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Fabricacion de nanoestructuras por ablacion lasery
su uso en SERS con bajo umbral de deteccion:
el caso de Ag-Nps°
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ABSTRACT: In this work we present the manufacture of silver nanoparticles (Ag-NPs) by means of
laser ablation (AL) in aqueous medium, and its application as elements of Raman signal en-
hancement through SERS type processes. This methodology allows to obtain stable suspensions
of NPs free of the use of chemical processes, with dispersions of relatively small sizes and of
easy processing for the implementation of SERS substrates of silica. Through the use of aliquots
at different concentrations of Rhodamine 6G (R6G), it is demonstrated that with these Ag-NPs,
Raman signal detection thresholds are reached in concentrations of the order of nM. The study
of the distribution of Ag-NPs on a silica substrate was carried out by atomic force microscopy
(AFM). In turn, some simulation results of the magnitude of the fields are generating hot spot in
specific regions of the Ag-NPs taking into account the morphology of some of the agglomerates
identified in the electron scanning microscopy (SEM) in the SERS substrates. In comparison to
some previous reports, the present work demonstrates low detection thresholds and simple
implementation in SERS substrates.
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RESUMEN: En este trabajo presentamos la fabricacion de nanoparticulas de plata (Ag-NPs) por
medio de ablacion laser (AL) en medio acuoso, y su aplicacion como elementos de realce de
senales Raman a través de procesos tipo SERS. Esta metodologia permite obtener suspensiones
estables de NPs libres del uso de procesos quimicos, con dispersiones de tamanos relativa-
mente pequenas y de facil procesamiento para la implementacion de sustratos SERS de silice.
Através del uso de alicuotas a diferentes concentraciones de Rodamina 6G (R6G), se demuestra
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que con estas Ag-NPs se alcanzan umbrales de deteccion de senal Raman en concentraciones
del orden de nM. El estudio de la distribucion de las Ag-NPs sobre un sustrato de silice se llevo
a cabo por microscopia de fuerza atomica (AFM). A su vez, se presentan algunos resultados de
simulacion de la magnitud de los campos generando hot spot en regiones especificas de las
Ag-NPs tomando en cuenta la morfologia de algunos de los aglomerados identificados por mi-
croscopia de barrido electronico (SEM) en los sustratos SERS. En comparacién con algunos re-
portes previos, el presente trabajo demuestra bajo umbral de deteccion e implementacion
sencilla en sustratos SERS.

PALABRAS CLAVE: ablacion laser, nanoparticulas de plata, SERS.

Introduccion

El efecto de esparcimiento Raman aumentado por superficie (SERS) fue re-
portado por primera vez a mediados de la década de los afios 70 del siglo XX
(Fleischmann et al., 1974). Los estudios de SERS de diferentes compuestos
orgénicos arrojan principalmente la informacién de la huella digital molecu-
lar del compuesto, a través de un espectro caracteristico con multiples picos
soportados en el mismo. La importancia de estos picos es que dan informa-
cién de la estructura molecular del compuesto, por ejemplo, de sus estados
vibracionales y rotacionales (Fleischmann et al., 1974; Dedic et al., 2017).
Los inconvenientes principales de esta técnica espectroscépica provienen di-
rectamente de una condicién inherente en la amplitud de la sefial Raman, la
cual es proporcional a 107%° veces méas baja que la intensidad de la luz 14ser de
excitacién (Kumar Sur, 2017). Como ya mencionamos, en la década de los
afios 70 del siglo XX, Fleischmann y colaboradores de la Universidad de
Southampton, Reino Unido, reportaron sefiales Raman amplificadas por un
factor de 1 millén, al llevar a cabo estudios sobre compuestos organicos de-
positados directamente en electrodos de plata rugosos (Fleischmann et al.,
1974; Kumar Sur, 2017). Este descubrimiento marcé la era de esta técnica
espectroscopica originando el desarrollo de nuevas teorias, nuevos protoco-
los de caracterizacién espectroscépica de materiales y la oportunidad de po-
tencializar las aplicaciones de sistemas metdalicos nanoestructurados. En
este sentido y considerando que el factor de realce esta fuertemente ligado
con las caracteristicas de la superficie metélica, por caso, el tipo de metal, su
forma e interaccién hibrida con el compuesto orgdnico adsorbido en su su-
perficie, es que la ingenieria de materiales metalicos nanoestructurados, na-
notecnologia, ofrece ventajas extraordinarias para la innovacién en técnicas
espectroscopicas. Algunos de los aspectos mas importantes en nanotecnolo-
gia son las oportunidades diversas en los protocolos de fabricacién de dichos
materiales nanoestructurados. Gran parte del auge en esta rama cientifica se
debe a que a través de diversos métodos (fisicoquimicos, fotoquimicos, por
evaporacién/condensacidn, libres de quimicos “verdes”, etc.) es posible sin-
tetizar nanoestructuras tan simples como esferas, o, complejas, como nano-
tubos, nanopirdmides, entre otras mas. La importancia en el control de la
forma y el tamarfio radica en las nuevas oportunidades tecnoldgicas que re-
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presentan, por ejemplo, en el desarrollo de nanoantenas, aplicaciones en mi-
crolédseres, aplicaciones en celdas solares y nuevas oportunidades espectros-
copicas como SERS (Castro-Beltran et al., 2017; Shi et al., 2013). Para el caso
particular de estudios basados en SERS, la forma de las NPs, su tamarfio y su
capacidad bioquimica superficial para contener (adsorber) compuestos orga-
nicos en su superficie es fundamental, asi como el realce del campo eléctrico
en su superficie (Yingcheng et al., 2015; Yang et al., 2014). Por ejemplo, la in-
teraccién del campo eléctrico con una nanoparticula (en su representacién
2D) de forma esférica puede resultar en diferentes condiciones de soporte
del campo en la superficie. La figura 1 presenta una simulacién de la distri-
bucién del campo eléctrico para NPs esféricas de radio de 50 nm en donde la
radiacién 6ptica corresponde a una onda plana incidiendo en la direccién X.
Esta geometria y dimensiones de NPs son las que tipicamente se obtienen
con la técnica de ablaciéon ldser de metales nobles presentada en este trabajo.
Las simulaciones fueron llevadas a cabo considerando la longitud de onda de
resonancia para NPs de estas dimensiones y la longitud de trabajo del equipo
Raman con que se cuenta.

De la figura 1 notamos regiones con maxima distribucién del campo en
la superficie de la esfera. Se observa también, que a la longitud de onda cer-

FIGURA 1. Distribucion del campo eléctrico en NPs de geometria esférica a dos longitudes de inciden-
cia, 390 y 780 nm, mostrados en panel superior e inferior, respectivamente.
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cana a la de resonancia (390 nm) el campo alcanza mayor intensidad en la
superficie que para una longitud de onda (780 nm) mas lejana a la de reso-
nancia. Aunque para efectos de este trabajo el interés se centra en geome-
trias esféricas, debe mencionarse que, aunque en menor proporcién, la téc-
nica de ablacién liser también produce NPs de formas irregulares, con
superficies incluso puntiagudas que soportan efectos de campo locales cono-
cidos como hot spot (Kumar Sur, 2017) El efecto de distribucién local del
campo en la superficie de las NPs da lugar al efecto de realce (EF) de sefial
Raman. El EF esta definido por EF = (ISERS X NNORMAL)/(IRAMAN X
NSERS) donde ISERS y IRAMAN son, respectivamente, las intensidades de
la sefial Raman en su configuracién aumentado por superficie y normal
mientras que, NNORMAL y NSERS son el nimero de moléculas probadas en
su configuracién normal y aumentado, respectivamente. Finalmente, se
menciona que en un tratamiento mdas formal sobre el efecto SERS, se debe
considerar que las NPs metélicas soportan plasmopolaritones localizados en
su superficie, existiendo un acoplamiento eficiente electromagnético con
materiales circundantes. En este enfoque tedrico, el realce de sefial Raman
estad determinado por el factor de Purcell que relaciona el factor de calidad Q
y el volumen especifico V. de los plasmopolaritones localizados.

Los protocolos de sintesis de NPs metdalicas también han sido de interés
para la comunidad cientifica, sobre todo cuando se busca que sean simples,
de bajo costo, que produzcan en masa y que estos den como resultados par-
ticulas estables por tiempos muy largos (meses), biocompatibles (para el
caso de aplicaciones biomédicas) y con una distribucién homogénea en
cierto volumen. Debido al enfoque del presente trabajo, la sintesis de las Ag-
NPs se llevé a cabo a partir de protocolos, los cuales pueden catalogarse
dentro de la categoria de procesos verdes, esto es, libres de contaminantes
quimicos (Rosales et al., 2018). Previo a este trabajo, se ha reportado la fabri-
cacién de Ag-NPs por métodos de ablacién laser con el propésito de ser
usadas en aplicaciones SERS. Asi, por ejemplo, se ha reportado el depésito de
Ag-NPs en sustratos inmersos en ambiente de Ar durante el proceso de abla-
Cidn; si bien con dicha técnica se pueden controlar hasta cierta medida las di-
mensiones de las NPs obtenidas, tiene como desventaja requerir de un am-
biente atmosférico controlado (D’Andrea et al., 2009) La produccién de
Ag-NPs por ablacién l4ser en liquido y su deposicién en sustratos SERS por
medio de la técnica electrohidrodindmicas ha sido reportada (Nebogatikov
etal., 2015). Se sefiala que en estos dos casos citados se us6 como analito de
prueba SERS el colorante rodamina 6G. En el presente trabajo presentamos
la generacién de suspensiones acuosas de NPs estables por el método de
ablaciéon l4ser. A diferencia de los métodos reportados en las referencias
(D’Andrea et al., 2006; Nebogatikov et al., 2015) que implican procesos com-
plejos de deposicién de las NP’s en sustratos SERS, en nuestro caso demos-
tramos que de manera sencilla y directa se pueden obtener sustratos SERS
sin sacrificar los umbrales de deteccién de analitos.

[



www.mundonano.unam.mx | ARTICULOSDE INVESTIGACION | Mundo Nano
http://dx.doi.org/10.22201/ ceiich.24485691€.2020.24.69619 | 13(24), 1e-12e, enero-junio 2020
V. A. Camarena-Chavez, H. M. Reynoso De La Cruz, J. U. Alvarez-Martinez, A. Martinez-Borquez, G. Gutiérrez-Juarez, G. Ramos-Ortiz, R. Castro-Beltran

Protocolo de fabricacion por procesos de ablacion laser

La figura 2 muestra el arreglo experimental utilizado para la sintesis de Ag-NPs
a partir de procesos de ablacién laser. El sistema utiliza un ldser pulsado de alta
potencia Nd:YAG con un ancho temporal del pulso de 8 ns, con una frecuencia
de repeticién de 10Hz y una longitud de onda de trabajo centrada en 532 nm.

Ell4ser es dirigido y enfocado en la oblea de plata a partir de un sistema
6ptico que asegura alineacién y una energia de trabajo de 680 mJ cm™. La
oblea de plata con un espesor aproximado de 400 um y 0.6 cm de didmetro es
adherida a un portaobjetos y, por ultimo, sumergida en un frasco de vidrio
con 4 mL de agua destilada. El sistema 6ptico utilizado en conjunto con el vo-
lumen de agua del vaso de vidrio, la posicién de la oblea en el fondo del mismo
y el espesor de la misma son las adecuadas para que los pulsos de luz l4ser im-
pacten directamente en la superficie de la oblea, ablacionando su superficie.

Previo al proceso de ablacién, la oblea adherida a un portaobjetos se lija 'y
limpia meticulosamente con la finalidad de eliminar cualquier exceso de pega-
mento que pueda quedar sobre su superficie. La limpieza de este selleva a cabo
con agua destilada con aproximadamente 3 o 4 ciclos de repeticién, el uso de
solventes en este punto puede dafiar la adherencia de la oblea a la superficie de
vidrio y propiciar el desprendimiento de la oblea durante la ablacién.

En el transcurso del proceso de ablacién, se toman diferentes espectros de
absorcién UV-vis como un sistema de control en el proceso de sintesis (figura
2). La evolucién del espectro de absorcién nos muestra que la sintesis de Ag-
NPs se presenta desde los primeros 10 minutos (Ag10) del proceso de fabrica-
cién. Conforme la muestra contintia expuesta a excitacion laser (Ag10-Ag20), el
ancho en el espectro se va haciendo mas angosto y la intensidad del mismo

FIGURA 2. Representacion artistica del arreglo experimental utilizado para la sintesis de Ag-NPs por
procesos de ablacion laser directa. El sistema utiliza un laser pulsado Nd:YAG centrado con un longitud
de onda de trabajo a 532 nm. Se muestran fotografias de la oblea sumergida en el recipiente de vidrio
y la solucion coloidal final, asi como la evolucion en el espectro de absorcion durante todo el proceso
de sintesis. Los subindices en Ag,,, Ag,s y Ag,s denotan el tiempo de ablacion en minutos.
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crece. Esto atiende a que la sintesis de las nanoparticulas es mas homogénea en
tamarfio y la concentracién de las mismas también crece. Para estimar la concen-
tracién final en Mol L™ de la solucién coloidal es necesario saber los pesos y vo-
limenes de todos los componentes utilizados en los procesos de fabricacién. La
tabla 1 muestra un ejemplo de estimacién de la concentracién a (Agl5).

Preparacion del sustrato para SERS, AFM, SEM y COMSOL

Para la preparacién del sustrato para la caracterizacién SERS se llevé a cabo
el siguiente procedimiento: las Ag-NPs fueron depositadas sobre portaobje-
tos comunes. Previo a esto, los portaobjetos se someten a un procedimiento
de limpieza donde se limpian con alcohol isopropilico y secados con aire
comprimido para eliminar cualquier residuo de polvo. Finalmente, se some-
tieron a una temperatura de 200 °C para deshidratarlos y eliminar cualquier
residuo del solvente. Una vez limpios, se deposité sobre ellos un volumen de
70 pl de nanoparticulas de plata. Las nanoparticulas de plata se depositaron
con una micropipeta graduada en 2.5 pl depositando un volumen total de 10
ul de una sola vez y se esperd a que la gota secara. El proceso se repitié de la
misma manera hasta llegar al volumen total de 70 pl. Se siguié este procedi-
miento para evitar que la mayoria de las nanoparticulas se depositardn en el
perimetro de la gota, logrando una distribucién mdis homogénea sobre el
sustrato. Una vez depositadas las nanoparticulas se deposit6 un volumen de
10 pl de rodamina en concentraciones que iban de 10~ a 10® molar.

Conla finalidad de conocer c6mo se organizan las Ag-NPs depositadas sobre
el sustrato de vidrio tomando en cuenta el procedimiento de depésito descrito
arriba, se llevaron a cabo estudios de microscopia de fuerza atémica (figura 3).

En la figura 3 se presenta una imagen de las nanoparticulas tomada por
microscopio, depositadas sobre un sustrato de vidrio, y el estudio de AFM para
ver con mayor detalle la distribucién que tienen estas sobre el sustrato. Se ob-
serva que las nanoparticulas tienden a aglomerarse y a organizarse por re-
giones proporcionales a varios micrémetros. El1 RMS, que calculado para la re-
gion resaltada fue 69.67 nm, indica que la capa Ag-NPs es muy uniforme. En la
grafica del AFM se observa la aglomeracién de las particulas, lo cual indica que
la forma de depdsito puede ser adecuada pues hay regiones donde la rodamina

TABLA 1. Detalles de las masas medidas para la oblea de plata antes y después del proceso de abla-
cion laser y que son usadas para calcular la concentracion final de las muestras coloidales. Donde:
moles = masa/masa atémica, masa = masa inicial-masa final y la molaridad = moles /L solucién.

Muestra Oblea Agua o]+] ¥} Coloide Ag Moles M
(g) (g) ablacionada (g) () (mol/L)

() E-05 E-03

Ag15 766.2 4081.6 765.0 3963.3 12 m 2.8

[

Fuente: Elaboracion de los autores.
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FIGURA 3. Estudio AFM de la distribucion de las nanoparticulas sobre el sustrato.

Nsseparteats Tepazeali

Nota: Imagen tomada con un objetivo de 100X. Imagenes SEM de las Ag-NPs en diferentes regiones del
sustrato; en todas se observa la formacion de closters La forma de las NPs es completamente esférica.
Un ejemplo de la simulacion de soporte del campo eléctrico correspondiente a una onda de 780 nm
se muestra también.

Fuente: Elaboracion de los autores.

puede adsorberse a las nanoparticulas y con esto asegurar la interaccién del
campo con las mismas y amplificar la sefial Raman correspondiente.

La figura 3 muestra, ademas, un ejemplo en un zoom de la organizacién
de las Ag-NPs en aglomerados. La distribucién del campo eléctrico en este
aglomerado de Ag-NPs es simulada mediante elemento. Vemos que a 780
nm, que es una longitud de onda de trabajo comun en equipo Raman, y que
aun y cuando esta relativamente lejana de la regién de resonancia de las de
Ag-NPs, se crean maximos de amplitud del campo del tipo hot spot sopor-
tados en el arreglo de Ag-NPs, lo cual asegura el realce de la sefial Raman en
esas regiones del arreglo cuando dichalongitud de onda es usada. En nuestro
proceso, mostramos experimentalmente el caso de otra longitud de onda
muy comun en equipos Raman, de 633 nm, siendo més cercana alaregién de
resonancia plasmoénica (ca 400 nm) de nuestras Ag-NPs denotadas en la fi-
gura 2. La excitacién del maximo de la banda plasménica generaria un sefial
Raman fuertemente realzada, no obstante, se descarta usar un laser con
emision cercana a dicha resonancia por los fuertes efectos de fluorescencia
que puede generar en el andlisis de analitos.
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Obtencion de la senal Raman, procesamiento y resultados

Para obtener la sefial Raman se utilizé un microscopio confocal Raman Wi-
tec Alpha 300, con un CCD de 1024 patrones separados a 2.7553 cm™ apro-
ximadamente; el ldser usado como fuente de excitacién del proceso fue un
helio-neén centrado en 633 nm con una potencia maxima de 35 mW; para
observar las muestras y enfocar el haz sobre estas se us6 un objetivo de mi-
croscopio de 100X con apertura numérica de 0.9.

La adquisicién de los espectros se llev a cabo considerando un tiempo
de integracién de 10 segundos, con una acumulacién de 5 espectros.

Para el procesamiento de los espectros, primero se resta el ruido obte-
nido de analizar el sustrato limpio y sin muestra organica. Posteriormente,
se toman puntos sobre la base del espectro que no pertenezcan a algin pico
del espectro (fluorescencia) y se realiza un ajuste polinomial, encontrandose
que un polinomio de grado 7 ajusta bien a los datos del espectro. Mas ade-
lante, se resta el ajuste a los datos y se obtiene el espectro final. La figura 4
muestra la compilacién de todo el anélisis desde (superior izquierda) la ob-
tencién del espectro original, (superior derecha) el polinomio con el cual se
llevardn a cabo los ajustes vy, por ultimo (inferior) el resultado del ajuste.
Vemos que este procedimiento asegura tanto un tratamiento a las seriales
adecuado, como la eliminacién de los fenémenos de fluorescencia en los que
se soportan las seflales Raman y, con ello, la identificacién de los picos
Raman de forma clara.

FIGURA 4. Procedimiento para procesar la sefial Raman mostrando el espectro sin procesamiento, con
el ajuste polinomialy el espectro final totalmente procesado.
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Fuente: Elaboracion de los autores.
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Una vez procesados los espectros para eliminar fluorescencia, lo si-
guiente es identificar las posiciones espectrales de los picos caracteristicos
de cada senal. En la figura 5 se observan los picos espectrales caracteristicos
de la R6G con este tipo de estudios utilizando Ag-NPs fabricadas por pro-
cesos de ablacién l4ser. Al realizar una comparacién con los resultados repor-
tados, se encontr6 que los picos obtenidos (1360, 1510, 1572 y 1650 cm™)
corresponden adecuadamente con los reportados en otros trabajos para la
rodamina 6G (He et al., 2012; Skantarova et al., 2013).

FIGURA 5. Espectro Raman con los picos mas caracteristicos de la R6G.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

Con la finalidad de mostrar el umbral de deteccién en mol/L y la capa-
cidad de la técnica a través de el uso de este tipo de Ag-NPs fabricadas por
procesos de ablacién laser, la figura 6 muestra la evolucién de los espectros
SERS a diferentes concentraciones de R6G.

FIGURA 6. Espectros Raman a las distintas concentraciones estudiadas de rodamina 6G de 10 a 10
Mol/L.
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Fuente: Elaboracion de los autores.
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Se observa que conforme disminuye la concentracién la intensidad del
espectro decrece y, ademads, ciertos picos caracteristicos ya no se encuentran.
Son los picos remanentes los que nos permiten determinar que la sefal
Raman de la R6G esta presente a concentraciones muy bajas, sobre todo los
picos 1360 y 1510 cm™ son los que siguen detectando a bajas concentra-
ciones como 107® mol/L.

De la figura 6 es posible seguir la evolucién en la amplitud de la sefial
Raman de varios de los picos més caracteristicos de los espectros obtenidos
(figura 7). De la figura 7a, se puede concluir que el comportamiento de la in-
tensidad con respecto de la concentracién no tiene un comportamiento li-
neal, que al incrementar la concentracién tenemos un realce del espectro, y
para los picos en 1190, 1308 y 1572 cm ™ estd préxima la saturacién. Enla fi-
gura 7b, se reporta la fluorescencia a 1000 cm™ en donde se puede ver un
crecimiento mondétono, como es de esperarse por el incremento en la con-
centracién.

Conclusiones

Para terminar, los resultados mds sobresalientes respecto al uso de Ag-NPs fa-
bricadas por procesos de ablacién ldser como elementos de realce de seriales
Raman han sido presentados en este trabajo. Las Ag-NPs fueron fabricadas si-
guiendo los protocolos de ablacién laser con energias promedio proporciona-

FIGURA 7. a) Intensidad de los espectros Raman para 1190, 1308, 1360 y 1572 cm™ como funcion de
la concentracion de 107 a 10 mol/L. b) Intensidad de fluorescencia Raman para 1000 cm como
funcion de la concentracion de 10 a 10 mol/L.
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les a 650 mJ/cm? utilizando un sistema laser Nd:YAG. El seguimiento en el es-
pectro de absorcién como medida de control nos permiti6é observar que a 10
minutos del proceso de fabricacién, la presencia de particulas ya era notoria. A
20 minutos de excitacién laser contdbamos con una solucién coloidal con un
espectro de absorcién caracteristico para Ag-NPs de forma esférica. El umbral
caracteristico de deteccién de sefial Raman con estas resultd ser 0.1 nM. A par-
tir de este set de resultados, vemos que la fabricacién de Ag-NPs por procesos
de ablacién laser directa representa oportunidades tinicas en términos de mé-
todos alternos de fabricacién comparados con los métodos quimicos. A su vez,
dado que en este proceso de fabricacién no es necesario el uso de compuestos
quimicos, el protocolo y la técnica se catalogan como un proceso libre de sus-
tancias toxicas “verde” ya que, ademas, las Ag-NPs fueron sintetizadas directa-
mente en agua destilada, haciéndolas biocompatibles.
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