia en analisis. Tomando

logaritmos y reorganizando la ecuacion tenemos:

IO
In <T> = &lC

donde “In(1°/1)” se denomina absorbancia (A).
4.2.1.2 Metodologia usada para medir el espectro de absorcion de cada sintesis.

El comportamiento dptico de las NPs sintetizadas en este trabajo se determind usando un
equipo UV-Vis-IR de la marca Shimadzu (figura 19), este equipo tiene la capacidad de incidir
sobre la muestra con luz de longitudes de onda que van desde los 200 nm hasta los 3000 nm,

por lo que puede medir absorbancias en un rango muy amplio del espectro electromagnetico.
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La absorbancia propia del sistema coloidal (NPs + agua) es obtenida con este equipo. Esta

absorbancia obedece la ley de Lamber-Beer.

La preparacion de las muestras consistio en diluir los lavados de las 11 sintesis en agua, de
forma que todas las diluciones se aproximaran a la misma cantidad de muestra por volumen,
una vez se obtuvieron las diluciones se procedidé a depositar 3 mL de las muestras en las

celdillas de cuarzo propias del equipo y se midio en un rango de 200 a 1500 nm.

Figura 19. Espectofotometro UV Vis IR
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4.2.2 Potencial Z
4.2.2.1 Caracteristicas principales

Una caracteristica importante de un coloide es la carga superficial de las particulas dispersas.
La sintesis de las NPs bimetalicas de Au-Cu descritas en la seccién 4.1 dio como resultado
un coloide en donde la fase dispersa son las NPs sintetizadas y la fase dispersante es agua

desionizada.

La definicion de Lyklema de un coloide se entiende como una mezcla en la que una sustancia
de particulas insolubles que tienen tamafios entre 1 nm y 1 mm en al menos una de sus
dimensiones que estdn dispersas microscopicamente en otra sustancia. Las entidades
presentes pueden ser solidas, liquidas o, en algunos casos, incluso gaseosas. Y estan dispersas
en el medio, el cual puede ser también puede ser solido, liquido o gaseoso’’. Las particulas o
entes son llamadas la “fase dispersa” y el medio en el que estan dispersas es llamada la “fase

dispersante™’®,

Un método eficaz para medir la carga superficial de las particulas consiste en aplicar un
campo eléctrico a la suspensién y medir que tan rapido se mueven las particulas como
resultado del mismo. Ese proceso se llama “electroforesis”’®. Este proceso se basa en el

modelo de la doble capa de Helmholtz® el cual esta representado en la figura 20.

El valor del potencial electrostatico es funcion de la distancia desde la superficie de la
particula hacia afuera, cerca de la superficie de la particula el valor cambia muy rapidamente
por la primera capa de contraiones que son atraidos por fuerzas coulombicas y luego cambia
casi de manera exponencial a través de la capa difusa. La union entre las cargas de la capa
envolvente y la capa difusa se caracteriza de nuevo un discontinuo en el potencial
electrostatico. Esta superficie, que separa la carga estatica de la carga difusa alrededor de la
particula, se llama superficie de cizalladura o superficie de deslizamiento. EIl potencial
electrostatico presente en dicha superficie, se le llama potencial zeta y es el potencial que se

cuantifica al medir la velocidad de las particulas en un campo eléctrico.
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Figura 20. Representacion del modelo de la doble capa para visualizar una particula cargada®:.

Este potencial Z ademas de darnos un valor de la carga superficial de las particulas también
da una cuantizacién de la repulsion electrostatica entre particulas coloidales suspendidas, es
decir, que tan estable es el coloide. Un coloide inestable es aquel en el que las particulas

tienden a agregarse y sedimentarse®2,

El potencial Z puede adquirir determinados valores, positivos o negativos, de acuerdo al
signo de la carga que portan las particulas coloidales. Si el valor del potencial Z esta por
debajo o encima del intervalo de -60 mV a 60 mV, la estabilidad de las particulas coloidales
sera excelente, lo que significa que permaneceran dispersadas sin agregarse. En cambio,
aquellas particulas que tengan un valor del potencial Z entre -10 mV y 10 mV, seran
propensas a aglomerarse; siempre y cuando no estén recubiertas por unas peliculas de
moléculas ancladas covalentemente a sus superficies. Se dice entonces que se “rompe” el

estado coloidal®.
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4.2.2.2 Metodologia usada para encontrar el potencial Z de cada sintesis.

Se usé un equipo Zeta Sizer Nanoseries de la marca Malvern Panalytical como se muestra en
la figura 21. El equipo funciona haciendo pasar un voltaje a través de una celda que contiene
el analito a identificar, las muestras generalmente son un coloide, siendo conocidas las
constantes dieléctricas del medio y de los componentes presentes en el coloide, el equipo
proporciona informacion correspondiente al potencial Z del coloide. El potencial Z arrojado
proviene del modelo de la doble capa de Gouy-Chapman-Stern usado para coloides, es por
ello que en general se tiene un promediado de la carga superficial de las nanoparticulas
dispuestas en el coloide. Para la medicion se usaron 1.5 mL de las NPs por cada sintesis,
previamente dispersadas y sonicadas en agua desionizada, después se introdujeron en la
celdilla propia del equipo y se establecieron en el software los parametros tales como la

constante dieléctrica del medio y de las particulas por cada medicion.

e

Figura 21. Zeta Sizer Nanoseries de la marca Malvern Panalytic
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4.2.3 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)
4.2.3.1 Caracteristicas principales

Para determinar la morfologia de las NPs se empled un Microscopio Electronico de
Transmision (TEM por sus siglas en inglés) marca Jeol JEM 2100 como se muestra en la
figura 22, el cual funciona generando un haz de electrones que posteriormente pasa por
electroimanes que anadlogamente a un microscopio optico funcionan como lentes que enfocan
el haz, y lo hacen incidir sobre una rejilla especial muy fina a la cual previamente se le
depositd la muestra a medir, y el haz se transmite a través de esta rejilla a lo cual un detector
espera observar los electrones transmitidos y hacer un conteo de ellos que posteriormente el

software lo interpretard como una imagen.
4.2.3.2 Metodologia usada para la preparacion de las muestras del TEM.

Para la preparacion de las muestras se usaron las NPs que fueron las lavadas con isopropanol,
estas muestras se sonicaron durante 15 minutos y posteriormente fueron depositadas por
goteo sobre una rejilla de niquel con un tamafo de malla de 200 mesh para TEM. El volumen
de la gota fue de 10 pL. Una vez depositada la gota se dejé secar en un ambiente estéril

durante 2 horas a modo de eliminar cualquier rastro de liquido.

Una vez lista la rejilla con la muestra de NPs depositada, se prosiguié a medirla en el
microscopio electronico de transmision Jeol JEM 2100 y obtener las micrografias

representativas de cada sintesis.

45



Figura 22. Microscopio Electronico de Transmision Jeol JEM 2100
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4.3 Prueba SERS

Un experimento SERS requiere una cuidadosa consideracion del analito a medir, del sustrato
SERS en cuestion y la configuracion dptica del equipo para que pueda garantizar la méxima
generacion y mejora de la sefial, la técnica es una poderosa herramienta no destructiva que
determina la identidad quimica y la informacion estructural a partir de una pequefia

concentracion molecular del analito.

El primer pardmetro que se tuvo en cuenta es la eleccion del sustrato SERS. Los sustratos
tienen diferentes variables a considerar como lo puede ser su estructura nanométrica que va
desde nanoesferas, coreshell, o nanobarras hasta soluciones coloidales tridimensionales, las
cudles pueden llegar a tener uno o varios plasmones de resonancia segin su morfologia, y
también debido a su morfologia la distribucion electromagnética al incidir una fuente de
excitacion sobre estos, tiene diferentes puntos de concentracion del campo eléctrico
dependiente de la morfologia. Otra variable es la composicidn, la cual se trata de metales
nobles como lo son el Au, la Ag y el Cu y puede ser nanomateriales de un solo elemento o
una aleacion de estos, la composicion influird en la sintesis, y la morfologia final adquirida,
también en el comportamiento quimico y eléctrico los cuales pueden ser descritos por la
funcién dieléctrica y finalmente también afecta a la interaccion sustrato-analito. Otra variable
muy importante es el tamafio de la NP pues las resonancias de los plasmones se pueden
ajustar segun los tamarfios de las NPs.

De las 11 diferentes sintesis se tomaron en cuenta las diferentes variables que cada sintesis
de Au-Cu presento, y se tuvo a escoger usar como sustrato SERS las NPs bimetalicas de
Au:Cu relacion molar 3:1, ya que sus caracteristicas son compatibles con la carga
superficial del analito y con los parametros Opticos escogidos; en la seccion de discusién se

tratard con mas detalle la eleccién del sustrato SERS.

El segundo pardmetro en la prueba SERS que se tuvo en cuenta es el propio analito a medir,
la teoria indica que la region efectiva de realce se da en la superficie del sustrato y entre mas
alejado se encuentre el analito, menos efecto tendra el realce, tedricamente disminuye

extremadamente rapido el realce con la distancia (r° para esferas), por ende, se busca que el
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sustrato SERS con el analito tengan afinidad a encontrarse proximos por ejemplo por fuerzas

electroquimicas.

El analito que se midio6 fue la molécula de imidazol (IMZ), esta es una molécula aromatica
pequefa que tiene carga formal neutra y es altamente soluble en agua, por sus caracteristicas
se opto por hacer una medicion en seco, sobre un sustrato de aluminio. Se prepararon 6
diferentes concentraciones molares del analito: 1M, 103 M, 10 M, 10" M, 108 My 10° M

de la molécula de IMZ.

HORigA

Figura 23. MicroRaman HORIBA XploRA PLUS

Finalmente, el Gltimo parametro a considerar fue la fuente de excitacion, la teoria indica que
el mayor realce se da cuando el laser (fuente de excitacion) tiene un ligero corrimiento al azul
con respecto al pico maximo del plasmon superficial de resonancia (propio del sustrato
SERS); es por ello, que se escogi6 usar un laser rojo con una longitud de onda de 785 nm.
Siguiendo el objetivo de la tesis, en la seccion de discusion se detalla porque la eleccion de
este laser y la importancia de llevar a cabo diferentes pruebas de las convencionales con el
laser verde de 532 nm. El equipo que se utilizo fue un micro Raman marca HORIBA modelo

XploRA PLUS como se muestra en la figura 23.
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Entonces, la metodologia de la prueba SERS se hizo de la siguiente manera:

1. Se depositaron sobre un sustrato de aluminio 40 uL de la solucion coloidal de NPs
Au:Cu relacién molar 3:1 y se dejo secar. Se repitié el proceso unas 6 veces en
diferentes zonas del sustrato de aluminio.

2. Sedepositaron sobre las gotas secas de NPs, 40 uL de las 6 diferentes concentraciones
molares de IMZ, y se dej6 secar.

3. Enel equipo de micro Raman se escogieron las &reas de interés, y se midi6 usando el
laser de 785 nm.

1 2 3
Deposicion de Deposicion del Medicion en equipo

las NPs Au-Cu analito de IMZ MicroRaman

A

-

5

4

ool &
L

., Concentraciones
Relacion molar de IMZ hasta
Au:Cu 3:1 10 molar
Sustrato de aluminio Sustrato de Aluminio Sustrato de Aluminio

Figura 24. Representacion grafica de la disposicion del sustrato SERS la cual es una fina capa de
NPs Au-Cu relacién molar 3:1 sobre un sustrato de aluminio (paso 1), del analito SERS el cual es
IMZ que va desde 1M hasta 10 molar (paso 2), y una vez seco la mezcla sobre el sustrato de aluminio
se hizo una medicion Raman (paso 3).

La figura 24 esquematiza los pasos en los que se llevd el proceso experimental de la prueba
SERS.
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CAPITULO 5: RESULTADOS Y

DISCUSION

En este capitulo se presentan y discuten los resultados obtenidos de las caracterizaciones de
las NPs sintetizadas durante este trabajo. Finalmente, se muestran los espectros Raman vy el

factor de realce obtenidos de la prueba SERS descritos en el apartado 4.3.

5.1 Potencial Z

Tabla 4. El potencial Z correspondiente a cada una de las 11 sintesis

Muestra _
Relacién molar Au:Cu Potencial Z pH
10 49.3+10.1 mV =
11:1 31.2+7.82mV 7
5:1 26.2 £ 6.88 mV 7
31 305+ 6.52 MV :
2.1 34.3+£9.37 mV 7
1:1 39.5+7.32 mV 7
1:2 42.1 £ 7.54 mV 7
1:3 41.1 £6.81 mV 7
1:5 38.5+7.95 mV 7
1:11 48.7 £ 8.90 mV 7
0:1 60.0 £ 13.1 mV 7
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En la tabla 3 estan resumidos los pontenciales Z de las 11 sintesis realizadas, todas en
solucién acuosa y a un pH neutro. Se puede apreciar que todos los valores son positivos en

un medio acuso lo cual corresponde con la literatura, para coloides metélicos.

Otro punto importante es que el valor absoluto de los potenciales Z, en su mayoria tienen
valores por encima de 30 mV lo cual indica una buena estabilidad coloidal, es decir, que no

tienden a precipitarse.

Desde este punto se mostraran solo los resultados obtenidos de las sintesis que tienen un
porcentaje de Au mayor o igual al 50 %, por 2 razones, la primera es que para que estas
particulas se consideren como sustrato SERS en este trabajo, las particulas deben de absorber
en la region del NIR debido a que, para la prueba de SERS se usa como fuente de excitacion
un laser de 785 nm, y sélo las sintesis con un porcentaje de Au mayor al 50% tienen absorcion
en el NIR como se aprecia en la seccion 5.2 UV-Vis. La segunda razon se debe a que se
buscan potenciales Z superiores a 30 mV 0 mas, debido a la estabilidad coloidal. Entre las
posibles sintesis a considerar son las de relacion molar Au:Cu 1:0, 3:1y 1:1 ya que son las
de mayor estabilidad coloidal. Sin embargo, se descarta la que tiene un 100% de Au ya que,
esta investigacion se centra en las particulas bimetélicas y ademas porque las NPs de Au no

absorben en el NIR.

Por lo que hasta ahora se discriminan 9 sintesis y solo las dos restantes seran consideradas
como sustratos SERS, la de relacion molar Au:Cu 1:1y la 3:1.
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5.2 UV-Vis

Acorde con uno de los objetivos de este trabajo que es sintetizar las NPs bimetalicas de Au-
Cu que se utilizan como sustrato SERS, las caracterizaciones van de acuerdo a escoger la
sintesis con mejores caracteristicas (descritas en capitulo 2) para ser candidata a sustrato

SERS acorde con el analito de imidazol.

Por otra parte, se pretende demostrar que este tipo de aleacion de NPs se puede sintonizar
para diferentes fuentes de excitacion, no solamente la fuente convencional utilizada en
equipos Raman de 532 nm de longitud de onda, sino también fuentes en la region del Ultra
Violeta (laseres utilizados para sondear propiedades especificas de la muestra y beneficiarse
de propiedades experimentales diferentes de las mediciones tipicas del Raman visible, por
ejemplo, una mayor eficiencia de dispersion Raman, una penetracion laser modificada dentro
de la muestra y acoplamiento de resonancia para fracciones quimicas diferentes, con
longitudes de onda comerciales de 355y 442 nm)®y del Infra Rojo (laseres para aplicaciones
bioldgicas, con longitudes de onda comerciales de 785 y 1064 nm)®. Es por ello que, los
plasmones de resonancia superficiales (LSPR) de las NPs con una mayor absorcion en las
regiones del espectro electromagnético que coincidan con los laseres de excitacion, son

deseables.

Al ser el imidazol (IMZ) el analito a medir y realzar su sefial en SERS, y como se explica en
el capitulo 2, que se encuentra presente en farmacos, y donde su principal identificacién
requerida es en agua o en entes bioldgicos, se da preferencia como sustrato SERS a aquellas
NPs que sus LSPR se encuentren en las regiones del Cercano Infra Rojo (NIR) y que su

aplicacion requiera usar fuentes de excitacion de 785 nm o 1064 nm de longitud de onda.

En la Figura 25 se muestra el espectro de 3 NPs de referencia. La sintesis de las 3 fue hecha
siguiendo el protocolo del capitulo 3. El pico de absorcion del plasmén del Cu se encontro
en los 300 nm en la region del UV, el pico de absorcion del plasmén de Au se encontré en
los 610 nm en la region visible y finalmente la aleacion Au:Cu con relacion molar 1:1
presentd absorcion en la region UV en los 280 nm, un plasmon recorrido al azul en la region

visible en los 560 nm y en contraparte de sus homologos de un solo metal, la bimetalicidad

52



en la aleacion presenta una absorcion en la region del cercano infrarrojo (NIR), con un pico

méximo en 1480 nm.
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0.8 —— Au-Cu; 111
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Figura 25 Espectro de absorcion de 3 NPs. En azul las NPs de Cu, en rojo las de Au y en negro la
aleacion Au:Cu con relacion molar 1:1.

En la figura 26 se muestran los 5 espectros correspondientes a las NPs sintetizadas que
contienen la mayor cantidad de Au, se muestran sélo estos espectros debido al criterio usado

en la seccion 5.1 Potencial Z.
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Figura 26. Espectro de absorcion de las 5 NPs con mayor porcentaje de Au. En negro las NPs Au:Cu
con relacion molar 1:1, en amarillo las de relacién molar 2:1, en naranja las de relacién molar 3:1,
en verde las de relacion molar 5:1y en azil las 11:1.

De la seccion anterior se tienen como candidatas las sintesis de Au:Cu relacion molar 1:1y
la 3:1, y un criterio fundamental a tener en cuenta es que en lugar del tipico laser color verde
en 532 nm que se utiliza como fuente de excitacion en equipos Raman, se utiliza un laser
NIR de 785 nm, esto debido a que se pretende dar aplicacion a deteccidn en zonas biologicas
y recordando que son 2 las ventanas bioldgicas, correspondientes a los rangos espectrales de
maxima penetracion de la luz en los tejidos: BW-1 (primera ventana biol6gica, 650-950 nm)
y BW-II (segunda ventana bioldgica, 1000-1350 nm). Como se muestra en la figura 26, la

mejor candidata es la sintesis Au:Cu 3:1, ya que tiene una mayor absorcién en ese rango.
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5.3 Microscopia electrénica de transmision

5.3.1 NPs bimetélicas Au-Cu relacion molar 1:1

La Figura 27 muestra dos micrografias de una misma sintesis correspondientes a las NPs de
Au-Cu relacion molar 1:1, de acuerdo a la literatura® durante la sintesis se forman unas
semillas en forma de decaedro fruto de la aleacién entre el oro y el cobre. Es debido al tipo
de agente de cobertura, que en este caso es hexadecilamina, que la tendencia de crecimiento
es a lo largo de las lineas (aristas del decaedro) las cuales reciben el nombre de “limites
gemelos” (twin boundaries), en la micrografia de la figura 27 (b) se puede observar como
sobre los brazos de la particula atraviesan unas lineas, éstas son realmente una extension del
decaedro y reciben el nombre antes mencionado. Los tamafios promedio de estas

nanoestrellas fueron de alrededor de 200 nm.

X

1000 nm

Figura 27. Micrografias TEM de nanoparticulas de Au-Cu relacién molar 1:1. (a) Micrografia a baja
magnificacion (b) Micrografia de una particula individual representativa.

En estas micrografias se puede apreciar una diferencia importante a tomar en cuenta entre la
sintesis hecha en este trabajo y la sintesis reportada en el trabajo hecho por Ldpez et. al 1t ,
ya que se menciona la importancia del agente de cobertura en la preferencia del crecimiento,

por ende, aunque la semilla decaédrica de Au-Cu sea la misma si el agente de cobertura es

55



diferente o sufre algun cambio esto se vera reflejado en las zonas de crecimiento especificas
que son favorecidas, lo que conlleva a la formacion de nanoparticulas con morfologias
diferentes. Se recuerda que para la sintesis descrita en el capitulo 4, el principal cambio en la
sintesis que permitio la formacion de una emulsion homogeénea fue el precalentamiento a
50°C durante la sonicacion del agente de cobertura, este cambio dio como resultado
particulas muy similares a las hechas en la investigacion de Yacaman et al.'' pero con

prominencias acentuadas en los brazos de la estrella, como se muestra en la figura 28.

Figura 28. Micrografias TEM y HAADF-STEM respectivamente de particulas individuales Au-Cu
relacion molar 1:1, ambas sintetizadas por el mismo protocolo excepto por una diferencia en la
preparacion del agente de cobertura. (a) Nanoestrella sintetizada con el protocolo modificado de
Lopez et. al(b) Nanoestrella sintetizada por el protocolo reportado por Lopez et. al

Como muestra la figura 28 las morfologias de las particulas son muy sensibles a cualquier
cambio en los pardmetros de sintesis. Las semejanzas visibles son, las mismas semillas en
forma de decaedro, el crecimiento a lo largo de los “limites gemelos”, la morfologia
estrellada de 5 puntas; las diferencias son que los tamafios promedio cambiaron, para este
trabajo estuvieron alrededor de 200 nm y para la sintesis anterior estuvieron alrededor de 300
nm, también la morfologia no es exactamente la misma, para este trabajo se obtuvieron
nanoestrellas con brazos con protuberancias anchas como si de un tronco le salieran pequefias

ramas.
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Estas diferencias pudieron significar una mejora en las propiedades de acuerdo con los
objetivos planteados, esto es debido a que las protuberancias adicionales en los brazos de las
nuevas nanoestrellas sintetizadas sugieren un mayor nimero de “puntos calientes” (hot spots)
los cuales pudieron significar un mayor numero de zonas de distribucion del campo eléctrico,

lo cual sugiere la literatura es favorable como sustrato SERS.

Para continuar con la investigacion, se tomaron micrografias de la particula a alta resolucion

a modo de visualizar los planos cristalograficos del cristal como se muestra en la figura 29.

Como se aprecia en la figura 29 (a) por cada brazo de la nanoestrella y, acorde a como sugiere
la literatura de la semilla en forma de decaedro, cada brazo tiene su propia direccion
cristalografica y de crecimiento. En la figura 29 (b) la transformada de Fourier (FFT) del
cuadro rojo indica 2 planos cristalograficos presentes en la zona interna de los brazos de
acuerdo con la literatura?, encerrados en un circulo estan los puntos correspondientes a los
planos cristalograficos (111) los cudles tienen una distancia interplanar de 0.22nm,
encerrados en un tridngulo estan los puntos correspondientes a los planos (200) los cuales
tienen una distancia interplanar de 0.19 nm. Esto indica que dichos planos cristalograficos
estan expuestos en la superficie del cristal de la nanoestrella. En la figura 29 (c) la
transformada inversa de Fourier (IFT) del cuadro rojo muestra un acercamiento con mayor
detalle a la zona, de acuerdo con la literatura la HDA al ser un ligando débil permitio la
formacion de pequefias semillas en las etapas tempranas de la reaccion quimica,
consecuentemente, la HDA por su larga cadena de carbonos retraso el crecimiento a lo largo
de la direccion [100] el cual pertenece al de la cara del decaedro, pero si favoreciendo la
deposicion y restructuramiento de atomos adicionales a lo largo de los limites gemelos, dicho
de otra forma, la HDA favorecio el crecimiento en la direccion de las aristas de la semilla en
forma de decaedro. Estas aristas o limites gemelos de la semilla se extienden en forma de
brazos a lo largo del plano (111) a lo cual se aprecia su distancia interplanar de 0.22 nm en
la figura 29 (c) y también se indica la distancia interplanar de 0.19 nm correspondiente al

plano (200). Lo anterior sugiere que la HDA recubre y promueve preferentemente las facetas
{111} y {100}*°.
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Figura 29. Andlisis de las micrografias correspondientes a las nanoparticulas bimetalicas relacion
molar Au-Cu 1:1. (a) Micrografia TEM de la zona interna de la particula bimetélica.
(b)Transformada de Fourier {FFT} de la zona roja, en este espacio reciproco cada punto espejo
representa un plano cristalogréafico. (¢) Transformada Inversa de Fourier {IFT} acorde al cuadro
rojo.
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5.3.2 NPs bimetalicas Au-Cu relacion molar 2:1

v g | -
500 nm 7

1000 nm

Figura 30. Micrografias TEM de nanoparticulas de Au-Cu relacion molar 2:1. (a) Micrografia a
baja magnificacion mostrando agrupaciones de particulas. (b) Micrografia a baja magnificacion
mostrando de manera mas clara las morfologias presentes.

La figura 30 muestra 2 micrografias correspondientes a 2 magnificaciones diferentes de una
misma sintesis, las NPs de Au-Cu relacion molar 2:1. Esta sintesis se siguid bajo el protocolo
de la seccion 4.1.5, en donde las relaciones molares de los precursores metalicos fueron de 2
a 1, siendo 200 mL de HAuClsy 100 mL de CuCl; ambos a 1 molar. Las diferencias entre
las NPs de la seccion anterior radican en su proporcién de metales, lo cual en cuanto a
morfologia respecta en el tamafio, y formas diferentes.

Se puede apreciar en la figura 30 (b) que las formas son también de estrellas con
protuberancias, sin embargo, ahora no hay un patrén claro de crecimiento en los sentidos de
la semilla dodecaédrica. En la figura 31 se muestra mejor el detalle de la NP.

59



200 nm

Figura 31 Micrografias TEM correspondientes a las nanoparticulas bimetalicas relacion molar Au-
Cu 2:1. (a) Micrografia TEM a alta magnificacion de 2 particulas individuales. (b) Zona interna de
la particula. (c) Punta de la particula.

Como se puede apreciar en la figura 31 (a) las NPs tienen una morfologia de poliedro de
estrella de 4 puntas, con un tamarfio promedio de 200 nm y una longitud de punta de 100 nm.
La figura 31 (b) y (c) muestran zonas especificas de la particula siendo una cara y la punta
respectivamente.
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5.3.3 NPs bimetalicas Au-Cu relacion molar 3:1

Figura 32. Andlisis de las micrografias correspondientes a las nanoparticulas bimetalicas relacion
molar Au-Cu 3:1. (a) Micrografia TEM de baja magnificacion (b) Micrografia TEM de alta
magnificacion, de particulas individuales (c) Micrografia TEM de alta magnificacion de particula
individual con una Transformada de Fourier {FFT} de la zona roja, en este espacio reciproco cada
punto espejo representa un plano cristalografico. (d) Transformada Inversa de Fourier {IFT} acorde
al cuadro rojo.

De acuerdo con la figura 32 (a) se aprecian a baja magnificacién una agrupacion de NPs Au-
Cu relacion molar 3:1, donde ya se tienen formas heterogéneas con tamafios promedio de

100 nm, la figura 32 (b) se muestra una micrografia a alta magnificacion de 3 particulas de
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30 nm de didmetro las cuales tienen morfologia de poliedro, la figura 32 (¢c) muestra una
micrografia de una particula individual a alta magnificacion, donde en la parte superior
derecha se tiene una Transformada de Fourier {FFT} de la zona roja, en este espacio
reciproco cada punto espejo representa un plano cristalografico y finalmente la figura 32 (d)
muestra la Transformada Inversa de Fourier {IFT} acorde al cuadro rojo y dicha IFT le
corresponden 2 planos cristalograficos acorde a la literatura?. Esta sintesis es la que presentd
las caracteristicas mas deseables para el desarrollo de la prueba SERS.
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5.3.3 NPs bimetalicas Au-Cu relacion molar 5:1

_anill » 5 i ]
Figura 33. Micrografias TEM correspondientes a las nanoparticulas bimetalicas relacion molar Au-Cu
5:1. (a) Micrografia TEM a baja magnificacion de un conjunto de particulas. (b)Media magnificacion.
(c)Alta magnificacion de una particula individual.

La figura 33 presenta 3 diferentes magnificaciones TEM correspondientes a las
nanoparticulas bimetalicas relacion molar Au-Cu 5:1.

El tamafo promedio de las NPs es de 30 nm y se puede observar como la tendencia es que
entre mayor sea la cantidad de Au en el sistema, las particulas tienden a truncar sus brazos.
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5.5 SERS

Los resultados SERS fueron obtenidos como lo menciona el desarrollo experimental de la
secciodn 4.3, los espectros fueron procesados en Matlab bajo un programa especial propiedad
intelectual del Dr. Edgar Guevara Codina, en el que se les aplica una linea base, un suavizado
y una deconvolucién, las 6 diferentes concentraciones del IMZ en presencia del sustrato
SERS (Au-Cu 3:1) se muestra de manera grafica en la figura 34 (a).

Por otra parte, una vez obtenidos los espectros se encontraron los 13 principales modos del

sistema sustrato+IMZ, y se hizo un calculo en MatLab con los datos:

i.  Longitud de onda de excitacion = 785 nm
ii.  Peso molecular del IMZ =68.08 g/mol
iii.  Apertura del objetivo = 0.40 (una magnificacién de 20x)
iv.  Densidad del IMZ = 1.23 g/cm®
v.  Areasuperficial del IMZ = 0.287nm?

Tomando en cuentas los datos anteriores y los modos Raman de los espectros con y sin realce,
se calculd bajo el programa del Dr. Guevara el factor de realce (EF), el cual se esquematiza
en un box plot en la figura 34 (b).
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Figura 34. (a) Deconvolucion de los principales modos Raman de la molécula IMZ, apilados en
orden de concentracion del analito, siendo una gréafica de corrimiento Raman contra intensidad. (b)
Boxplot de los factores de realce puntuales por cada modo Raman

La figura 35 muestra la dependencia lineal entre los modos caracteristicos Raman del IMZ
contra el factor de realce de los mismos. Cabe mencionar que los puntos representan la media
de los datos (modos), y la desviacion estandar es alta debido a modos individuales que se
salieron de la media, los cuales son casos excepcionales pues la mayoria de modos se

comportan de acuerdo a la regresion lineal.
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La R? o coeficiente de determinacion es una medida estadistica de que tan cerca estan los
datos de la linea de regresion, siendo R? = 1 una regresion perfecta, es entonces que el valor
de R? = 0.901 se considera un valor de gran certidumbre. Es por ello que se entiende que el
factor de realce se comporta de acuerdo a lo esperado matematicamente y los datos son

fiables, dando un resultado de un EF del orden de 106.
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Figura 35. Regresion lineal de las medias de los EF por cada concentracion de analito.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES Y

TRABAJO FUTURO

6.1 Conclusiones

Nanoparticulas bimetalicas Au-Cu fueron obtenidas mediante una sintesis quimica usando

glucosa como agente reductor débil y hexadecilamina (HDA) como agente estabilizante.

Al calentar la emulsion de HDA + H20 a 60°C se generan mas sitios de nucleacion lo que

conlleva a la formacion de NP’s con un mayor nimero de puntas (hot spots)

El cambio en la relacién molar de los precursores metélicos durante la sintesis posibilita la

obtencion de NP’s Au-Cu con diferentes propiedades Opticas y morfoldgicas.

Las morfologias de las NP’s bimetalicas AuCu cuando son concentraciones similares forman
estrellas de diferentes brazos, a medida que se incrementa la concentracion de Au en las Np’s

bimetalicas la morfologia tiende a una cuasiesfera.

El potencial Z de todas las NP’s bimetélicas esta dentro del rango que se considera como

coloidalmente estable (mayores a 30 mV), a excepcion de la NP relacion 5:1 (26 mV).

Los espectros de UV-Vis de las NP’s bimetalicas AuCu muestran absorcion en los rangos
UV, Vis y en las I-BW, 11-BW, lo que indica que estas NPs bimetalicas son excelentes

candidatos para aplicarse como sustratos SERS en espectroscopia Raman.

Las NP’s bimetalicas Au-Cu utilizadas como sustratos SERS pueden detectar
concentraciones de10° molar de la molécula de imidazol, obteniendo un factor de realce de
hasta 106.
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6.2 Perspectivas

Este trabajo muestra la aplicacion en SERS de un analito muy especifico, y de gran
relevancia, el IMZ, sin embargo, se puede ampliar el estudio a moléculas orgénicas similares
y de igual importa, también en farmacos y, siguiendo la tendencia de aplicaciones en SERS

se proyecta deteccion de particulas dafiinas en aguas residuales, o biomarcadores.

Otra rama que vale la pena destacar como posible aplicacion es en tratamientos fototérmicos
contra el cancer debido a su elevada absorcion en las ventanas biolégicas.

Finalmente, en aparatos especializados que se requiera mayor precision en la identificacion
de contaminantes 0 compuestos activos inmersos en una solucion homogeénea, es posible

implementar este tipo de tecnologia de deteccidn sensible y no invasiva.
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