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Resumen y Abstract \Y

Resumen

En este estudio se presenta un método de fabricacién de nanoestructuras de oro (AuNEs)
con el propoésito de diseniar sustratos para espectroscopia Raman mejorada en superficie
(SERS, por sus siglas en inglés). Estas AuNEs fueron producidas mediante el método de
“Solid-State Dewetting” a partir de peliculas delgadas. El proceso de fragmentacion se
estudié a 300 °C, considerando la duracién del tratamiento térmico durante 1, 3, 6 y 12
horas. Posteriormente, estos sustratos SERS se emplearon para detectar Rodamina B (RhB)
como analito modelo, simulando un contaminante en agua a una concentraciéon de 5 ppm.
La morfologia de las AuNEs fue examinada mediante microscopia electronica de barrido
(SEM, por sus siglas en inglés), revelando una forma esferoidal, la cual evoluciona por el
fenémeno de coalescencia promovido por el tiempo del tratamiento térmico. Se estimé que
el tamaifio de las AuNEs oscilaba entre 22 4+ 7 y 24 4+ 6 nm. La resonancia plasmonica de
superficie localizada (LSPR, por sus siglas en inglés) de las AuNEs se determiné utilizando
espectroscopia de absorciéon, mostrando un desplazamiento conforme aumentaba el tiempo
de tratamiento. Para analizar las sefiales SERS de RhB adsorbida en los sustratos de AuNEs
se realizaron mapas barriendo un area de 10 x 10 pm sobre la superficie de cada muestra
(1, 3, 6 y 12 h), y un andlisis comparativo no mostr6 diferencias significativas en las
posiciones de las bandas; sin embargo, se observaron variaciones en la intensidad de la sefial
Raman en funcién del tiempo de tratamiento térmico. En términos generales, todas las
plataformas SERS detectaron la RhB. Las mejores condiciones de funcionamiento se
observaron en la muestra tratada durante 1 hora a 300 °C, mostrando un incremento de
123 veces respecto al espectro de la RhB sobre vidrio, y con una dispersién relativa menor
al 20 %.

Palabras clave: Nanoestructuras de oro, Resonancia de Plasmoé6n Superficial

Localizado, Rodamina B, SERS, Fragmentacion térmica.
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Abstract

This study presents a method for fabricating gold nanostructures (AuNSs) aimed at
designing substrates for surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS). These AuNSs were
produced using the "Solid-State Dewetting" method from thin films. The fragmentation
process was studied at 300 °C, considering annealing times of 1, 3, 6, and 12 hours.
Subsequently, these SERS substrates were employed to detect Rhodamine B (RhB) as a
model analyte, simulating a water pollutant at a concentration of 5 ppm. The morphology
of the AuNSs was examined using scanning electron microscopy (SEM), revealing a
spheroidal shape that evolves due to coalescence phenomena promoted by the thermal
treatment time. The size of the AuNSs was estimated to range between 22 + 7 and 24 + 6
nm. The localized surface plasmon resonance (LSPR) of the AuNSs was determined using
absorption spectroscopy, showing a shift as the annealing time increased. To analyze the
SERS signals of RhB adsorbed on the AuNSs substrates, maps were generated by scanning
a 10 x 10 pm area over the surface of each sample (1, 3, 6, and 12 hours), and a comparative
analysis showed no significant differences in band positions; however, variations in Raman
signal intensity were observed as a function of thermal treatment time. Overall, all SERS
platforms detected RhB. The best performance conditions were observed in the sample
treated for 1 hour at 300 °C, showing a 123-fold increase compared to the RhB spectrum
on glass, with a relative dispersion of less than 20 %.

Keywords: Gold nanostructures, Surface Plasmon Resonance, Rhodamine B,

SERS, Solid-State Dewetting.
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1.Introducciéon

El aumento significativo de las actividades mineras, farmacéuticas, industriales y agricolas
ha elevado la preocupaciéon por la introduccién generalizada de contaminantes emergentes
en los ecosistemas acuaticos [1-4]. Estos contaminantes emergentes se definen como aquellos
derivados del uso de una amplia variedad de productos empleados diariamente tanto en
humanos como animales. Se caracterizan por encontrarse en concentraciones muy bajas (del
orden de los ng/L y ng/L), por lo que no estan regulados a pesar de que se ha observado su
potencial peligro para los ecosistemas y la salud humana |3, 4, 5-8|. La creciente presencia
de estos contaminantes en el agua ha sido vinculada a problemas graves como la resistencia
bacteriana y el riesgo de cancer |6, 7]. Por lo tanto, resulta crucial la deteccion precisa y
oportuna de estos contaminantes para mitigar los riesgos asociados y salvaguardar la calidad

del agua para las generaciones presentes y futuras.

Para detectar los contaminantes emergentes se han utilizado métodos sofisticados como la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y la espectrometria de masas [2, 4, 9, 10,
11]. A pesar de su eficacia, presentan importantes inconvenientes, tales como su elevado
costo debido al caracter de los equipos y reactivos, ademés de que y requieren personal
altamente cualificado. Asi mismo, estos métodos demandan mucha mano de obra y tiempo,

lo que limita su uso en situaciones que requieren una monitorizacién en tiempo real.

Ante estos retos, la busqueda de alternativas mas accesibles y eficientes es una prioridad en
el campo de la deteccion de contaminantes. La espectroscopia Raman mejorada en superficie
(SERS, por sus siglas en inglés) se ha revelado como una técnica muy prometedora debido

a su selectividad, sensibilidad y capacidad no destructiva, cruciales en diversas aplicaciones,
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desde la monitorizacion medioambiental al diagnostico médico [12-17]. En esta técnica, la
seilal Raman mejorada se produce por la interaccion de la luz con nanoestructuras metalicas
(por ejemplo, Au, Ag y Cu), generando la excitacion de plasmones superficiales localizados
(LSPR, por sus siglas en inglés) [14, 15, 18|. Estas excitaciones, conocidas como resonancias
plasmonicas superficiales, aumentan el campo electromagnético en la superficie de
nanoparticulas aisladas o en los espacios Inter particulares ("Hot spots") [14, 15, 19]. Este
fenbmeno permite aumentar en varios 6rdenes de magnitud la sefial Raman de diversos

analitos situados en las proximidades de estos puntos calientes [14, 15, 19, 20].

En este contexto, en la literatura se han descrito diferentes tipos de materiales SERS, entre
los que destacan las nanoparticulas coloidales de oro por su importante y fiable sefial SERS
[21-24]. Estas nanoparticulas de diferentes formas usualmente se sintetizan mediante la
reduccion de sales metélicas, utilizando métodos como los propuestos por Turkevich y Brust
[25-27]. Sin embargo, estas reacciones requieren condiciones de laboratorio muy controladas
y generan residuos toxicos, cuya mitigacion resulta costosa. Ademas, muchas aplicaciones
requieren conjuntos de nanoparticulas de oro sobre un sustrato solido [28, 29]. Aunque se
han implementado diversas estrategias para inmovilizar las nanoparticulas, como las
técnicas de deposicion y los métodos quimicos [30-32|, conseguir matrices ordenadas y
precisas sigue siendo un reto importante. Adicionalmente, es muy dificil cubrir grandes areas

con estas estrategias [33, 34].

Para superar estos desafios, varios autores han empleado técnicas de fabricaciéon top-down
para obtener nanoparticulas de oro en distintos sustratos. Normalmente, estos sustratos se
producen mediante técnicas avanzadas de nanofabricacién, como la litografia por haz de
electrones, el haz de iones focalizado y la fotolitografia UV [15, 19, 35|. Estos métodos
ofrecen una gran reproducibilidad y sensibilidad, permitiendo un control preciso del tamaiio,
la forma y la distancia de separacion entre nanoestructuras metalicas [15, 19, 35-37]. Sin
embargo, los procedimientos asociados a estas técnicas suelen ser largos, costosos y dificiles

de escalar.
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Como consecuencia, ha aumentado el interés en desarrollar métodos méas econdémicos y
menos complejos para fabricar sustratos SERS. En este contexto, el método de "Solid-State
Dewetting" emerge como una alternativa prometedora, ademés de ser un método fisico
rentable, sencillo, rapido, y de baja complejidad experimental que no genera residuos to6xicos,
a diferencia de los métodos quimicos previamente mencionados. Este método consiste en el
calentamiento controlado de una pelicula delgada metalica sobre un sustrato sélido, con el
objetivo de reducir la energia libre superficial de la pelicula y del sustrato [38, 39|, asi como
la energia libre de la interfaz pelicula-sustrato, el material por medio de difusion atémica
transforma la pelicula en un conjunto de nanoparticulas [39-42]. Este proceso se desarrolla
en tres etapas principales: Formacion de agujeros en la superficie de la pelicula, crecimiento
de los agujeros y formacion de islas [39]. Ademaés, el "Solid-State Dewetting" presenta una
fuerte dependencia de factores como el tiempo y la temperatura del tratamiento térmico, el
grosor de la pelicula y la naturaleza del sustrato [38, 39, 42| por lo que las condiciones de
sintesis son un punto de control fundamental para las propiedades de las peliculas

nanoestructuradas obtenidas.

En este contexto, este trabajo de investigacion se centra en la fabricacion de peliculas de
nanoestructuras de oro como sustratos SERS mediante el tratamiento térmico de peliculas
delgadas de oro depositadas sobre sustratos de vidrio. Estos sustratos SERS, obtenidos bajo
diversas condiciones de sintesis, se caracterizaron por sus propiedades morfologicas y 6pticas.
Posteriormente, evaluamos la deteccion directa de rodamina B (RhB) como compuesto
modelo utilizando las nanoestructuras de oro como sustratos SERS y comprobamos que
estos potencian la sefial Raman, logrando un aumento de intensidad promedio en un rango

de 5 a 123 veces para las muestras tratadas a 6 h y 1 h, respectivamente.



2.Detalles experimentales

En este capitulo se describen los métodos y técnicas experimentales utilizados para el estudio
de las nanoestructuras de oro. Se hace énfasis en la preparacion de los sustratos antes del
deposito de las peliculas, las condiciones experimentales para el crecimiento de estas, y una
breve descripcion de las técnicas empleadas para la caracterizacion morfologica y 6ptica, asi
como de la espectroscopia Raman utilizada para evaluar el desempeiio de las plataformas

SERS.

2.1 Preparacion de las muestras

Todos los reactivos fueron adquiridos de empresas quimicas y se utilizaron sin purificacién
adicional. Los sustratos de vidrio, comprados en GLASS LAB (Syl-gard 184) en Bogota DC,
Colombia, se redimensionaron inicialmente con un cortador de punta de diamante,
obteniendo sustratos de 10 x 10 mm. Luego, se sometieron a un proceso de limpieza en dos
etapas. Primero, se prepar6 una solucién de acetona e isopropanol, ambos con una pureza
del 99.9 %, y se colocaron junto con los sustratos en un limpiador ultrasénico Branson
M1800H (ver Figura 2-1) durante 15 minutos. Posteriormente, los sustratos se transfirieron
a una solucién de isopropanol y se sometieron a un segundo ciclo de limpieza ultrasénica de
15 minutos. Este procedimiento tenfa como objetivo eliminar cualquier impureza residual

que pudiera afectar la calidad de la muestra.
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Figura 2-1. Limpiador ultrasénico Branson M1800H.

2.1.1 Crecimiento de las peliculas delgadas

Para el crecimiento de las peliculas se utilizé oro solido de 99.9 % de pureza obtenido de
DIEGO JIMENEZ BARONA C.I. S.A.S, Cali, Colombia. Se evaporaron 5 mg de oro sobre
sustratos de vidrio utilizando el método de evaporaciéon térmica para producir peliculas
delgadas de oro. En la Figura 2-2 se muestra un (a) esquema y la (b) fotografia del equipo
utilizado, el cual consta de una camara de vacio, medidores de vacio, un evaporador de
tungsteno, la fuente de corriente y un soporte para los sustratos. El proceso utilizé6 una
corriente de 70 Amperios a una presiéon de ~ 10~* mBar para obtener un conjunto de 6
muestras in-situ. Entre las principales ventajas de la evaporaciéon térmica, se encuentran las
altas tasas de deposicién, la simplicidad de la técnica y el bajo costo del equipo. Este equipo

fue construido en la Universidad del Valle.
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Figura 2-2. a) Esquema del funcionamiento de un evaporador térmico convencional. b)
Evaporador térmico utilizado para el crecimiento de las peliculas de oro.

2.1.2 Fabricacion de las nanoestructuras

Posteriormente, las peliculas preparadas se sometieron a un tratamiento térmico tomando
como temperatura 300 °C ya que, segun la literatura, para la fabricacién de sustratos SERS
mediante “dewetting” es 6ptimo usar temperaturas bajas [43]. Ahora, para estudiar el efecto
del tiempo, las peliculas fueron tratadas durante 1, 3, 6 y 12 h en una atmosfera de aire
para estudiar el efecto del tiempo de tratamiento térmico en la sefial SERS. En la Figura
2-3 se muestra el equipo del horno Fischer Scientific serie 550 utilizado para el tratamiento

térmico.
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Figura 2-3. Horno utilizado para realizar el tratamiento térmico de las peliculas de oro.

2.2 Microscopia Electréonica de Barrido

La caracterizacién morfologica de las nanoestructuras de oro se llevd a cabo utilizando un
microscopio electronico de barrido de emision de campo (FE-SEM, por sus siglas en inglés)
de la compainia Tescan (Ver Figura 2-4(a)). La microscopia electronica de barrido (SEM,
por sus siglas en inglés) es una técnica ampliamente utilizada para estudiar la superficie de
las muestras, analizando su morfologia y composicion [44, 45]. Ofrece imagenes de resolucion
nanométrica gracias a la corta longitud de onda de los electrones. El SEM funciona mediante
la produccion de electrones acelerados, ya sea por emision termoidnica o de campo, que son
enfocados por una lente electromagnética para impactar la muestra y generar radiacion [45].

Principalmente, se producen electrones secundarios para formar la imagen y rayos X para
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analizar la composicion superficial que se conoce como Espectroscopia de Rayos X por

Energia Dispersiva (EDS, por sus siglas en inglés) [44, 45].

La diferencia principal entre SEM y FE-SEM es el método de produccion de electrones. El
SEM utiliza emisiéon termoiénica, mientras que el FE-SEM usa un canén de emision de
campo, que genera un campo eléctrico intenso para extraer electrones de una punta de
tungsteno, evitando el problema de calentamiento y logrando imagenes de mayor resolucion.
En la Figura 2-4 se muestra el esquema de funcionamiento y una fotografia del equipo para
describir la fuente de electrones y las lentes electromagnéticas caracteristicas, asi como los

detectores.

Fuente de lw
a) electrones g g
' Ll
Anodo —.—. i amam

Generador de escaneo
Amplificador
| l I Bobinas de

. exploracion x, y
Lente objetivo —\

Detector de electrones . I ET i

retrodispersados 4\ I

o, A ' FT
« \f/ secundarios

Lentes condensadores

Muestra

Figura 2-4. a) Esquema ilustrativo del funcionamiento del SEM. Adaptado de [46]. b)
SEM Tescan Clara utilizado para la caracterizacion de las peliculas nanoestructuradas de
oro.

2.3 Espectroscopia Ultravioleta-Visible
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Las propiedades 6pticas de las peliculas nanoestructuradas se caracterizaron utilizando un
espectrometro Jasco V-770 UV-Visible (UV-Vis), ver Figura 2-5, en modo de reflectancia
difusa, con el objetivo de identificar la banda plasménica del oro, la cual se encuentra entre

500 y 600 nm segun la literatura, dependiendo del tamaifio de las nanoparticulas [47-49].

La espectroscopia UV-Vis es una técnica de analisis cuantitativo que se basa en los tres
principales fenémenos de la interaccion radiacién-materia: absorciéon, reflexién y
transmision. Esta técnica mide la atenuacion de un haz de radiacion (ultravioleta, visible o
infrarroja) después de interactuar con la muestra [45, 50]. Para estudiar materiales solidos
en modo de reflectancia, se utiliza una esfera integradora. Este dispositivo 6ptico esta
disefiado para medir con precision la reflectancia y transmitancia de materiales. Sus paredes
internas son altamente reflectantes, lo que asegura una dispersion uniforme de la luz [51,
52|. La esfera integradora tiene varias aberturas, que pueden variar segin el equipo, pero
en general incluye una apertura por la cual ingresa el haz de luz y otras destinadas a colocar
el detector. Para mejorar la precisiéon de la medicién, se colocan barreras del mismo material
de las paredes de la esfera, evitando que la luz reflejada llegue directamente al detector, lo
que se conoce como reflectancia difusa [51, 52]. A partir de la luz reflejada, se obtiene
informacion sobre las propiedades plasmoénicas de la muestra, asi como sobre el "gap" de

energia del material entre otras propiedades opticas [45, 50].

Esfera integradora

a)

Fuente de luz
(A— 200 — 800 nm)

Deflector
difuso

Detector

Figura 2-5. a) Esquema del funcionamiento de un espectrometro UV-Vis para la medida
de solidos usando una esfera integradora. Adaptado de [53]. b) Espectrofotometro Jasco
V-770 UV-Visible utilizado para la caracterizacion optica. Adaptado de [54].
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2.4 Espectroscopia Raman

La espectroscopfa Raman es una técnica fotonica de alta resoluciéon que permite identificar
enlaces quimicos y la composicién molecular mediante el anélisis de la luz dispersada por la
muestra [44, 45]. Esta dispersion ocurre cuando un haz de luz monocromatica incide sobre
la muestra, y los fotones dispersados experimentan un cambio en su longitud de onda debido
a las rotaciones y vibraciones moleculares, fenémeno conocido como dispersion ineléstica o
dispersion Raman [44, 45, 55]. Aunque la dispersion inelastica ocurre varios o6rdenes de
magnitud menos que la dispersion Rayleigh, su capacidad para proporcionar informacion
detallada sobre la estructura molecular de los materiales la convierte en una técnica versatil

y no destructiva [44, 45, 55].

a)

Filtro 514 nm
Rejilla del espectrometro

Atenuador ————
Espejo dicroico |:| / _—
! ispejos

Lentes de i
3 : i
microscopio | |}

Muestra t'

Filtro notch

Figura 2-6. a) Esquema del sistema de microscopio para la espectroscopia Raman.
Adaptado de [56]. b) Espectrometro Raman utilizado para la evaluacion de la actividad
SERS.

Un espectrometro Raman tipico (ver Figura 2-6(a)) consta de una fuente laser, un sistema
optico, una rejilla de difracciéon para seleccionar longitudes de onda especificas y un detector.

Cuando el laser incide en la muestra, los fotones interactian inelasticamente con los fonones,
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generando fotones dispersados con energias distintas. Esta diferencia energética, tinica para
cada material, permite su identificacion. La interaccién de la luz laser con la nube electronica
de la muestra excita el sistema a un estado virtual, donde puede ocurrir la dispersiéon Stokes
o la dispersion anti-Stokes [44, 45, 55|. Durante este proceso, se registra una intensa sefial
de dispersion Rayleigh, que debe filtrarse para evitar interferencias con las sefiales mas

relevantes de la dispersion inelastica [44, 55, 57].

Sin embargo, es necesario preparar la plataforma SERS antes de la toma del espectro
Raman. Teniendo esto en cuenta, se prepar6 una solucién de RhB, obtenida de Merck (97
% = de pureza), en agua desionizada con una concentraciéon de 5 ppm (1.04 x 107> M), dado
que esta concentracién, aunque superior a la de los contaminantes emergentes en aguas
residuales, permite evaluar el funcionamiento de la plataforma SERS a bajas
concentraciones, asi mismo, como perspectiva futura, se plantea estudiar el limite de
deteccion de dichas plataformas. Posteriormente, se deposité una gota de 5 nL. de la solucion
de RhB sobre las peliculas de oro nanoestructuradas. Para facilitar la adsorcién del RhB en
la superficie de la pelicula, la gota de solucion se dejé en contacto con la pelicula durante
24 h para que se secara al aire antes de la adquisicion de los espectros. La eleccion de la

RhB se debi6 a su amplio uso en la evaluacion de la actividad SERS [58-61].

Las mediciones SERS se realizaron utilizando un espectrometro Raman Jasco RMS 4500
(ver Figura 2-6(b)). Se irradiaron las muestras con un laser azul de longitud de onda de
457.10 nm (2.72 €V) y una potencia de 3.5 mW. Todos los espectros Raman se registraron
con un tiempo de exposicion de 5 segundos y 30 acumulaciones, facilitando asi la

visualizacion de los modos vibracionales caracteristicos de la RhB (C2sH31CIN203).

Adicionalmente, estudiar la estabilidad de la sefial de la RhB en las mediciones Raman, se
realizo6 un barrido de mapa de 10 x 10 puntos sobre cada superficie de muestra bajo las
condiciones previamente definidas. Cada punto del escaneo del mapa correspondié a un

espectro Raman individual. Utilizando el software Jasco Spectra-Manager 2.5, fue posible
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obtener una media de las mediciones Raman y analizar el cambio espectral en la superficie

del sustrato a lo largo de una direcciéon X o Y especifica en el mapa.



3.Resultados y discusion

En este capitulo se presentan los resultados de la caracterizacién morfolégica y optica de la
pelicula de oro sin tratamiento térmico y de las peliculas con nanoestructuras de oro
(AuNEs). Inicialmente, se caracteriza la pelicula sin tratamiento para establecer un punto
de comparaciéon que permita evaluar si el tratamiento térmico modifica la estructura de la
pelicula y sus propiedades 6pticas, especificamente la manifestaciéon de la banda LSPR,
utilizando espectroscopia UV-Vis. A partir de esta comparacion, se discuten parametros de
la pelicula nanoestructurada, como el tamaifio y la distribucién de las AuNEs presentes,
mediante el uso de SEM. Ademas, se analizan los cambios en la banda LSPR observados en

las muestras tratadas a diferentes tiempos en comparaciéon con la pelicula sin tratamiento.

3.1 Caracterizacion de las peliculas delgadas sin
tratamiento térmico

3.1.1 Caracterizacion morfologica

La Figura 3-1 muestra la imagen SEM de la pelicula delgada de oro sin tratamiento térmico,
donde se observa una superficie rugosa con algunas imperfecciones, lo cual es esperado
debido al método de crecimiento empleado. Esta imagen muestra un crecimiento tipos isla

caracteristicos de este tipo de sistemas.
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Figura 3-1. Imagen SEM de la pelicula delgada de oro sin tratamiento térmico.

3.1.2 Caracterizacion Optica

La Figura 3-2 muestra el espectro de absorcién correspondiente a la pelicula de oro sin
tratamiento de la cual se observa una presencia de la banda LSPR débil, la cual segin la
literatura se encuentra generalmente en la regiéon entre 500-600 nm dependiendo de la

morfologia y tamafo de las distintas nanoestructuras [47-49, 62].
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Figura 3-2. Espectro de absorcion de la pelicula delgada de oro sin tratamiento térmico.

La respuesta de la pelicula de oro se atribuye a una contribucién débil de la banda
plasmonica del oro ya que el fenémeno LSPR ocurre bajo condiciones de confinamiento
espacial y en esta pelicula tenemos una superficie granular (ver Figura 3-1) que no permite
un confinamiento adecuado para observar la banda LSPR adecuadamente. En el caso de las
AuNEs estudiadas en este trabajo, el plasmén esta confinado, lo que permite un aumento
significativo del campo eléctrico a unos pocos nandmetros de la superficie de la
nanoestructura manifestando la banda LSPR. (ver Figura 3-5). Por esta razon, este fenémeno
no se manifiesta de manera tan significativa en superficies granulares, como en esta pelicula
delgada, donde los plasmones pueden llegar a desplazarse libremente a lo largo de la

superficie sin generar el confinamiento necesario para la LSPR, [63-66].
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3.2 Caracterizacion de las peliculas nanoestructuradas

de oro

3.2.1 Caracterizacion morfologica

La Figura 3-3 presenta imagenes de SEM de las AuNEs fabricadas mediante el tratamiento
térmico de las peliculas de oro crecidas por evaporacion térmica (ver Figura 3-1) a una
temperatura de 300 °C. Las imagenes de la Figura 3-3 corresponden a un area representativa

2. En estas, se observan

de la muestra respectiva de un &area de 1000 x 1000 nm
nanoestructuras con morfologia esferoidal, como se muestra en las Figura 3-3(a)-3(c). Sin
embargo, a medida que aumenta el tiempo de tratamiento, algunas AuNEs tienden a
coalescer, como se aprecia en la Figura 3-3(d). A pesar de esta coalescencia, no se observan
diferencias significativas en el tamafio y la forma de las AuNEs tratadas a esta temperatura,

lo que sugiere una consistencia en el proceso de tratamiento en cuanto a la morfologia de

las nanoestructuras.
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Figura 3-3. Imagenes SEM de las peliculas delgadas nanoestructuradas de oro a diferentes
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Figura 3-4(a)-4(d). En estos histogramas, se estimo

cada muestra, como se muestra en las

un tamafio medio de las particulas (los valores estan consignados en el margen superior

derecho de cada histograma) entre 22 + 7 nm y 24 + 6 nm.
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Figura 3-4. Histogramas de distribucion de tamaifios de las nanoestructuras: (a) 1 h, (b) 3
h, (c) 6 hy (d) 12 h.

3.2.2 Caracterizacion Optica

Se utilizo la espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible (UV-Vis) para estudiar la
respuesta Optica de las AuNEs, especificamente, la resonancia de plasmoén superficial
localizado. Se sabe que el fenémeno LSPR exhibido por las AuNEs est4 influenciado por su
tamano y forma. En consecuencia, los espectros de absorciéon de la pelicula recocida durante
1 hora muestran una banda LSPR alrededor de 600 nm (2.07 ¢V), atribuida a las AuNEs
(ver Figura 3-5(a)). Sin embargo, en el caso de las AuNEs recocidas durante 3 horas, 6 horas
y 12 horas, las bandas LSPR observadas se situaban en torno a 588 nm (2.11 V), 590 nm

(2.10 eV) y 575 nm (2.16 eV) respectivamente, tal como se muestra en las Figura 3-5(b)-
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5(d). Se observa que la forma y la posicion en el eje de las longitudes de onda de la banda
LSPR son bastante similares entre el conjunto de muestras. Sin embargo, segtin la posicién

de la banda LSPR, se observan pequefios corrimientos con el aumento del tiempo de

tratamiento.
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Figura 3-5. Espectros de absorcion de AulNEs sobre sustratos de vidrio tratados a 300 °C.
(a) 1 h, (b) 3h, (c) 6h,y(d) 12 h.
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4.Evaluaciéon de la actividad SERS

En este capitulo se caracteriza la actividad SERS de las muestras tratadas durante distintos
tiempos mediante espectroscopia Raman. Se identificaron los principales modos
vibracionales de la RhB, utilizada como compuesto modelo, presentes en las muestras. Se
muestra también una comparacién entre espectros tomados en zonas con y sin depésito de
solucion de RhB. Ademés, se profundiza en el estudio de parametros cruciales para la
caracterizacion de una plataforma SERS, como la estabilidad y reproducibilidad, mediante
un mapeo de un area de 10 x 10 pm? y la estimacion de la desviacion estandar relativa
(RSD, por sus siglas en inglés) para asegurar la estabilidad de la plataforma. También se
calcul6 el factor de incremento de la sefial Raman respecto a una muestra de RhB de

referencia.

4.1 Espectro Raman para RhB en polvo

La Figura 4-1 muestra el espectro de dispersion Raman de RhB en polvo, realizado con el
objetivo de identificar los principales modos vibracionales de la RhB. Esto permite
determinar, mediante comparacion con los espectros SERS de la secciéon 4.3, si los espectros

obtenidos en la siguiente seccién corresponden a la RhB.
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Figura 4-1. Espectro Raman de la RhB en polvo con sus modos vibracionales
caracteristicos sefialados.

Las asignaciones de las bandas senaladas en la Figura 4-1 con los modos vibracionales de

la molécula de RhB se muestran en la Tabla 4-1.

Corrimientos Raman observados

Otros modos de la RhB

RLB reportados polvo Asignacién Referencias
1355, 1361, 1362 1350 d Est arom C-C [58, 60, 67-69]
1526, 1532, 1533 1532 h C-H est [60, 67, 68|

1594, 1599 1594 mf Est arom C-C [58, 60, 67|

mf-Muy fuerte, f-fuerte, m-medio, d-débil, md-Muy débil, h-Hombro, est-Estiramiento, flex-Flexion, arom-Anillo aroméatico

Tabla 4-1. Asignaciones de los modos vibracionales (v, cm™) en los espectros Raman de la
RhB en polvo.



22 Evaluacion de la actividad SERS

4.2 Comparaciéon entre espectros Raman de distintas
zonas de la pelicula nanoestructurada de oro

Ahora, a manera de realizar la comparacion entre los espectros Raman obtenidos en una
zona con y sin RhB se muestran en la Figura 4-2 los promedios de los espectros Raman
medidos a lo largo de un area de 10 x 10 pm? de cada una de las muestras tratadas a

distintos tiempos de tratamiento térmico.
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Figura 4-2. Espectros Raman tomados sobre una zona con y sin depdésito de solucién de
RhB para las muestras de a) 1 h, b) 3 h, ¢) 6 h, d) 12 h.
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En las Figura 4-2(a), 2(b) y 2(d) se observa una clara diferencia entre las bandas del espectro
medido en la zona con RhB y el espectro tomado en la zona sin RhB Ademas, se observa
que para la muestra tratada durante 1 y 12 h no presenta ninguna sefial Raman como es de
esperarse. Sin embargo, para las muestras tratadas durante 3 y 6 h la zona sin RhB muestra
una sefial, lo cual se atribuye a que no se localiz6 correctamente el punto de medida siendo
posible que todavia exista RhB en esa zona dada la distribucion de la gota sobre la superficie.
Estos resultados sugieren que las AuNEs responden a la RhB aumentando la sefial en
tiempos de tratamiento especificos, lo cual se puede evidenciar en la variacién de la

intensidad del pico ubicado alrededor de los 1580 cm!.

4.3 Espectros Raman para la solucién de RhB
depositada sobre las nanoestructuras de oro

Para estudiar de manera mas detallada la actividad SERS de las AuNEs, en las Figura
4-3(a)-3(d) muestra los espectros de dispersion Raman integradas en un punto del eje "x",
a través de todo el espectro del eje "y" de las AuNSs recocidas a 300 °C durante 1, 3, 6 y

12 h, respectivamente.
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Figura 4-3. Espectro SERS promedio de la RhB adsorbida sobre AuNEs barridos
desplazandose a lo largo de 10 pm sobre las muestras de (a) 1 h, (b) 3 h, (¢) 6 hy (d) 12 h.

Los espectros SERS exhiben similitudes, aunque ciertos modos vibracionales aparecen con
diferentes intensidades. Esta variaciéon en la intensidad puede atribuirse a la orientacion
espacial de la molécula de RhB en relaciéon con las AuNEs, lo que influye en la sefial Raman.
Las Figura 4-3(a)-3(b) presentan un pico alrededor de los 1580 cm™ que es més intensa que

las demas, considerandose asf el pico principal de la RhB.

Por otro lado, se observa que en las muestras tratadas durante 6 y 12 h (ver Figura 4-3(c)-
3(d)) la intensidad del pico principal de la RhB estd muy reducida en comparacion a las
muestras tratadas durante 1 y 3 h (ver Figura 4-3(a)-3(b)) que considerando que la senal

ruido presente es apreciable, es necesario establecer un criterio para poder afirmar si se
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detecta una banda de la RhB o se trata de ruido. Para esto, se define la relacién sefal-ruido

(SNR, por sus siglas en inglés) mediante su expresion estandar como se muestra en [70-72]:

SNR = Lbunds (4.1)

Oruido

Donde Ipanda €s la intensidad de la banda principal de la RhB y orudo es la desviacion
estandar de las intensidades de la sefal ruido medidas en una zona donde no se espera tener
presencia de ninguna banda de la RhB. Tomando como referencia espectros Raman tedricos
y experimentales de la RhB, se seleccioné el rango de corrimiento Raman desde 850 hasta
950 cm™*, donde se observa que la RhB no tiene actividad y, por tanto, la sefial presente es

solo ruido [23, 58-61, 67].

Es cominmente aceptado que si la SNR > 3 se puede afirmar que se detecta la sefial de un
pico de la molécula estudiada. En la Tabla 4-2 se muestra la SNR promedio calculado para
las muestras de 1, 3, 6 y 12 h.

Muestra SNR promedio

1h 46
3h o1
6 h 20
12°h 1

Tabla 4-2. SNR promedio calculados para las muestras tratadas a distinto tiempo de
tratamiento térmico.

En la Tabla 4-2 se observa que para la muestra tratada durante 12 h el SNR promedio no
es mayor que 3, dado el criterio mencionado anteriormente, no se puede afirmar que para
esta muestra se detecta sefial de la RhB mientras que, para las demas muestras, bajo este
mismo criterio, si se puede hacer esta afirmacion. Por lo tanto, al analizar el tiempo de

tratamiento de cada sustrato SERS en relacion con la sefial Raman obtenida de RhB, se
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infiere que 1 o 3 horas de tratamiento son suficientes para detectar la sefial Raman de la

molécula.

De este modo, se identificaron los modos vibracionales de la RhB de los espectros SERS, los
cuales muestran corrimientos respecto a los modos encontrados en la RhB en polvo (ver
Figura 4-1). Sin embargo, estos modos se encuentran respaldados por la literatura. Los
modos de la RhB observados para la RhB en condiciones SERS se muestran en la Tabla 4-

3.

Corrimientos Raman observados
Otros modos de la SERS (RhB/AuNEs)

RhB reportados 1h 3 h 6h 12h Asignacion Referencias
1370 1364 [58, 60, 67,
1355, 1361, 1362 q q - - Est arom C-C 68, 69]
Est arom C-C
1426, 1430 -- -- -- -- "+ flex C_H [60, 67]
1503, 1504, 1510, 1512 1ol4 - - -~ Est arom C-C [58, 60, 67-
h 69]
1522
1526, 1532, 1533 il -- - -- C—H est [60, 67, 68|
1560, 1572, 1575, 1583 1582 1584
1580, 1585 nf nf nd - arom C-C est [60, 67,69]

mf-Muy fuerte, f-fuerte, m-medio, d-débil, md-Muy débil, h-Hombro, est-Estiramiento, flex-Flexion, arom-Anillo aromético.
Los corrimientos Raman reportados para los sustratos SERS se obtienen al promediar el pico principal a lo largo de la
superficie

Tabla 4-3. Asignaciones de los modos vibracionales (v, cm™) en los espectros SERS del
RhB.

Las bandas observadas en los espectros SERS coinciden estrechamente con las reportadas
en la Tabla 4-3 y las reportadas en estudios anteriores de Raman [58, 60, 67-69|; sin
embargo, algunas bandas muestran un ligero desplazamiento y ensanchamiento, atribuidos
a la interaccién entre las moléculas de analito y las AuNEs. Por tanto, los modos
vibracionales caracteristicos y su asignacién se muestran en la Tabla 4-3. De este modo,

teniendo en cuenta la naturaleza de los sustratos fabricados, es razonable observar
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fluctuaciones en las formas espectrales de los distintos experimentos. No obstante, estas
variaciones espectrales pueden dar lugar a caracteristicas tnicas en funciéon de las

condiciones de analisis empleadas.

Ahora, para estudiar la estabilidad de la plataforma SERS se calcul6 la desviaciéon estandar
relativa (RSD, por sus siglas en inglés) de la intensidad del pico principal de cada muestra.

Para esto se define la RSD de manera estandar como:
RSD=: (4.2)

Donde o es la desviacion estandar de las intensidades del pico principal de la RhB, calculada
para cada muestra tomando una intensidad para cada posicion en el eje X. En la Figura
4-4, se muestran las intensidades del pico principal en cada posicién en el eje X respecto al

promedio de estas, ademés de la RSD respectiva para cada muestra.
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Figura 4-4. Intensidad del pico principal a lo largo del eje ‘x’ (Puntos) respecto al promedio
de intensidad de este (Linea punteada) para las muestras de (a) 1 h, (b) 3 hy (c) 6 h.

Es importante sefialar que no se calculd la RSD para la muestra tratada durante 12 h, ya
que, segun el criterio del SNR, la sefial es comparable al ruido de la medida. En la Figura
4-4, se observa que la muestra con la mayor RSD es la tratada durante 3 h. Aunque esta
muestra exhibe una sefial considerable de RhB, su baja estabilidad impide una
reproducibilidad adecuada en la deteccion de RhB. En contraste, la muestra tratada durante
6 h presenta una RSD inferior al 20 %, lo cual indica una concordancia en las mediciones
realizadas sobre su superficie. Finalmente, la muestra tratada durante 1 h muestra una RSD
ligeramente menor que la de la muestra tratada durante 6 h, pero con la diferencia de que

su intensidad promedio es varias veces superior a la de la muestra de 6 h.
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Es asi, que para terminar de caracterizar la plataforma SERS otro parametro de vital
importancia es el factor de aumento, que se define como el ntmero de veces que se
incrementa la seflal Raman de la molécula medida en condiciones SERS en comparacion con
la misma molécula medida sin condiciones SERS. Por lo que, teniendo en cuenta esto el
factor de aumento de la sefial Raman se calculd usando el Factor de Aumento Analitico
(AEF, por sus siglas en inglés) el cual es un método estandar para determinar el aumento

en la sefial para la clase de sistemas trabajados [23, 24, 73-75] y se define como:

AEF:M (4.3)

IRaman/CRaman

Aqui, Isers € IRaman representan las intensidades de las sefiales SERS y Raman,
respectivamente, mientras que CSERS ¥ CRaman denotan las concentraciones del analito en
condiciones con SERS y sin SERS. Dado que las condiciones experimentales para las
mediciones en condiciones con SERS y sin SERS son idénticas, las concentraciones de RhB
CSERS Y CRaman Son iguales, y el céalculo del AEF consiste simplemente en tomar la relaciéon

entre las intensidades de las mediciones en condiciones con SERS y sin SERS.

Nuestros resultados indican factores de aumento promedio de 123, 26 y 5 para los tiempos
de tratamiento térmico de 1, 3 y 6 h, respectivamente. En el caso de la muestra de 12 h, la
intensidad de la sefial SERS era comparable al nivel de ruido, por lo que resulta imposible
estimar la presencia de modos vibracionales de RhB y, en consecuencia, los factores de
mejora para esta muestra. En la Figura 4-5 se muestra cémo varia la RSD y el AEF en

funcién del tiempo para 1, 3 y 6 h.
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tiempo de tratamiento térmico.



5.Conclusiones y perspectivas

5.1 Conclusiones

En este trabajo, se estudi6 el potencial de las peliculas delgadas nanoestructuradas de oro
como plataformas para la Espectroscopia Raman Aumentada por Superficie (SERS)
destinada a detectar contaminantes emergentes en el agua, usando RhB como compuesto
modelo. Se demostrd que las nanoestructuras de oro tienen una capacidad significativa para
mejorar las sefiales SERS, pero sin presentar los problemas asociados con los métodos

usuales de fabricaciéon de nanoparticulas de oro.

El anélisis morfologico revel6 diversas morfologias de nanoestructuras, predominando las
formas esferoidales, aunque también se observaron estructuras alargadas o semicirculares
debido a la coalescencia de nanoestructuras. No se encontraron diferencias significativas en
el tamafio de las nanoestructuras con el aumento del tiempo de tratamiento térmico. Sin
embargo, el fenomeno de coalescencia promovido por el aumento del tiempo del tratamiento

térmico disminuye los “hot-spots” en los sustratos.

Por otro lado, la caracterizacion 6ptica mostré la presencia de la banda plasmoénica del oro
en todos los tiempos de tratamiento térmico, con ligeros corrimientos en la longitud de onda

asociados a cambios morfolégicos.

La muestra tratada durante 1 hora present6 el mayor factor de aumento (123 veces) y la

menor desviacion estandar relativa (18.5 %), indicando mediciones mas reproducibles y
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condiciones mas adecuadas para el desarrollo de sensores basados en SERS. Las variaciones
en el factor de aumento y la desviacion estandar relativa destacan la estrecha relacion entre
la mejora de la sefial SERS y el acoplamiento de las particulas a escala nanométrica. Las
alteraciones observadas en el espectro SERS tras el secado de la solucion de RhB se
atribuyen a cambios en la adsorcién molecular y la distribucion superficial, influyendo en el
aumento del campo eléctrico localizado, asi como el efecto de la coalescencia promovido por

el incremento del tiempo de tratamiento térmico.

En conclusion, las peliculas delgadas de AuNEs son plataformas prometedoras para la
deteccion de contaminantes emergentes en el agua mediante SERS. El método de fabricacion
empleado es eficaz y rentable, permitiendo la deteccion de RhB a muy bajas concentraciones
sin necesidad de tiempos prolongados de tratamiento térmico, lo que subraya su potencial

para aplicaciones préacticas en el monitoreo ambiental.

5.2 Perspectivas

Dado que la muestra tratada durante 1 hora mostr6 los mejores resultados entre los tiempos
de tratamiento estudiados, se propone como estudio futuro explorar diferentes tiempos de
tratamiento térmico cercanos a 1 hora para determinar si existen condiciones que ofrezcan
mejores respuestas SERS que las obtenidas en este trabajo. Ademés, considerando que el
incremento de la sefial Raman en este estudio es modesto en comparaciéon con otros, se
sugiere optimizar este aumento variando parametros experimentales en la mediciéon Raman,
como la potencia y longitud de onda del laser, el tiempo de exposicién y el ntimero de
acumulaciones, con el objetivo de maximizar la sefial obtenida con el conjunto de muestras

utilizado.

Adicionalmente, se plantea realizar una curva de calibracion de las plataformas para
determinar su limite de deteccién, variando las concentraciones de la soluciéon de RhB
depositadas sobre las AuNEs. Esto permitir4 una mejor comprensiéon del potencial de estas

nanoestructuras.
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