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Resumen

En este trabajo se estudio el efecto del mejoramiento de la dispersién Raman por la superficie
en soluciones diluidas de azul de metileno. Se usaron como sustratos nanoislas de oro
obtenidas por evaporacion térmica al alto vacio. El efecto mencionado, cominmente
conocido por sus siglas en inglés, efecto SERS (Surface-enhanced Raman Scattering), se
estudié usando sustratos de oro depositados por evaporacion térmica. El estudio se realiz6
en 5 etapas: En la primera etapa, se determinaron el disolvente, el volumen la solucién y la
temperatura del sustrato que permitieran que el analito, el azul de metileno, se pudiese
colocar sobre un portaobjeto de manera uniforme. Esto es, evitando la formacién de
agregados de azul de metileno. Para ello se utilizd la espectroscopia Raman y
microfotografias dpticas. En la segunda etapa, se demostré el efecto SERS, para ello se fue
obteniendo el espectro Raman para diferentes diluciones. Se determind que a la
concentracion de 10 molar el espectro Raman deja de observarse. Sin embargo al colocar
la solucién 10 molar sobre el sustrato SERS, la sefial Raman se ve claramente. En la tercera
etapa se determiné la dilucion minima detectable la cual fue de 10%° Molar. En la cuarta
etapa se estudio el efecto SERS como funcién de la longitud de onda y la minima intensidad
del haz laser. Observandose que para el azul de metileno sobre sustratos de oro, el efecto
SERS va a depender en parte de la longitud de onda. Finalmente en la quinta etapa, se observo
el efecto en una muestra bioldgica, la cual fue sangre, demostrandose que se puede detectar

hemoglobina en concentraciones menores de 10° molar.
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Capitulo 1.

Introduccion

En este capitulo se presenta una introduccion a lo que es el efecto SERS y se plantean la

hipdtesis, los objetivos y alcances del presente trabajo de tesis.
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El presente trabajo esta basado en la espectroscopia Raman, una técnica que va creciendo en
estos Ultimos afios la cuél fue descubierta por Chandrasekhara Venkata Raman y que por
ende, gano el Nobel de fisica en 1930. El efecto SERS por sus siglas en inglés (Surface-
Enhanced Raman Scattering) se basa en la amplificacion de las sefiales Raman en una
magnitud hasta de 10°. En los Gltimos afios con el avance en la ciencia de materiales, el efecto
SERS ha tenido grandes aplicaciones en diversas areas de investigacion, se ha utilizado en
areas como la biologia, farmacéutica, forense, entre muchas mas, debido a que se pueden

detectar concentraciones realmente bajas, como se mostrara en el presente trabajo.

La espectroscopia Raman es una técnica de facil manipulacién y muy versatil, con la que se
puede obtener mucha informacién en unos cuantos minutos. Esta nos brinda una vasta
informacién de la estructura cristalina en materiales inorganicos, asi como de los grupos

funcionales en materiales organicos.

Para lograr observar una muestra de baja concentracién a través del efecto SERS, la
superficie metélica debe cumplir con algunas caracteristicas especificas: debe estar formada
por nanoestructuras en las cuales se puedan formar los llamados “hot-spots”. Las superficies
metalicas principalmente son de Ag, Au, o Cu, ya que con estos metales se obtienen los
mejores resultados. Aunque también se utilizan otros metales como Al, Zn, Fe. La formacion
de sustratos SERS requiere de técnicas como la evaporacion térmica, la ablacién laser,
sputtering, y recientemente se estan intentando la formacién a través de evaporacion de
nanoparticulas de soluciones coloidales. En todos ellos los sustratos SERS, se forman con
nanoparticulas con ciertas caracteristicas que den origen a la formacién de los “hot spots”,

los cuales pueden amplificar la sefial Raman de una manera sorprendente.

Este trabajo se realiz6 con la finalidad de aplicar esta técnica en el ambito farmacobiolégico,
en su caso determinar la concentracion minima de hemoglobina en una muestra de sangre
gue puede detectarse mediante el efecto SERS. Como se sabe, la hemoglobina es una proteina
que esta presente dentro de los eritrocitos, la cual estd compuesta por un grupo hemo. Dentro
de esta se transporta el Fe?*, la deficiencia de este provoca anemia, de ahi la importancia de
la deteccion de hemoglobina por efecto SERS. Sin embargo antes de realizar los analisis en
sangre, se utiliz6 una molécula modelo “el azul de metileno” debido a que esta se utiliza por

los grupos de trabajo que desarrollan sustratos SERS. Por otra parte al ser un reactivo de
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laboratorio nos dio la ventaja de entender como se debe preparar la muestra para su

observacion por efecto SERS.

Primeramente se busco determinar la minima concentracion de azul de metileno que puede
detectarse mediante el efecto SERS y sobre el proceso, se pudieron identificar algunos
problemas que se tenian sobre la técnica. Una pequefia cantidad de la disolucion se debe
colocar sobre la superficie plana y se observo que al dejar secar la gota de tamafo arbitrario:
la intensidad de las sefiales Raman variaba, esto dependia de la zona analizada debido a que
se forman aglomerados sobre el sustrato y se identificaron zonas donde se tenia muy poco
material (el analito) dando como consecuencia una disminucion en la intensidad de las

sefiales.

Notando este problema, se tratd de buscar las condiciones adecuadas para colocar el analito
sobre el sustrato y que este se encontrara distribuido de manera uniforme. Por lo cual, se
esperaba obtener la misma intensidad sobre cualquier parte del analito que se midiera. Una
vez logrado esto se procedio6 a determinar la concentracion mas baja medible. Posteriormente
se aplico el procedimiento desarrollado para la observacion de disoluciones de hemoglobina
por efecto SERS.

Hipotesis

A través del efecto SERS se podran detectar hemoglobina y azul de metileno en soluciones
a concentraciones menores de 10 molar, usando dep6sitos de nanoislas de oro.
Objetivos

Objetivo general:

Evaluar el efecto SERS en soluciones diluidas de azul de metileno asi como de hemoglobina

para conocer la minima concentracion detectable mediante sefiales Raman.
Objetivos especificos:

e Conocer el fundamento y los principios de la espectroscopia Raman mediante el curso

de métodos espectroscopicos.
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Demostrar el efecto SERS en azul de metileno y hemoglobina mediante el uso de

nanoislas de oro para demostrar el fundamento de la técnica.

Determinar la minima concentracion de azul de metileno que amplifica sefial Raman
con sustrato SERS realizando diluciones hasta observar la solucion que no brinda
sefial Raman para demostrar la importancia de la amplificacion de la sefial en

muestras de baja concentracion y que otros equipos no detectan.

Determinar la concentracion minima de hemoglobina que da sefial Raman
amplificada con sustrato SERS realizando diluciones a una muestra de sangre y
observando la solucién que no brinda sefial para demostrar la importancia de la

amplificacion de la sefial Raman en muestras de baja concentracion.
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Capitulo 2.

Marco tedrico

En este capitulo se presenta la espectroscopia Raman, instrumentacion y caracteristicas del
efecto SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering), asi como se presenta el azul de metileno

y hemoglobina como analitos de estudio.
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2.1 Espectroscopia Raman

El efecto de dispersion inelastica de luz por moléculas fue descubierto por el fisico hindd
Chandrasekhara Venkata Raman en 1928. La técnica de espectroscopia Raman, la cual es
una técnica que detecta los modos vibracionales de moléculas, esta basada en la dispersion
inelastica. Esta se empez0 a utilizar hace algunos afios cuando ya se pudo disponer de rayos

laser.

Krafft et al.,, 2012 mencionan que la espectroscopia Raman vibracional es una de las
herramientas mas completas en la investigacion, ya que proporciona una cantidad importante
de informacidn, tanto de la estructura quimica de las molécula, asi como de la estructura

cristalina en cristales.

La intensidad de las bandas Raman dependen de la polarizabilidad de la molécula, de la
concentracion y de la intensidad de fuente, entre otros factores. Se puede decir que la

intensidad de las bandas es proporcional a la concentracion del analito.

La espectroscopia Raman puede dar bandas similares al infrarrojo, pero no en todos los casos,
el infrarrojo mide la absorcion y en el caso de Raman, la dispersion. Por ende, se necesita de

una fuente intensa de luz como el laser para poder obtener los espectros.

Asi mismo, una ventaja frente al infrarrojo es que se pueden estudiar soluciones acuosas, ya
que el agua es un dispersor Raman débil que absorbe radiacion infrarroja. En la figura
siguiente (figura 1) se observa la representacion esquematica de la dispersion de la radiacion,

la cual se divide en Rayleigh y Raman.
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v+ A v Dispersidn Raman
anti-Stokes

v V

wYAVAVAWNE = VAVAVAWE.Y
Luz incidente Rayleigh

dispersion

v-Av

Dispersion Raman
Stokes

Figura 1. Representacion esquematica de la dispersion Rayleigh y Raman. (Moral, 2018).

Al interaccionar la luz con el material, las respuestas que se pueden obtener son, la dispersion
Rayleigh, y la dispersién Raman. La dispersion Rayleigh tiene la misma longitud de onda de
la radiacion incidente. La dispersion inel&stica o Raman, se divide en dos: Stokes y Anti-
Stokes, la dispersiébn Raman Stokes es la dispersion que pasa de un estado de energia
vibracional menor a uno mayor sin pasar a un estado virtual de energia, es decir, la luz
dispersada tiene menor energia que la luz incidente. (Skoog, Holler & Crouch, 2008). La
dispersion Raman anti-Stokes pasa de un estado de energia vibracional mayor a uno menor
y pasa a un estado virtual de energia (figura 2). Por lo tanto, la luz dispersada tiene mayor

energia que la luz incidente.
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Figura 2. Representacion esquematica de los niveles energéticos Raman (Castro, Villanueva
& Ortiz, 2013).

A temperatura ambiente la radiacion de Stokes es normalmente mas intensa que la anti-
Stokes y a temperaturas altas (500 °C) serd inverso de acuerdo a la distribucion de

Boltzmann. Por ende, la mayoria de los equipos s6lo detectan radiacion Stokes.

Las sefiales Raman Stokes y anti-stokes son muy débiles comparadas con las sefiales
Rayleigh, mencionan Castro, Villanueva & Ortiz (2013) que Unicamente 1/10000 de la

intensidad esparcida corresponde a la dispersion Raman.

El espectro Raman se basa en la diferencia de frecuencia entre el haz de luz incidente y la

radiacion dispersada frente a la intensidad. (Arruabarrena, 2014).

Cuando se utiliza un laser para irradiar materiales, esto puede dar lugar a fendmenos como

absorcion, dispersion y en su caso hasta fluorescencia.

Cada que se habla de dispersion Raman se menciona la fluorescencia, el cual es también un
fendmeno que ocurre al incidir un haz de luz sobre un material. Pero son completamente

diferentes, en el caso de la fluorescencia el fotdn es completamente absorbido por la
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molécula. En cambio, en el caso de Raman el foton no es absorbido, sélo provoca en la

molécula una transicion vibracional.
2.1.1 Espectrometros Raman

C.V. Raman utilizé la luz del sol para lograr una alta intensidad y asi observar la dispersion
que lleva su nombre y la cual le hizo ganar el premio nobel de fisica en 1930. Un tiempo
después se utilizaron lamparas de descarga de mercurio para detectar la luz, se crearon tubos
fotomultiplicadores los cuales podian manipular la luz detectada, el problema fue que sélo
podian medir una sola longitud de onda. En la actualidad se utilizan detectores tipo CCDs

(dispositivos acopladores de carga) que pueden medir todo el espectro de una sola vez.

Asi mismo, entre mayor sea el numero de rejillas de difraccibn que contenga el
espectrofotometro mejor sera el resultado ya que las rejillas ayudan separando la luz incidente

en diferentes colores y de esta manera se lleva el menor ruido posible al detector.

El desarrollo de espectrometros de transformada de Fourier equipados con laser de infrarrojo
cercano ha sido de gran utilidad en cualquier area y mas aun en la industria farmacéutica ya

que tiene una gran sensibilidad.
2.1.2 Instrumentacion

Los equipos Raman como se observa en la Figura 3, consisten basicamente en una fuente de
excitacion, detector, monocromador, un sistema informatico para la adquisicion de la sefial
y su posterior analisis, asi como un software que permite tener control del equipo y
manipulacion de los espectros para la correccion de la linea base, comparacion entre

espectros, etc.
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Figura 3. Representacion esquematica tipica de un espectrémetro Raman (Moral, 2018).

2.1.2.1 Fuente de excitacion

La fuente de excitacion en la espectroscopia Raman es un laser, el cual tiene la caracteristica
de ser monocromatico o de una sola frecuencia, es direccional y tiene una emision coherente.
Todo esto ayuda a que haya una gran concentracién de energia en una pequefia parte del
material a ser analizado y esto produzca una buena dispersion para ser cuantificada sin que

el ruido sea un factor que nos afecte la sefial.

Hay diferentes fuentes de laser que se utilizan en espectroscopia Raman, Skoog, Holler &

Crouch, 2008 y estos se enlistan en la tabla 1.
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Tabla 1. Tipos de laseres utilizados en la espectroscopia Raman.

Tipo laser Longitud de onda (nm)
lon argon 488 0 bien 514.5
lon cripton 530.9 0 bien 647.1
Helio-nedn 632.8
De diodos 785 o bien 830
Nd-YAG 1064

La longitud de onda se debe seleccionar con cuidado para poder excitar al analito, ya que una
incorrecta seleccién de longitud de onda puede producir fotodescomposicion, fluorescencia,
pero ademas, algunos solventes pueden absorber la radiacion Raman incidente o dispersa.

2.1.2.2 Detectores

La sefial Raman como se sabe es baja y esta necesita de un detector. Este cuenta con una
corriente de oscuridad, la cual se genera espontaneamente. Es habitual en enfriamiento de los
detectores para reducir la corriente oscura. (Arruabarrena 2014)

El detector convierte los fotones de entrada en carga eléctrica y a este promedio de fotones
se le conoce como eficiencia cuantica (QE). Esta eficiencia va a servir de pardmetro para ver
la adecuacion del detector al experimento.

Cuando se habla de ruido de lectura se debe saber que este depende del tiempo de integracion
y de la amplitud de la sefial. Cuando la sefial es intensa este efecto no es de interés pues no
interfiere, pero cuando la sefal es baja este efecto es importante pues no se puede observar

la sefial, entonces se complica saber cuél es la sefial y cual el ruido.

Durante el desarrollo de la técnica de espectroscopia Raman se han utilizado diferentes
detectores:

Detectores de canal Unico: Estos solo contienen un punto sensible a la luz, estos se utilizaron

hasta que se desarrollo el detector multicanal.

Detectores multicanal: Estos cuentan con multiples elementos de resolucién en forma
matricial, para poder dispersar varias longitudes de onda para detectar simultaneamente.

21



CCD: Contienen pixeles montados en un chip de silicio. Cada uno de estos cuenta con
electrodos semiconductores de 6xidos metalicos. Estos son los detectores de preferencia
cuando se desea trabajar en el espectro visible. (Arruabarrena, 2014)

Detectores de Ge: Estos se utilizan cuando se trabaja con un laser en la region de infrarrojo

cercano ya que los CCD no tienen una buena eficiencia cuantica en esta region.

Detectores de InGaAs: Estos detectores de indio, galio y arsénico son una mejora a los
detectores de Ge, ya que tienen una mayor region espectral sensible, asi como una mejor
eficiencia cuantica (QE). (Arruabarrena, 2014)

2.1.2.3 Monocromador

Es un dispositivo optico que permite determinar un rango espectral de la luz que entra y este

la separa espectralmente y la captura el detector.
2.1.2.4 Aplicaciones

En los ultimos afos ha sido un gran campo para la investigacion, esto debido a su versatilidad,
su facil preparacion de muestras y lo mas importante es que da bastante informacién quimica.
La espectroscopia Raman se aplica para sistemas inorgénicos, organicos y bioldgicos de

manera cualitativa y cuantitativa.
2.1.2.4.1 Aplicaciones biomédicas

En esta area se puede estudiar la composicion quimica in vivo e in vitro para un diagndstico.
Se ha utilizado para la deteccion de cancer, deteccion de farmacos, dientes, entre muchas

aplicaciones mas.
2.1.2.4.2 Aplicaciones forenses

En esta area es una herramienta muy importante para la deteccién de compuestos inorganicos
y organicos a concentraciones muy bajas. Castro, Villanueva & Ortiz (2013), indican en su
articulo que la espectroscopia Raman se ha utilizado para la deteccion de drogas, explosivos,

cabellos, tintas, entre muchas cosas mas.

22



2.1.2.4.3 Aplicaciones farmacéuticas

En el area farmacéutica se utiliza para llevar un control de calidad del excipiente, del
principio activo en el dispensario y en el almacenaje. Asi mismo, se utiliza para una deteccion

temprana del producto final en la fabricacion.
2.1.2.4.4 Otras aplicaciones

Se utiliza en el area minera para la deteccion de cristales, minerales, asi como para la

clasificacion de rocas, composicion mineral, analisis de suelo, entre muchas cosas mas.

Asi mismo, una aplicacién en el area del arte en la cual se utiliza es para la identificacién de

pigmentos. En el area de nutricion para determinar el contenido de grasas.

En la industria petrolera se utiliza para el monitoreo y control de los procesos. Se incluye la
extraccion de solventes, materiales de produccion, procesado de aromaticos, entre otras

cosas, mediante el monitoreo de la pureza quimica.
2.2 Efecto SERS

Garcia (2004) menciona que el efecto SERS se observé por primera vez en 1974 por
Fleischmann y colaboradores. Este consiste basicamente en el aumento de la sefial Raman de
un analito depositado sobre una nanoestructura metalica. Como se muestra en la Figura 4, la
técnica consiste en colocar una microgota de analito sobre una superficie metélica (nanoislas

de oro), y a la cual se le hace incidir un laser para observar el efecto SERS.

La técnica SERS va a depender directamente de las propiedades morfoldgicas y superficiales
de las nanoestructuras metalicas empleadas y su reproducibilidad del arreglo de las

nanoestructuras metalicas.
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Portaobjeto

Figura 4. Representacion esquematica de la técnica de SERS.

2.2.1 Caracteristicas del SERS

e Lacaracteristica mas conocida es la intensificacion del espectro Raman, cominmente
se estima la magnitud en seis érdenes.

e Los metales que mas intensifican SERS son la plata, oro y cobre.

e El agua produce un espectro muy débil y no interfiere de manera significativa.

e La intensificacion de las lineas del espectro Raman no son uniformes, quiere decir

que hay bandas con mayor intensidad que otras.
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2.2.2 Mecanismos de intensificacion SERS

La intensidad de la sefial Raman se basa en dos mecanismos: método electromagnético (EM)
y el método de transferencia de carga (TC) o método quimico. El efecto Raman implica un
aumento de la sensibilidad y de la selectividad, por eso es una técnica muy importante y de

gran aplicacion hoy en dia. (Garcia & Sanchez, 2006).
2.2.3 Ventajas y desventajas de SERS

Algunas de las ventajas de nanoparticulas como sustratos SERS son, su bajo costo y su facil

manipulacion. La gran informacion que brinda de la estructura molecular.

Con la instrumentacion adecuada puede llegar a medir bajas frecuencias de modos

vibracionales que el IR no puede.

Una desventaja a considerar es la pérdida de informacidn por la despolarizacion de las bandas
del espectro. Ademas la fabricacion de sustrato vuelve un poco complicada la técnica, ya que
es necesario medir la rugosidad, el tamafio de la nanoparticula para poder correlacionar el
SERS tedrico con el experimental y para esto se requiere de equipo sofisticado como el

microscopio de fuerza atomica, el microscopio electrénico de barrido, etc.
2.2.4 Aplicaciones

Como se menciond anteriormente, SERS es una técnica que nos permite obtener informacion

sobre la estructura de una gran cantidad de compuestos inorganicos y organicos.

Debido a su alta sensibilidad y selectividad permite la deteccion de compuestos bioldgicos.
Es una gran herramienta en el sector biomédico, debido a la deteccion tanto de muestras
biolégicas como para la deteccion de enfermedades, como Alzheimer, Parkinson, algunos

tipos de cancer, entre otras enfermedades. (Sharma et al., 2012).

Es una herramienta utilizada en el andlisis clinico entre sus aplicaciones mas conocidas es la
deteccidn de glucosa que permite llevar un mejor control de pacientes con diabetes mellitus.
Asi mismo, un avance hasta el dia de hoy es la deteccion de agentes patdgenos como

bacterias, hongos, los cuales se detectan en concentraciones muy bajas. De esta manera, se
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permite brindar un diagndstico temprano, un buen control de la infeccion y un tratamiento

rapido y eficaz. (Kotanen et al., 2016).
2.3 Sustratos SERS

Existe una gran cantidad de métodos quimicos y fisicos para la fabricacion de estructuras
metalicas, entre las mas utilizadas estan: evaporacion al vacio, pulverizacion catddica
(sputtering) y deposicion electroquimica. Aunque ya hay varios métodos como la
nanolitografia, la cual consiste en la impresion de metales a nivel nanométrico sobre

superficies de silicio. (Castillo, Rincon & Cabanzo, 2017).

El primer sustrato usado fue un electrodo &spero el cual se obtuvo por voltametria ciclica
electroquimica, después se utilizaron peliculas metélicas elaboradas por deposicion al vacio.
Ahora como se sabe, el sustrato SERS mas utilizado son las nanoparticulas metalicas las
cuales tienen una distribucion de gran tamafio y varias formas y son producidas por métodos

quimicos humedos.

Las nanoparticulas son estructuras creadas artificialmente que van de 1-100 nm. Hay una
gran variedad de sustratos SERS, como electrodos &speros, peliculas de islas metalicas, entre
otras, pero se emplean normalmente coloides de nanoparticulas metalicas por su facil

manipulacion y preparacion.

Se utiliza una punta metélica aguda sustituyendo la pelicula metalica aspera de sustrato
SERS, para poder escanear sobre la muestra usando la técnica de microscopia de sonda de
escaneo y de esta manera, brinda un incremento en la sefial SERS sin que sea necesario

colocar muestras sobre un sustrato especial. (Stockle et al., 1999).
2.3.1 Factor de mejoramiento o amplificacion

Comenta Le Ru & Etchegoin (2013) que el aspecto méas importante en el efecto SERS es el
factor de mejoramiento, esto debido a la posibilidad de observar moléculas individuales en

una gran cantidad de casos en distintos campos de investigacion.

En si, este factor es la relacion de la sefial del SERS con la sefial propia de la molécula sin
sustrato SERS. Para estimar este factor, lo principal es caracterizar la sefial Raman de la

molécula sin sustrato SERS.
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De acuerdo a Morales, 2017; la férmula del Factor de mejoramiento o amplificacion (EF):

Isgrs /
NSur f

EF =
IRS/
NVol

Esta formula se denota posteriormente como Ecuacion 1.

Irs: Intensidad Raman de la molécula de prueba sin sustrato SERS.
Isers: Intensidad Raman de la molécula de prueba con sustrato SERS.
Crs: Concentracion de la molécula de prueba.

Csers: Concentracion de la molécula de prueba (regularmente es menor a Crs, la intencién

de ello es saber hasta que concentracidon es sensible el sustrato).

Nvoi: CrsV es el numero promedio de moléculas que se dispersan en el volumen V de la

medicion Raman (no SERS).

Nsurf: CsersV es el numero promedio de moléculas adsorbidas en el mismo volumen de

dispersion V.

2.3.2 “Hot spots” (puntos calientes)

La agregacion de las nanoparticulas metalicas es de gran importancia por los “hot spots”

(puntos calientes), los cuales producen una mejor sefial.

Los “hot spots” mas localizados espacialmente se encuentran entre dos nanoesferas. En el
caso de una nanoparticulas individuales con “hot spots” de punta son capaces de detectar

moléculas SERS individuales de tintes resonantes. (Le Ru, 2013).

Entonces, cuando dos nanoparticulas se encuentran cercanas entre ellas, 2-3 nm de distancia
y la molécula se encuentra exactamente en medio, se da una gran intensidad de sefial que
puede detectar una sola molécula, mediante un factor de 10! y solo en estas regiones “hot

spots” es donde ocurre la intensificacion de la sefial Raman. Asi como se observa en la figura
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5, donde se muestran las regiones “hot spots” que brindan distintos 6rdenes de mejoramiento

SERS.

Hot Spot

Muestra <4~

TSNS Wm—

Mejoramiento SERS (l0g10G)
N

A
Metal . Metal
e —

Figura 5. Representacion esquematica de la intensidad de las regiones “hot spots” (Radziuk
& Moehwald, 2014).

El tamafio de los “hot spots” es mucho mas pequenio que la longitud de onda, sus posiciones
dependen en gran manera de la geometria del objeto fractal, asi como de la excitacién de la

longitud de onda y polarizacion. (Kneipp et al., 1999).
2.4 Formacién de sustratos por evaporacion térmica

Este método consiste en tener un material en estado sdlido, el cual es evaporado mediante el
aumento de temperatura hasta que se produce su sublimacién o evaporacion, los parametros

van a variar dependiendo del material a utilizar. (Arribas, Garcia & Moder, 2012).
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El aumento de temperatura se realiza haciendo pasar una corriente eléctrica por una
resistencia. EI vapor se desplaza hasta alcanzar el sustrato que se encuentra en la mayoria de
los casos, situado encima o cerca del evaporador. (Arribas, Garcia, & Moder, 2012).

2.4.1 Ablacion laser y fotoreduccion para la preparacion de nanoparticulas

metalicas

Fotoreduccidén y ablacion laser son 2 métodos muy utilizados para preparar nanoparticulas
metalicas, 1o mas importante de estos métodos es que al final se obtienen nanoparticulas

quimicamente puras que son aplicadas en SERS.
2.4.2 Efecto de tamario de sefial SERS

Se ha estudiado el tamafio de nanoparticulas metalicas y se observa que en tamafios menores
a 11nm la sefial del sustrato SERS es muy débil. En tamafios de 43 — 97 nm aproximadamente

la sefial de mejoramiento es mejor. (Kiefer, 2011).

Particulas con radios muy pequefios pueden llegar a ser muy similares a un dipolo eléctrico
en cuanto a comportamiento, conforme va aumentando el tamarfio de particula comienzan a

aparecer resonancias plasmonicas y va dando lugar a la dispersién. (Suarez, 2015).

2.5 Sustancias de interés

2.5.1 Azul de metileno

El azul de metileno es un compuesto organico soluble en agua y alcohol que contiene C, H,
Cl, Ny S. Absorbe fotones a una longitud de onda méaxima de 664 nm, Figura 6. La absorcién
de la luz en esta longitud de onda contribuye al color fisico de la muestra. Se aprecian dos
bandas de absorcion en la region del ultravioleta. Con estas bandas de pueden generar las
curvas de calibracién de concentracion contra absorbancia. Para soluciones diluidas la banda
del visible presenta desviaciones de la ley de Lambert-Beer, por lo que para soluciones

diluidas se ocupara la banda de 250nm.
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El azul de metileno tiene varias aplicaciones en el campo dela medicina se usa en el
tratamiento de la metahemoglobinemia, malaria, entre otras enfermedades (Clifton & Leikin,
2016), asi como en la industria del tefiido se usa como colorante. El espectro Raman del azul
de metileno se muestra en la Figura 7 donde se observa que la banda de mayor intensidad es

la banda en 1618 cm™ . La asignacion de las bandas Raman se describe en la tabla 2.

664 nm

612 nm Azul de metileno

N
Q \jij
H.C >~ ..CH
SN s N 3
| cl
C

+
|
Hs CH,

291 nm

i |

Absorbancia

200 300 400 50 6@ 700 B0
Longitud de onda (nm)
Figura 6. Espectro de absorcion UV-Vis de azul de metileno (Imagen adaptada al espafiol

de la version original en inglés reportada en Merlen et al., 2009).

La molécula de azul de metileno absorbe tanto en el visible como en la region del ultravioleta,

lo que permite elegir un amplio intervalo de longitudes de onda, para obtener la linea base.
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Figura 7. Espectro Raman de azul de metileno. (Imagen adaptada al espafiol de la version

original en inglés reportada en Morales, 2017).

Tabla 2. Bandas asociadas al azul de metileno.

1618 (s) v (C-C) anillo
1597 (w) v (C-C) anillo
1513(w) v asimétrico (C-C)
1442 (m) v asimétrico (C-N)
1396 (m) a (C-H)

1301 (m)
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1184 (m) v (C-N)
1121 (m) y (C-H)

1030 (m) B (C-H)

2.5.2 Hemoglobina

Es una proteina cuaternaria que contiene cuatro cadenas polipeptidicas que contienen cada
una un grupo prostético hem, es decir que contienen una molécula de porfirina (protoporfirina

IX) que contiene un atomo de hierro en su centro (Fe *) con seis valencias. (Pefiuela, 2005).

Esta hemoproteina (HbA) contiene 2 cadenas o y dos cadenas . La cadena a consta de 141
aminoacidos y la cadena 3 146 aminoacidos. La funcion de la hemoglobina es transportar O
desde los organos respiratorios hasta los tejidos y el CO> de los tejidos hasta los pulmones

que lo eliminan. Asi mismo, ayuda en la regulacion del pH de la sangre.

En el espectro UV-Vis de hemoglobina, se puede observar la banda de Soret, la cual es la
banda de mayor intensidad dentro del espectro (cercana a 430 nm) y que representa el grupo

hem, asi como otras bandas caracteristicas, Figura 8.

1.8 Grupo Hem (Banda de Soret)
&
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' g ==
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-
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0

Longitud de onda (nm)
Figura 8. Espectro UV-Vis de hemoglobina. (Pefiuela, 2005).
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En el espectro IR se observan las bandas caracteristicas de hemoglobina, asi como la

intensidad de las bandas de acuerdo a la absorbancia, Figura 9.
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Figura 9. Espectro infrarrojo de hemoglobina (Imagen adaptada al espafiol de la version
original en inglés reportada en Kan-Zhi Liu et al., 2003).

En la tabla 3, se muestran las principales bandas Raman de hemoglobina dentro del rango de
600-1800 cm?, asi como el enlace al que corresponde cada banda del espectro. En la Figura
10, se observa el espectro Raman de hemoglobina, donde se pueden observar varias bandas

descritas en la tabla 3.

Tabla 3. Principales bandas Raman de hemoglobina

755 V simétrico (deformacion del pirrol)
1001 V/(CyCh)

1120 S(CH>)

1172 V asimétrico (medio anillo del pirrol)
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1213 S (CmH)

1226 S (CmH)

1303 Sasimétrico (CmH)

1357 V simétrico (medio anillo del pirrol)
1376 V simétrico (medio anillo del pirrol)
1399 V(cuarto de anillo de pirrol)

1427 V simétrico (CoCm)

1548 V (CyCp)

1585 V asimétrico (CoCnm)

1605 V asimétrico (CoCm)

1639 V asimétrico (CoCm)
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Figura 10. Espectro Raman de hemoglobina (Imagen adaptada al espafiol de la version

original en inglés reportada en Xuejun-Qiu et al., 2017).
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Estos espectros (Figuras 6-10) van a ayudar a identificar a los analitos en el capitulo 3, para
tener la certeza de que realmente son los compuestos que se utilizaron y se midieron con el
efecto SERS y de esta manera poder conocer la minima concentracion de azul de metileno y

hemoglobina que da sefial Raman amplificada gracias a las nanoislas de oro.

No se mencionan las condiciones con las que se adquirieron los espectros reportados en la
literatura. Sin embargo es importante sefialar que estos fueron de utilidad para verificar si las
bandas de la muestra de sangre analizada en el presente trabajo, se encuentran en el mismo
numero de onda reportado en la literatura. Quiere decir que no es relevante mencionar las
condiciones de adquisicion, si los espectros Raman sélo son para tener certeza que el analito

observado corresponde por similitud en la posicion de las bandas a lo reportado.
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Capitulo 3.

Desarrollo Experimental

El desarrollo experimental se divide en dos etapas, mostradas en la Figura 11. En la primera
etapa se plantea la estrategia pare el estudio del efecto SERS en Azul de Metileno, y en la
segunda etapa se platea la estrategia para el estudio del efecto SERS en hemoglobina.
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3.1 Etapa 1. Procedimiento experimental para estudio de efecto SERS en Azul de

Metileno. Diagrama esquematico

El desarrollo experimental se divide en dos etapas: en la primera etapa se estudié el efecto
SERS utilizando como molécula modelo el Azul de Metileno, que es un colorante inorganico
utilizado en muchos trabajos para estudiar si los nanomateriales metalicos sintetizados por
diferentes técnicas. En la segunda etapa se busco una aplicacion al efecto SERS acorde al
perfil de la formacion profesional de Quimico Farmacéutico Biologo; se eligid la

hemoglobina como analito.

Para el estudio del efecto SERS se uso6 un solo tipo de pelicula de nanoislas de oro. Estas se
obtuvieron en el LIDMA (Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de Materiales
Avanzados de la Facultad de Quimica de la UAEM). La morfologia de estas peliculas
coincide con la morfologia de los sustratos SERS obtenidos por ablacion laser en el trabajo
de Morales-Méndez (2017). Dado el objetivo del trabajo que es la evaluacion del efecto
SERS, se realiz6 una prueba preliminar y se observo que el sustrato si amplificaba la sefial

Raman, por ello no se modificaron las condiciones de depoésito de las nanoislas de oro.

El diagrama experimental se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Diagrama general del desarrollo experimental para la evaluacion del efecto SERS

en azul de metileno y hemoglobina.

Para demostrar el efecto SERS con el Azul de Metileno, en primer lugar se planted la
pregunta siguiente: ;Cuéles son las condiciones de preparacion de la muestra: tamafio de la
gota, disolvente, temperatura de sustrato?, que permitieran colocar una gota sobre el sustrato
y al evaporar el disolvente se pudiese realizar la deteccibn Raman con la misma intensidad

de sefial, en cualquier punto de la muestra depositada.

Se propuso utilizar una disolucion arbitraria, 103 Molar, la cual es una concentracion que
permite observar la sefial Raman de una muestra depositada en sustrato convencional, como
se mostrard en la seccion de resultados. Con esta disolucion se variaran los disolventes, la
cantidad de gota depositada, y la temperatura de sustrato, como se muestra en la Figura 11.
Este procedimiento permitira establecer las condiciones de preparacion de la muestra para su
observacién en efecto SERS. En la cual en cualquier punto de la muestra depositada en el

sustrato se observe la misma sefial RAMAN.

Posteriormente se demostrara el efecto SERS, para ello se realizaran diferentes disoluciones,

las cuales se depositaran en sustratos de vidrio y se iran analizando mediante Raman, el
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objetivo es determinar cual es la concentracion minima observada por esta espectroscopia.
La solucién no detectada se colocara sobre el sustrato SERS vy se analizard por Raman. En
caso afirmativo que la muestra dé sefial esto nos demostrara el efecto SERS, como se detalla

en la Figura 16.

A continuacién, una vez definidas las condiciones de preparacion de la muestra se
determinard si la longitud de onda utilizada asi como la potencia utilizada en los
experimentos de Raman tienen un efecto sobre la amplificacion de la sefial. Para ello se
usaran los equipos disponibles en LIDMA y en el Tecnologico de Jocotitlan. Se estudiaran

las sefiales Raman a la longitud de onda: 532 nm, 632 nm y las potencias 0.1%, 1% y 10%.

Posteriormente se evaluara el limite de deteccion por lo que se prepararan muestras cada vez
mas diluidas. En todos los casos los analisis Raman se realizaran en diferentes puntos de la
muestra con la finalidad de evaluar si los depositos amplifican la sefial y de igual manera en

cualquier punto de la muestra.

Cabe destacar que en este procedimiento de verificacion de las condiciones de preparacion
de la muestra, la observacion del efecto SERS y la determinacion del limite de deteccion
todas las disoluciones de Azul de Metileno seran analizadas por espectroscopia de
Ultravioleta Visible. Esto nos permitira asegurar la validez de las concentraciones estudiadas.
Para concentraciones menores o iguales a 10® Molar, las curvas de concentracion se
estudiaran en la parte visible del espectro, tomando como referencia la banda de 664 nm.
Mientras que para concentraciones menores, la curva de calibracion se estudiara en la parte

ultravioleta del espectro, tomando como referencia la banda de 249 nm.
3.1.1 Elaboracion de diluciones

El procedimiento para la preparacion de disoluciones de Azul de Metileno se muestra en la
Figura 12. Las muestras se iran diluyendo en un orden de magnitud a partir de la muestra

patron de 1 molar hasta alcanzar la disolucion de 102° molar.
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Se pesan 3.2008g de
azul de metileno y se
afora a 10 mL con
metanol HPLC para
tener concentracion 1M.

Se toma 1 mL de la
solucion 1 My 9 mL de
metanol HPLC y se agita
para tener concentracion
0.1 M.

v

De la concentracion 0.1
MsetomalmLy9 mL

Se continla realizando
diluciones 1:10 para

de metanol HPLC y se ——>| obtener concentraciones
agita para dar una bajas hasta llegar a la
concentracion 0.01 M. concentracion 1020 M.

Figura 12. Esquema para la elaboracion de diluciones de azul de metileno a partir de la

concentracion 1 M hasta 1x10°2° M.

Un diagrama esquematico del proceso de disolucion se observa en la Figura 13, en donde se
muestra como la intensidad de color va disminuyendo conforme se va diluyendo la

concentracion.

1mLdesolucion 1mLdesolucion 1 mLde solucion 1 mL de solucion 1 mL de solucion
+ + + + +

9mLde metanol  9mLdemetanol  9mLdemetanol g L de metanol 9 mL de metanol

.

M 04 M 102M 104 M 104M 105M  102M

Figura 13. Representacion esquematica del procedimiento para la realizacion de diluciones

de azul de metileno.
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3.1.2 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV fue una herramienta muy importante para el desarrollo de la
investigacion. Esta sirvio para corroborar que las concentraciones de las soluciones utilizadas
fueran las correctas. Esto gener0 la curva de calibracion la cual, como es bien conocido
permite determinar la concentracion de la solucion a utilizar. Dado que el problema

fundamental del trabajo es determinar la sefial Raman en funcion de la concentracion.

En la figura 14, se muestra el procedimiento usado en la medicidn de absorbancia de las

diferentes disoluciones de azul de metileno.

Para adquirir los espectros UV, se utilizaron dos tipos de linea base, para las diluciones
mayores a 10 se utiliz metanol para la linea base y para concentraciones menores se utilizé
como referencia la misma lampara, es decir tomando la linea base sin la cubeta de cuarzo y

sin algun otro obstaculo.

Elaboradas las soluciones,

se llevan a medir - .
absorbancia para ———> ggmgtgléiccr)netanol y aire
comprobar la ley de :
Lambert-Beer.

Se miden las soluciones de Se utilizan celdas de
menor a mayor ——>| cuarzo y el equipo UV-Vis
concentracion. Lambda de Perkin Elmer.

Figura 14. Esquema de la utilizacion del espectro UV-Vis para corroborar la concentracion

de las diluciones de azul de metileno.
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3.1.3 Colocacioén de analito sobre sustratos

Se plantean varias opciones para colocar el analito, en este caso azul de metileno sobre
sustrato de vidrio, primero se empiezan a variar los volimenes de la solucion de azul de
metileno y se observd que los volimenes utilizados inicialmente formaban material
aglomerado, por lo que habia zonas sobre el sustrato que no tenian analito o muy poco y se
observaba en la intensidad de los espectros Raman. De tal manera que se fue disminuyendo
el volumen hasta llegar a volumenes cada vez més bajos. De igual manera se varid la
temperatura, se utilizé una parrilla eléctrica para poder tener una temperatura deseada y se
comparé con la temperatura ambiente, Figura 15. Con todo esto se pudieron determinar las
condiciones favorables para colocar el analito y que este, se encontrara de manera uniforme
sobre el sustrato de vidrio para que de esta manera, las intensidades fueran iguales en

cualquier zona del analito donde se midiese.

Se colocan gotas de
Se ultrasonican las distintos  volimenes a

soluciones. ’ temperatura ambiente y a
temperatura de 39-43 °C.
Se determinan las Se colocan gotas de 0.2 uL

de azul de metileno a
temperatura ambiente.

condiciones de trabajo.

Figura 15. Esquema de la colocacion de analito sobre sustratos para la determinacion de las
condiciones de trabajo con el objetivo de conseguir una distribucion uniforme del analito

sobre el sustrato.
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3.1.4 Demostracion de efecto SERS en azul de metileno

Como se mencion0 en el apartado 3.1, para demostrar el efecto SERS, se utilizaron las
diluciones que se habian elaborado y se colocaron sobre sustrato de vidrio, mayor a menor
concentracion hasta observar la concentracion que ya no da sefial Raman. Esa misma
concentracion se coloca sobre el sustrato de nanoislas de oro, de tal manera que se amplifique
la sefial Raman, Figura 16. De esta manera se pueden observar las bandas caracteristicas del

analito, que sobre sustrato de vidrio ya no se observan.

Se coloca una gota de
0.2 ML de  cada
concentracion de azul de —>
metileno de 102 a 10> M
sobre sustrato de vidrio.

Se observan las sefales
Raman.

v

Se coloca una gota de la
solucion 10° M de azul
de metileno sobre Se observa la sefal
nanoislas de oro Raman amplificada.
obtenidas por
evaporacion térmica.

Figura 16. Esquema para la demostracion del efecto SERS en azul de metileno al colocar
diluciones sobre sustratos de vidrio y de la misma manera, sobre sustratos de nanoislas de

oro.
3.1.5 Deteccion de concentraciones diluidas de azul de metileno

Para la deteccion de concentraciones diluidas se debe recordar el apartado 3.1.1 que
menciona las diluciones que se hicieron, la de menor concentracion es 102° molar. De tal
manera que se colocaron sobre sustratos de nanoislas de oro para observar la amplificacion
de la sefial Raman, aquellas diluciones que no dan sefial Raman sobre sustrato de vidrio.
Hasta detectar la concentracion que ya no brinda sefial Raman amplificada, Figura 17. Asi

mismo, también es importante recordar que se midieron todas las diluciones en el espectro
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UV-Vis para corroborar las concentraciones y tener certeza de la concentracion minima que

da sefial Raman amplificada.

Se colocan gotas de 0.2
ML de concentraciones
diluidas de 10 a 102° M
sobre sustrato SERS

Se mide la sefal de cada
una de las
concentraciones.

Se mide en el rango de
1000 - 2000 cm-1,

Figura 17. Esquema para la deteccion de sefiales Raman en concentraciones diluidas de azul
de metileno sobre nanoislas de oro hasta observar la minima concentracion que brinda sefial

Raman.
3.2 Etapa 2. Procedimiento para estudio de efecto SERS en hemoglobina

Para estudiar por efecto SERS la hemoglobina, se usara una muestra real de sangre, tomada
del Estudiante César Salinas, quien anexa su oficio de consentimiento para uso de la muestra
con fines académicos, Apéndice 1. Cabe resaltar que el estudiante se realizd estudios

hematoldgicos, bajo estandares analiticos y proporciona los datos en el Apéndice 2.

El desarrollo experimental se muestra en la Figura 11. Para el estudio de la hemoglobina, se
aprovechara la experiencia acumulada en el estudio SERS del Azul de Metileno. No obstante
gue son moléculas muy diferentes, la preparacion de la muestra solo podré estudiarse usando
agua como disolvente y a temperatura ambiente, para evitar degradacion de la muestra en si.
Por lo que la parte de preparacion de la muestra se extrapolara a la preparacion de la muestra
con hemoglobina, por lo que solo se estudiara en detalle el efecto SERS, asi como el limite

de deteccién.
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3.2.1 Demostracion de efecto SERS en hemoglobina

Para observar el efecto SERS en hemoglobina primeramente se extrae una muestra de sangre

del brazo de un estudiante y posteriormente se realizan diluciones, en seguida se coloca cada

dilucion sobre sustratos de vidrio y se determina la concentracion que ya no da sefial Raman,

esa misma concentracion se coloca sobre sustrato de nanoislas de oro y se observa la sefial

Raman amplificada, Figura 18. De esta manera se observa la misma concentracion en

diferentes sustratos y se demuestra el efecto SERS.

Se obtiene una
muestra de sangre.

Se le realizan varias
diluciones 1:10.

Se coloca una gota de
0.2 uyL de cada
solucién sobre
sustrato de vidrio.

v

Se mide la sefal
Raman de cada
solucion de mayor a
menor concentracion.

Se identifica la
solucion que ya no
muestre seflal Raman
y se coloca sobre
sustrato de nanoislas
de oro.

Se mide la senal
Raman sobre sustrato
SERS y se observa la
sefal amplificada.

Figura 18. Esquema para la demostracion del efecto SERS en hemoglobina mediante la

elaboracion de diluciones y la posterior colocacion del analito sobre sustratos de vidrio y

sustratos de nanoislas de oro para observar la amplificacion de la sefial Raman.
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3.2.2 Deteccion de concentraciones diluidas de hemoglobina

Como se menciond en el apartado 3.2.1, se realizaron diluciones. Por lo cual, se colocaron
sobre sustrato de nanoislas de oro aquellas diluciones que sobre sustrato de vidrio ya no dan
sefial Raman. De esta manera se miden las diluciones hasta detectar la minima concentracion

que da sefial Raman amplificada, Figura 19.

Se coloca una gota de
0.2 pL de cada solucién Se mide la sefal
de hemoglobina de 2.5 s Raman de cada una y
x 102 a 2.5x10® molar se identifica la solucién
sobre  sustrato de que ya dé sefial Raman
nanoislas de oro.

|

v

Se mide en el rango de
700 -1700 cm™?

Figura 19. Esquema para la deteccion de concentraciones diluidas de hemoglobina mediante
la colocacién del analito sobre sustrato de nanoislas de oro hasta observar la concentracién

minima que brinda sefial Raman.
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Capitulo 4.

Resultados

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de la investigaciéon. A través de
micrografias Opticas se determinaron las condiciones de colocacion del analito sobre los
sustratos SERS. Se usa la espectroscopia UV para la verificacion de las concentraciones de
las diluciones elaboradas de azul de metileno y hemoglobina. Se muestran los diferentes
espectros Raman que confirman el efecto SERS. En particular para la muestra de sangre se
obtienen el espectro infrarrojo y el de ultravioleta visible que confirman que se esta

trabajando con hemoglobina.
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4.1 Microscopia electronica de barrido

Sustrato de nanoislas de oro por evaporacion térmica.

Para la formacion de los sustratos SERS por evaporacion térmica, se usd un sistema de
evaporacion T12 de Intercovamex, el cual cuenta con un sistema de vacid mecanico y una
bomba turbomolecular que permite alcanzar presion de vacio de hasta 10 Torr. En este
sistema de vaporacion el material a evaporar, se coloca sobre una charola de molibdeno. La
temperatura de evaporacion del oro se alcanza con corrientes mayores o iguales a 140
amperes y un voltaje de 1 volt. EI material se puede depositar sobre diferentes tipos de un
sustrato, sin embargo, para el desarrollo de este trabajo se eligieron sustratos de vidrio porta
objeto, por dos razones. Por su relativo bajo costo y debido a que el vidrio no presenta sefial
RAMAN.

La formacion de materiales por evaporacion térmica, es muy particular, se pueden obtener
capas de unos cuantos nanémetros hasta unas cuantas micras de grosor. Estas capas puedes
estar formadas de manera continua o discontinua como agregacion de islas. Esto depende de
dos factores: la temperatura de sustrato y el tiempo de evaporacion. Para tiempos de
evaporacion, mayores a unos 40 minutos y temperaturas cercanas a la temperatura de
evaporacion del material a depositar, se favorecera la formacién de peliculas, mientras que a
temperaturas por debajo de la temperatura de evaporacion del material y unos cuantos
minutos se favorecera la formacion de islas e incluso la formacidn de nanoparticulas, las
cuales se podran obtener en unos cuantos segundos de evaporacion. La distancia fuente de
evaporacion-sustrato, asi como la presion de vacio, la corriente, el voltaje y la masa del
material a evaporar, influyen también sobre la morfologia y tamafio de los materiales
depositados. Por lo que el control de los depositos, grosor, tamafio de estructuras entre otros

factores es un reto importante en este tipo de tecnologias.

No obstante que la obtencidn de materiales por la técnica de evaporacion térmica, es costosa:
se tiene que usar mucha energia eléctrica tanto para alcanzar el vacié como para evaporar el
material, asi como los componentes mismos del sistema que son altamente costosos. Esta
tecnologia puede considerarse una tecnologia limpia y amigable con el medio ambiente. En
condiciones de trabajo de un cuarto limpio se podrian obtener materiales con la pureza del

material fuente y sin contaminaciones por el medio ambiente, asi como el desecho de
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materiales es practicamente nulo. Los materiales nanoestructurados pueden obtenerse
homogéneamente distribuidos en éreas grandes, 15 x 15 cm. Se pueden realizar

combinaciones de materiales a nivel nanometrico, no se generan residuos.

En el LIDMA se han establecido las condiciones de evaporacion térmica, sobre sustratos de
vidrio con la morfologia mostrada en la figura 20. Por lo que en el trabajo se evaluaré si este
tipo de sustratos, pueden utilizarse como sustratos SERS y dado que el deposito es uniforme,

es de esperarse que la sefial RAMAN sea la misma en cualquier region de la muestra.

Figura 20. Micrografia electronica de emision de campo de nanoislas de oro obtenidas por
evaporacion térmica con las condiciones: Presion de vacio 107 Torr, Corriente de 160 A,

tiempo de depdsito 11 minutos.

Cabe mencionar que una morfologia similar se obtuvo en el trabajo de Morales (2017) en su
tesis: “Preparacion de sustratos metalicos nanoestructurados por deposito laser pulsado para
espectroscopia Raman amplificada por superficie” de la Universidad Autonoma
Metropolitana y ellos observaron que ese tipo de morfologia es Util para usarse como
sustratos para aplicaciones de efecto SERS.

En la figura 20, se observa que el oro se agrega en islas separadas aproximadamente 10 nm.
Por lo que es posible que los “hot spots” se formen entre dos islas adyacentes. Permitiendo
su uso para amplificacién SERS. La altura de las islas no se pudo medir sin embargo se
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estima que es de unas decenas de nanometros. La regularidad de la muestra, da la posibilidad
de realizar las mediciones Raman en cualquier punto de la muestra y con buena

reproducibilidad.

4.2 Espectroscopia UV-Vis

Como se menciono en el apartado 3.1.2 se realizaron curvas de calibracion para verificar la
concentracion de las diluciones. Para demostrar el efecto SERS se utilizaron concentraciones
de azul de metileno de 10 a 10®. En este caso la calibracion de concentracion se usé la
longitud de onda de 664nm. Sin embargo para los estudios para determinar cual era la minima
concentracion detectable se usaron diluciones de 10 a 102°, Sin embargo para este intervalo
de concentraciones se observé que la intensidad de banda de 664nm no tenia una tendencia
acorde a la ley de Lamber Beer. Dado que para concentraciones mas diluidas se observaba
mayor absorbancia. Sin embargo se notd que la intensidad de la banda de 249nm era
proporcional a la concentracion. Por lo que para este intervalo de concentraciones se decidid
realizar las curvas de calibracion con esta banda. En todos los casos se observo una
correspondencia lineal entre la absorbancia y la concentracion, obteniéndose un coeficiente
de correlacion mayor a 0.99. Acoplandose de esta manera con la ley de Lambert-Beer,
Figuras 21-23.

La evaluacion del efecto SERS se realiz6 en un intervalo de concentracion de 10 a 10-%°
este intervalo tan amplio de concentraciones no puede generar una sola linea de calibracion
por lo que se decidio realizar tres curvas de calibracién. Es por ello que se muestra una curva
de calibracion de 102 a 108 M, 10° a 10 M y la otra muestra 1033 a 102,
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y=-0.3945x + 3.2258

\ r°= 0.9938

Absorbancia
=Y
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Figura 21. Curva de calibracion de diluciones de azul de metileno de concentraciones 107
M hasta 10® M para corroborar la concentracion de las diluciones al cumplirse la ley de

Lambert-Beer. Se utilizé metanol-aire como blanco.
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0.8+ y=-0.033x + 1.111

r2 = 0.991

0.7 -

Absorbancia
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-LogCo

Figura 22. Curva de calibracion de diluciones de azul de metileno de concentraciones 107
M hasta 102> M para corroborar la concentracion de las diluciones al cumplirse la ley de
Lambert-Beer. Se utilizé6 metanol-aire como blanco.
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Figura 23. Curva de calibracion de diluciones de azul de metileno de concentraciones 103
M hasta 102° M para corroborar la concentracion de las diluciones al cumplirse la ley de

Lambert-Beer. Se utilizé6 metanol-aire como blanco.

En el caso de la hemoglobina, se realizd la curva de calibracién para verificar las

concentraciones de las diluciones, mediante el coeficiente de correlacion mayor a 0.998 se
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puede notar que se cumple con la ley de Lambert-Beer, Figura 24. En este caso se utilizo aire

como blanco y se tomo la banda del grupo hem para realizar la curva.

No
(@)
1

Absorbancia
= =
([@»] 1l

e
o o1
1 1

y =-1.4657x + 10.3387
12 =0.9985

6 I
-LogCo

Figura 24. Curva de calibracion de diluciones de hemoglobina de concentraciones 10° M

hasta 107 M para corroborar la concentracion de las diluciones al cumplirse la ley de

Lambert-Beer. Se utilizé aire como blanco.
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Asi mismo, para la hemoglobina sélo se miden 3 concentraciones, ya que concentraciones
mayores arrojan absorbancias muy altas que el equipo no puede medir y en el caso de

concentraciones menores a las que se miden, no dan lectura de absorbancia.

4.3 Colocacion de analito sobre sustratos para la obtencidn de condiciones

4.3.1 Colocacion de analito sobre sustrato de vidrio

Se coloco una gota de solucion de azul de metileno 10° molar sobre sustrato de vidrio a
diferentes volumenes. Asi mismo, se utilizé temperatura de 39-43 °C y se comparé con la

temperatura ambiente, para observar el efecto que genera esta variable. Tablas 4-7.
Todas las imagenes presentadas en las tablas 4-7 fueron obtenidas con el objetivo de 40X.

e Efecto de temperatura

Se observd una mayor presencia de aglomerados a temperatura de 39-43 °C que a

temperatura ambiente (T.a.).

(vDentro de lagota v Fuera de la gota)
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Tabla 4. Colocacion de analito de volumen 1-2 pL con temperatura ambiente y temperatura
de 39-43 °C.

Gota de 2 puL de azul de
metileno 10°M (T.a.).

Gota de 2 pL de azul de
metileno 10° M (T=39-
43 °C).

Se observan aglomerados en la orilla de la gota.
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Gota de 1 puL de azul de
metileno 10° M (T=39-
43 °C)

] | - (3 1 mn

Largah X )

Se observan aglomerados en algunas zonas de la orilla de la gota.

Gotade 1 uL de azul de
metileno 10° M (T.a.)

—_——€ ——————<—————————————e— /— ™, — — m

"] - 1) -~ " ) I

Sarsah X gamy

Se observan particulas que parecen ser material.




Tabla 5. Colocacion de analito de volumen 0.1 pL para observar el efecto de la temperatura.

Se utilizé temperatura ambiente y temperatura de 39-43 °C.

Gota de 0.1 pL (T=39- | |
43 °C)

Se observa el limite de la gota y pocos aglomerados.

Gota de 0.1 pL(T.a.)

No se capturd imagen.

No se observo aglomerado alguno ni el limite de la gota.

e Volumen de la gota

A volimenes grandes se observd una gran cantidad de aglomerados. Por lo que se fue
reduciendo el volumen de la gota. Hasta observar que de 0.2 a 0.6 uL, no se observan

aglomerados y por lo tanto, la muestra esta distribuida de manera uniforme sobre el sustrato.
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Tabla 6. Colocacion de analito de 0.2 unidades, 10 puL y 5 pL utilizando temperatura

ambiente y temperatura de 39-43 °C.

Gota de 0.2 unidades de
azul de metileno 10°M con
jeringa de insulina (T= 39-
43 °C).

Se observan aglomerados en la orilla de la gota. En el centro de la

gota no se observa ni tono ni aglomerados.

Gota de 5 pL de azul de
metileno 10° M (T= 39-43
°C).

Lenag S N\ fpawy

Se observan pocos aglomerados en una orilla de la gota en forma de

ondas. En el centro de la gota se observa un tono opaco.
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Centro de

)
A

Aglomerados_

Aglomerados

Gota de 10 pL de azul de
metileno 10° M (T.a.).

Se observan mas aglomerados comparando con las muestras

pasadas. En el centro de la gota no se observa ni tono ni aglomerados.
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Tabla 7. Colocacion de analito de volumen de 2 uL — 0.1 pL utilizando temperatura ambiente

y temperatura de 39-43 °C.

Gota de 2 pL de azul de
metileno 10° M (T=39-43
°C).

Se observan aglomerados en una orilla de la gota.

Gota de 1puL de azul de
metileno 10° M (T.a.).

L Ny
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Se observaron pocos aglomerados.

Gotas de distintos tamafios
de azul de metileno 10° M
(T.a).

st X

En el cuadro de 0.1 pL no se observa el limite de la gota ni
aglomerados. En el cuadro de 0.2 pL hasta 0.6 pL se observa el limite
de la gota sin aglomerados. En el cuadro de 0.7 pL hasta 0.9 pL se

observa un tono azul y particulas de material.

En la Figura 25 se puede observar de manera esquematica, la diferencia entre la colocacion
de analito convencional (distribucion heterogénea) a la colocacion de analito que deseamos
(distribucion homogénea), esto se logra tomando en cuenta el disolvente, el volumen de gota,
la temperatura y de esta manera se pretende obtener la misma intensidad de sefial Raman en
cualquier parte del analito donde se mida.
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Figura 25. Representacion esquematica de la distribucion del analito al colocar la gota del

analito sobre sustratos.

4.3.2 Condiciones para colocacion de analito uniformemente distribuido sobre sustrato

Con los resultados obtenidos anteriormente, se pudo notar que el efecto de temperatura de
39-43 °C provoca aglomerados en mayor cantidad que a temperatura ambiente, Figura 26.

Figura 26. Micrografia 6ptica de solucion de azul de metileno 10 M con temperatura entre
39-43 °C y volumen >0.7 pL.
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Figura 27. Espectros Raman de azul de metileno 103 M tomados en dos puntos aleatorios

sobre sustrato de vidrio.

Se estuvo variando el volumen de la gota para saber en cual de esos volumenes, el metanol
se evaporaba y nos dejaba el material distribuido de manera homogénea. Se observé que
grandes volimenes de solucion daban mas aglomerados que los volimenes muy pequefios
(volumen > 0.7 pL produce mas aglomerados, figura 25). Se miden dos puntos diferentes

del analito y se observan sefiales de distinta intensidad, figura 27.

Se llegd a notar un rango de 0.2 a 0.6 pL en los cuales, no se observan aglomerados pero se
observa el limite de la gota, figura 28. Arriba de este rango se empiezan a observar
aglomerados conforme aumenta el volumen. Debajo del rango, no se observan aglomerados

pero tampoco se observa el limite de la gota.

D 20 40 60 80 100

Length X (um)

Figura 28. Micrografia Optica de azul de metileno 10° M con temperatura ambiente y
volumen de 0.2 pL.
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Por tales motivos, las condiciones a seguir en este trabajo son:

e Temperatura ambiente.

e Bajo volumen (0.2 a 0.6 uL). Se decide trabajar con 0.2 uL por ser el volumen menor.

Con estas condiciones de trabajo, se puede obtener la misma intensidad de sefial Raman en
cualquier punto de la muestra donde se mida, figura 29. Estas condiciones de trabajo permiten
tener la certeza de la concentracion de la solucion a utilizar, por tal motivo las sefiales Raman
mostradas en el presente trabajo son las adecuadas conforme a la concentracion y no se

presenta la mejor sefial Raman de varias mediciones como se muestra en la figura 27.
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Figura 29. Espectros Raman de azul de metileno 10 M tomados en tres puntos aleatorios

sobre sustrato de nanoislas de oro.

4.4 Efecto SERS en azul de metileno

Consiste en medir sefiales Raman de muestras de diferentes concentraciones sobre un sustrato
de vidrio hasta detectar la muestra que ya no da sefial Raman, esta misma concentracién se
coloca sobre sustrato de nanoislas de oro por evaporacion térmica para amplificar la sefial
Raman. La demostracion del efecto SERS, se puede observar en las siguientes Figuras 30-
33.

Condiciones de espectros

Longitud de onda: 532 nm
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Hole: 300 um
Rejilla: 1200 lineas/mm
Objetivo: 100x

Potencia: 25%

Uno de los puntos importantes a notar fue el uso de la intensidad de potencia del laser, el cual
fue de 25%. Con esta intensidad se pudo observar que el laser quemaba el analito y dejaba

una marca sobre el sustrato.

Por lo que se decidi6 continuar con la minima intensidad de laser del equipo (0.1%) para de

esta manera, preservar en buen estado el analito.
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Figura 30. Sefial Raman de azul de metileno 103 M sobre sustrato de vidrio.
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Figura 31. Sefial Raman de azul de metileno 10 M sobre sustrato de vidrio.
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Figura 32. Sefial Raman de azul de metileno 10 M sobre sustrato de vidrio.
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Figura 33. Sefial Raman de azul de metileno 10> M sobre sustrato de nanoislas de oro.
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Como podemos notar la disolucion de 10° M, nos permite observar el efecto SERS. En la
figura 32 no se observa una sefial Raman de la muestra, sin embargo al colocar esta disolucion
sobre el sustrato de nanoislas de oro se observa una clara amplificacién de la sefial. Por otra
parte podemos observar que las sefiales Raman se define mucho mejor usando el sustrato,
por ejemplo en la figura 30 donde se observa el espectro Raman de la disolucion de 10 M,
las sefiales alrededor de 1200cm™ | se observan con mucho mas claridad, definiéndose muy

bien las sefiales Raman.

4.5 Deteccion de concentraciones diluidas de azul de metileno sobre

sustrato de nanoislas de oro.

La deteccidn de sefial Raman amplificada en concentraciones diluidas se puede observar en

las Figuras 34-37, en las cuales se observan las bandas caracteristicas del azul de metileno.

Se puede observar que la minima concentracién que da sefial Raman amplificada es la

concentracion 102° M, lo que indica que se mide una fraccion de la molécula de estudio.

Condiciones de espectros
Longitud de onda: 632 nm
Hole: 200 pm

Rejilla: 600 lineas/mm

Objetivo: 50x
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Figura 34. Sefial Raman de azul de metileno 10~ M sobre sustrato de nanoislas de oro.
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Figura 35. Sefial Raman de azul de metileno 10° M sobre sustrato de nanoislas de oro.
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Figura 36. Sefial Raman de azul de metileno 101°> M sobre sustrato de nanoislas de oro.
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Figura 37. Sefial Raman de azul de metileno 102° M sobre sustrato de nanoislas de oro.

75



En la Tabla 8. Se pretende dar una idea de las dimensiones de las concentraciones que se

manejaron durante la deteccion de la minima concentracion detectable, dando a notar que

son concentraciones sorprendentes que ain dan sefial Raman.

Tabla 8. Equivalencia de concentraciones de las soluciones de azul de metileno.

Concentracion molar (M) Partes por millon %
1 320080 32
0.1 32008 3.2
0.01 3200.8 0.32
1x107 320.08 0.032
1x10* 32.008 0.0032
1x10° 3.2008 0.00032
1x10° 0.32008 0.000032
1x1077 3.2008x107? 0.0000032
1x10°% 3.2008x10°3 0.00000032
1x10° 3.2008x10* 0.000000032
1x10710 3.2008x10°° 0.0000000032
1x10 3.2008x10°® 0.00000000032
1x107*? 3.2008x10°7 0.000000000032
1x1071%3 3.2008x10°® 0.0000000000032
1x10°4 3.2008x10°° 0.00000000000032
1x10°%° 3.2008x10°%0 0.000000000000032
1x1076 3.2008x10 0.0000000000000032
1x10°Y 3.2008x107*2 0.00000000000000032
1x1078 3.2008x10%3 0.000000000000000032
1x10%9 3.2008x10°%4 0.0000000000000000032
1x102° 3.2008x10°%° 0.00000000000000000032

Se puede observar en la figura 7 el espectro Raman de azul de metileno y este se compara

con los espectros Raman obtenidos de azul de metileno de concentraciones 10° M hasta 10°
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15 M (Figuras 34-37) y se pueden observar las mismas bandas que se reportan en la literatura.
En el caso de azul de metileno 10%° M se observan solamente tres bandas (C-N 1184 cm™,
C-C asimétrico 1513 cm™ y C-C del anillo 1618 cm™) de acuerdo a la referencia de la figura
7, esto debido a la baja concentracion de la solucion lo que conlleva a una baja intensidad de
las bandas y como se puede observar algunas bandas ya no se notan, por lo que azul de
metileno 102 M es la minima concentracion que aun brinda sefial Raman amplificada con

nanoislas de oro.

Factor de amplificacion de azul de metileno

Como se indica en el capitulo 2, Morales en 2017 menciona la formula para obtener el

factor de amplificacion o mejoramiento (ecuacion 1), la cual es:

Isgrs /
NSur f

EF =
IRS/
NVol

Irs: Intensidad Raman de la molécula de prueba sin sustrato SERS.
Isers: Intensidad Raman de la molécula de prueba con sustrato SERS.
Crs: Concentracion de la molécula de prueba.

Csers: Concentracion de la molécula de prueba (regularmente es menor a Crgs, la intencion

de ello es saber hasta que concentracidon es sensible el sustrato).

Nvoi: CrsV es el nimero promedio de moléculas que se dispersan en el volumen V de la

medicion Raman (no SERS).

Nsurf: CsersV es el numero promedio de moléculas adsorbidas en el mismo volumen de

dispersion V.
Recopilando los valores experimentales:
Irs: 70.775

Isers: 5.822
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Crs: 102 mol/L = 10° mol/pL
Csers: 102° mol/L = 102 mol/uL
Nvor: 2x107% mol

Nsurf: 2x107%" mol

V:0.2 uL

El factor de amplificacion como lo menciona Le Ru & Etchegoin (2013), permite observar
moléculas individuales. En el caso de la minima concentracion que da sefial Raman
amplificada (102 M) la gota de este analito que es colocada sobre sustrato SERS,
tedricamente ya es una fraccion de molécula. Por lo que permite confirmar mediante el EF

que hay una alta sensibilidad del sustrato.

4.6 Deteccion de hemoglobina

Una de las dudas de mayor interés durante la utilizacion de hemoglobina en el estudio fue si
realmente lo que media en la muestra de sangre era este analito. Asi que se decidio realizar
algunas técnicas como la espectroscopia UV-Vis y el infrarrojo (Figuras 38-40), estas se
compararon con la literatura (Figuras 8-10) y se determin6 que efectivamente se trataba del

analito de interés.
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Figura 38. Espectro UV-Vis de hemoglobina. Para la curva de calibracion se utilizé la banda

del grupo hem. Se asignaron las bandas de acuerdo a Pefiuela, 2005, en la figura 8.
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4.6.1 Efecto SERS en hemoglobina

La muestra de sangre tenia una concentracion de 16.1 g/dL, eso equivale a 2.5 x 103 My se
realizaron diluciones, las cuales se colocaron sobre sustrato de vidrio hasta detectar la
concentracion que ya no da sefial Raman, esa misma concentracion se coloco sobre sustrato

de nanoislas de oro y se observé la amplificacion de sefial Raman, Figuras 41-43.
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Figura 41. Sefial Raman de Hb 2.5 x 10** M sobre sustrato de vidrio.
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Figura 42. Sefial Raman de Hb 2.5 x 10° M sobre sustrato de vidrio.
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Figura 43. Sefial Raman de Hb 2.5 x 10° M sobre sustrato de nanoislas de oro.
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4.6.2 Deteccidn de concentraciones diluidas de hemoglobina sobre

sustrato de nanoislas de oro

Se midieron todas las diluciones de hemoglobina hasta detectar la minima concentracion que
da sefial Raman, Figuras 44-46. Se realiz6 una conversion de concentraciones de Hb (tabla

9) para tener una idea de la dimensidn de las concentraciones medidas por el efecto SERS.
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Figura 44. Sefial Raman de Hb 2.5 x 10 M sobre sustrato de nanoislas de oro.
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Figura 45. Sefial Raman de Hb 2.5 x 10° M sobre sustrato de nanoislas de oro.

86



110-

100-

(@) -~ (@) @)
() o () o
1 . 1 . 1 . 1 .

Intensity (counts/s)

a1
o
o '] o

40 ——————
800 1000 1200 1400 1600
NUmero de onda (cm'l)

Figura 46. Sefial Raman de Hb 2.5 x 10® M sobre sustrato de nanoislas de oro.
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Tabla 9. Equivalencia de concentraciones de las soluciones de hemoglobina

Concentracion molar (M) Partes por millon (ppm) %
2.5x1073 161000 16%
2.5x10* 16100 1.6%
2.5x10° 1610 0.16%
2.5x10® 161 0.016%
2.5x1077 16.1 0.0016%
2.5x108 1.61 0.00016%

Factor de amplificacion de hemoglobina

El factor de amplificacion (EF) de la sefial Raman se calcul6 acorde a la ecuacion 1.

Recopilando los valores experimentales:
Irs: 28.365

Isers: 103.517

Crs: 2.5%10° mol/L = 2.5x10"° mol/uL
Csers: 2.5%10° mol/L = 2.5x102? mol/pL
Nvoi: 5x107% mol

Nsurf: 5x107 mol

V:0.2 uL

103517/ .

— 4
28.365/5 = 0.365x10

EF =

x10-10
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El factor de amplificacion (EF) de hemoglobina es mucho menor al EF de azul de metileno,
por lo cual no se espera que se observen moléculas individuales. De hecho si se observa la
tabla 9, se puede notar que la concentracion minima que brinda sefial Raman amplificada es
10® M que equivale a 161 partes por millon, por lo que estamos lejos de poder observar una

molécula individual como lo comenta Le Ru & Etchegoin (2013).
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Capitulo 5.

Conclusiones

Se establecieron las condiciones para la colocacion del analito sobre el sustrato, las cuales
son: metanol como disolvente (para el caso de azul de metileno), volumen de 0.2 a 0.6 uL a
temperatura ambiente, esto permitiéo medir en cualquier region de la muestra para obtener la
misma intensidad de sefial Raman, lo que demuestra que el material se encuentra de manera

uniforme sobre las nanoislas de oro.

Se comprobd el efecto SERS de azul de metileno y hemoglobina en concentraciones de 10
molar, al colocar estas muestras sobre sustrato de vidrio no se observé la sefial Raman. Estas
mismas concentraciones se colocaron sobre sustrato de nanoislas de oro y se observé la

amplificacion de la sefial Raman lo que demuestra el efecto SERS.

La minima concentracion de azul de metileno y hemoglobina que se detectd sin sustrato
SERS es 10 molar, para el caso de azul de metileno se aumento la intensidad del laser para
poder obtener el espectro Raman. Asi mismo, se pudo observar que el aumento en la

intensidad del laser provoca degradacion del analito.

El limite de deteccion de sefial Raman de azul de metileno sobre sustrato de nanoislas de oro
es de 102° molar, para tener una idea de la magnitud de esta concentracion se pudo hacer la
conversion a partes por millon que es 3.2008x10%°. Para el caso de la minima concentracion
de hemoglobina que brinda sefial Raman de hemoglobina sobre sustrato de nanoislas de oro

es de 2.5 x 10® molar que en partes por millon es 161.

El uso del SERS permite la utilizacion de pocas cantidades de muestra y de la misma manera

generar menor cantidad de residuos.

Los sustratos de nanoislas de oro permiten el analisis de muestras diluidas a través del efecto
SERS, se observo que los sustratos no tan solo amplifican la sefial Raman, sino que también

definen mejor las sefiales observadas.
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7. Apéndices

CARTA DE CONSENTIMIENTO

= > :
Yo 4{;@, A S 7awr'ok de 25 afos de edad, acepto de

manera voluntaria que se utilice mi sangre como objeto de estudio en el proyecto

de investigacion

denominado: y e/c; vzo 2 2v // }\ L\n&

luego de haber conocido y comprendido en su totalidad, la informacién sobre dicho
proyecto, riesgos si los hubiera y beneficios directos e indirectos en mi participacion

en el estudio y en el entendido de que:

e Mi participacion no repercutira en mis actividades.

e Puedo retirarme del proyecto si lo considero conveniente a mis intereses,
informando mis razones para tal decisién en la Carta de Revocacion
respectiva si lo considero pertinente; pudiendo si asi io deseo, recuperar toda

la informacién obtenida de mi participacion.

Fecha .2(96/€—Junro oé =20/ 7

yr=

Firma de consentimiento

Apéndice 1. Consentimiento informado
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