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1. RESUMEN

En México, los pesticidas mas utilizados son los organofosforados. La exposicion de
estos pesticidas mediante diversas vias ha sido relacionada con enfermedades
neurologicas, respiratorias y cancerigenas. Debido a esta gran problematica, es
necesario desarrollar métodos analiticos rapidos, sensibles, selectivos y de bajo costo
que permitan el monitoreo y cuantificacion de estos compuestos en los diferentes
sistemas ambientales en los que pueden ocurrir, notablemente en medios acuosos. La
Dispersion Raman de Superficie Mejorada (SERS) surge como una técnica analitica en
desarrollo basada en la excitacion de resonancia de superficie localizada (LSPR) de
nanoestructuras de metales nobles como oro, plata y cobre (Au, Ag y Cu) que conduce
a la creacién de campos localizados de electrones oscilantes. Uno de los desafios para
el desarrollo de nanosensores de dispersion Raman mejorada en la superficie (SERS)
es lograr sustratos sensibles, selectivos y reproducibles. En este trabajo, se desarrollo
una ruta de sintesis simple de nanoestructuras hibridas de semiconductores de metales
nobles (Au-Cys-ZrOz NPs). El rendimiento de este nanohibrido se evalu6 centrdndose
en las propiedades aditivas o sinérgicas de sus componentes individuales. Se evalu6 la
potenciacion de las sefiales analiticas mediante los mecanismos electromagnéticos
(EM) y quimicos (CM) implicados en el efecto SERS.

Palabras clave: nanohibrido, Dispersion Raman de Superficie Mejorada, Au-Cys-ZrO:2
NPs.

INTRODUCCION

En la dispersion Raman de superficie mejorada (SERS), los dos mecanismos
implicados en el efecto de mejora (EF) son el mecanismo electromagnético (EM) y el
mecanismo quimico (CM). La mayor contribucién en el aumento de mejora en SERS
estd dado por el EM en un orden de ~10% mientras que el CM es de ~10? (Stiles,
Dieringer, Shah, & Van Duyne, 2008).



Hasta ahora, los sustratos SERS utilizados para la deteccibn de pesticidas
organofosforados se basan en arreglos de nanoparticulas (NPs) de metales nobles (Au,
Ag y Cu) con morfologia, tamafio y composicion variadas. La principal desventaja de
estos sustratos es el control de la agregacion de las NPs, afectando la formacion de los
sitios activos (‘hot spots’), que son los espacios entre nanoparticula-nanoparticula lo
cuales producen intensos campos electromagnéticos debido a la resonancia de
plasmon de superficie localizada (LSPR)(Huang, Zhao, Wang, & Zhu, 2020; Wu et al.,
2019a; Yaseen, Pu, & Sun, 2019; W. Zhang et al., 2018). Recientemente, las
nanoestructuras hibridas metal noble-semiconductor se han vuelto prometedoras como
nanosensores SERS en virtud de explotar los dos mecanismos responsables del efecto
SERS. Sin embargo, existen muy pocos trabajos enfocados a utilizar nanoestructuras
hibidas para la deteccion de pesticidas organofosforados (H. Lee et al., 2018; Tang et
al., 2018; Wu, Sun, Hou, Hou, & Lei, 2018; T. Yang et al., 2017).

Por otra parte, para que se lleve a cabo el CM es necesario que la molécula del analito
se adsorba al sustrato (efecto de la primera capa)(N. Zhang, Tong, & Zhang, 2016).
Otro enfoque que promete mejorar la transferencia de carga (TC) es inducir el
acercamiento de los analitos a la superficie a través de interacciones adsorbente-
adsorbato, posiblemente mediante atracciones electrostaticas o a través de la medicién
de los productos de su reaccion o acoplamiento con moléculas organicas. Se ha
demostrado que el grafeno (GO) mejora la interaccién de los sustratos con la muestra 'y
con ello el efecto de la primera capa, intensificando las sefiales Raman (Ling & Zhang,
2010; Yu et al., 2018; Zhu, Hu, & Wang, 2019). El grafeno es una capa bidimensional
de atomos de carbono con hibridaciéon sp? que estan conectados en una estructura
cristalina en forma de panal (Kumar & Pattammattel, 2017). Los electrones 11 del
grafeno altamente conjugados son utiles para la adsorcion de moléculas organicas a
través de interacciones 1-11. Empero, las sefiales SERS de algunas moléculas como los
colorantes sufren de interferencias espectroscépicas como la fluorescencia. Para
disminuir estas inconveniencias, se ha demostrado que la presencia de grafeno en los
soportes SERS es capaz de apagar la fotoluminiscencia de los sustratos a través de
mecanismos de transferencia de energia, disminuyendo las sefiales de fondo (Panikar
et al., 2019).Se ha informado que existe una serie de factores dependientes en la
mejora SERS con grafeno como el tipo y concentracion de la molécula, distancia
molécula-grafeno, orientacién molecular, tipo de derivado de grafeno, nivel de Fermi del
grafeno y la longitud de onda del laser (Ling et al., 2015). EI CM en SERS se puede
explicar a través del mecanismo de transferencia de carga inducida por fotones, en
donde estan implicados los orbitales moleculares del analito y los niveles de energia de
Fermi y/o banda prohibida de los materiales que conformen (NPs metélicas, grafeno,
semiconductores) el sistema del complejo SERS. Entre los semiconductores que han
mostrado una buena actividad SERS, se encuentran por ejemplo, TiO2, ZnO, Fe20s3 (L.
Li et al., 2012; P. Li et al., 2019; Pilarisetty Tarakeshwar, Daniel Finkelstein-Shapiro,
Tijana Rajh, 2010). En este tipo de sustratos, la CT es el mecanismo responsable del
aumento de las sefales en la espectroscopia Raman. La CT se puede producir desde
el oxido metalico a la molécula o viceversa, a través de diferentes mecanismos. Los
semiconductores tienen una banda prohibida de energia entre la banda de valencia
(VB) y la banda de conduccion (CB). La CT entre estos materiales y la molécula
dependeran del acoplamiento vibrénico de las VB y CB con el estado excitado
molecular y el estado fundamental (Han, Ji, Zhao, & Ozaki, 2017). Los NMs



semiconductores en SERS tienen ciertas ventajas en comparacion de las
nanoestructuras metélicas. Por ejemplo, se pueden crear defectos de superficie en la
brecha de banda del semiconductor para que actien como estados intermedios en la
transferencia de electrones y lograr establecer que los sustratos de Oxido metalico
coincidan energéticamente con la(s) molécula(s) objetivo. Ademas, a diferencia de las
nanoestructuras metdlicas, no dependen de la formacién de hot spots para la mejora de
campo electromagnético (Wang & Guo, 2020). Una manera de integrar tanto el EM y el
CM, es aprovechar cada una de las ventajas asociadas con cada uno de los
mecanismos utilizando sistemas conformados por metales nobles y éxidos metélicos. A
esta combinacién de materiales se les conoce como sustratos SERS nanohibridos.
Cuando un Oxido metalico esta en contacto con un metal noble, el metal puede actuar
como donante 0 aceptor de electrones en el sistema. En este caso, es necesario que la
diferencia de energia del nivel de Fermi del metal y la energia entre el borde de la
banda de valencia o conduccién del semiconductor (barrera de Schottky) sea posible la
transferencia de electrones (Mao et al., 2012). Las nanoparticulas de ZrO2, aunque no
tan exploradas, han sido utilizadas como sustratos efectivos en SERS (Ji et al., 2019;
Xiao, Li, Lu, & Ye, 2015). Asimismo, se ha demostrado que los metales de transicién,
en especial el Zr V) presentan sitios activos de acidos de Lewis (Zr-OH) donde se
facilita la sustitucion de grupos fosfato a través de mecanismos de intercambio de
iones, intercambio de ligandos y enlaces covalentes (Katz, Moon, et al., 2015; Luo et
al., 2016; Ramirez-Garcia et al., 2019). Es por estas razones que se han utilizado
diferentes materiales a base de Zr para aplicaciones como hidrélisis, adsorcion y
deteccién de compuestos fosforados (Chitrakar et al., 2006; Katz, Klet, et al., 2015; Q.
Yang et al., 2018). Actualmente existen pocas evidencias del uso de nanomateriales
hibridos metal-semiconductor en combinacion con laminas de grafeno como sustratos
SERS. Mediante esta estrategia podria utilizarse la seccién semiconductora (ZrOz NPs)
de las nanoparticulas hibridas para el reconocimiento del grupo fosfato presente en las
moléculas de los pesticidas organofosforados, asi como la seccion metélica
nanoplasmonica (AuNPs) para la induccion del efecto SERS y la consecuente
intensificacion de las sefales electromagnéticas.

2. METODOLOGIA.

Las nanoparticulas de ZrO:2 se sintetizaron siguiendo una metodologia previamente
reportada (Padovini et al., 2019). Se afiadieron lentamente 250 mL de una solucién de
butoxido de zirconio (IV) al 80% en peso en 1-butanol (Zr[(OCH2)3sCHsJ4) a 5 mL de
peréxido de hidrégeno (H202, 30%) bajo agitacion constante por 30 minutos.
Posteriormente, se adiciond un volumen de 15 mL de agua desionizada y se mantuvo
por agitacion durante 24 h. La solucion se transfirid a un recipiente de teflon para dar
seguimiento a un tratamiento solvotermal a una temperatura de 200 °C durante dos
horas. La solucion se dejo enfriar a temperatura ambiente y la suspension turbia se
centrifugd a 13.3x1000 rpm durante 5 minutos para recoger el sedimentado que se lavé
varias veces con agua desionizada. El sélido se seco a una temperatura de 70 °C.

La superficie de nanoparticulas de 6xido de zirconio se funcionalizdé con cisteamina. El
proceso de funcionalizacion se llevo a cabo mezclando 10 mg/mL de ZrO2 NPs y 2.5



mg/mL de cisteamina durante 12 h y agitaciéon constante. Las nanoparticulas fueron
centrifugadas y lavadas varias veces a 13.3x1000 rpm durante 5 minutos. Las ZrO2 NPs
funcionalizadas (Cys-ZrO2 NPs) se redispersaron en agua desionizada. La preparacion
de AuNPs se llevé a cabo siguiendo el método de Turkevich modificado (Piella, Bastus,
& Puntes, 2016). Se adicion6 20 mL de acido tetracloroaurico (HAuCls, 250 mM) a una
disolucion previamente calentada y temperatura controlada a 70 °C y agitacion vigorosa
(600 rpm) de 30 mL de citrato de sodio (2.2 mM, SC), 20 mL de acido tanico (2.5 mM,
TA) y 200 mL de carbonato de potasio (K2COs, 150 mM). Inmediatamente después de
adicionar el precursor de oro, la solucion se torné de transparente a gris, luego de
naranja a rojo en un par de minutos. El proceso de sintesis de las nanoparticulas
hibridas se llevd a cabo siguiendo el mismo procedimiento de sintesis de las AuNPs
con una variacion. Se adicioné 1 mL de las nanoparticulas de ZrO:2 funcionalizadas
(Cys-ZrOz2) a la mezcla de citrato de sodio (2.2 mM), 20 mL de &cido tanico (2.5 mM) y
200 mL de carbonato de potasio (K2COs, 150 mM) y posteriormente se sigue el mismo
procedimiento de adicion del precursor de oro. Inmediatamente después de la adicion
del precursor de oro, la disolucién se torng gris y por ultimo permanecié una ligera
coloracién purpura.La preparacion del sustrato (Figura 1) consistié en delimitar areas
de 0.5x0.5 cm? sobre la superficie de portaobjetos de vidrio de microscopio, los cuales
fueron lavados con Et-OH/agua desionizada (1:1) y sometidos a sonicacién por un
tiempo de 10 minutos. Posteriormente, se sumergieron en una disolucién de hidréxido
de sodio (NaOH, 50 mM) en agitacion constante durante 12 h para obtener una
modificacién quimica con grupos hidroxilo -OH en la superficie. Luego, se depositaron
10 mL de Grafeno (GO, 0.1 mg/L) y se dejaron secar a temperatura ambiente durante
30 min. Se prepar6 una disolucion de Metil Paration (MP) con una concentracion de 10
mM (102 M). El MP interactué con una relacién de volumen 1:1 con cada una de las
nanoparticulas coloidales precursoras y nanoparticulas hibridas durante un tiempo de
10 min. Para finalizar, se depositaron 10 mL de la muestra sobre la superficie
modificada y se dejaron secar al aire libre. Con el fin de evaluar el efecto de la
interaccién del grafeno, se prepararon sustratos Raman siguiendo la metodologia
anterior y en este caso excluyendo la adicion de la primera capa de grafeno.
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Figura 1: Preparacion de sustratos para mediciones SERS.



3. RESULTADOS.

Con el fin de conocer las atribuciones de mejora de cada material, se obtuvieron los
espectros Raman del MP (10 mM) con los sustratos de manera individual y conjunta
(Figura 2).EIl espectro Raman del MP present6é un conjunto de sefales referentes a las
vibraciones de enlaces presentes en la molécula. La descripcion se muestra en la Tabla
1. La sefial que se tomo para medir las variaciones del efecto de mejora SERS para el

MP fue la sefial con mayor intensidad.
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Figura 2. Espectros Raman de metil paration (MP, 10 mM) con diferentes sustratos. El recuadro muestra
la variacion de la intensidad del pico caracteristico del MP a 1346 cm™. a) GO/ZrO2 NPs, b) ZrO2 NPs, ¢)

(1)

AuNPs, d) GO/AuNPs, e) lamina de vidrio, f) Au-Cys-ZrO2 NPs, g) GO/Au-Cys-ZrO2 NPs, h) GO

Tabla 1. Asignaciones de sefiales Raman de MP.

Nimero de onda cm™? Modo de vibracién Ref.
765.77 Vibracién simétrica de estiramiento del enlace P=S (Lin-Vien, Colthup,
Fateley, & Grasselli,
1991a)
856.02 Vibracion de estiramiento del enlace P-O (Huang et al., 2020)
928.61 Vibracion de estiramiento fuera de fase de P-O-C (Lin-Vien et al.,
1991a)
1109.6 Vibracién de estiramiento del enlace C-N (Lin-Vien, Colthup,
Fateley, & Grasselli,
1991b)
1226.23 Vibracién simétrica de estiramiento del enlace C-O (D. Lee et al., 2006)
1345.12 Vibracién de flexién del enlace C-H 14,17
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Discusion

La adicion de capa de GO soélo puede brindar efecto de mejora quimica, el plasmén
superficial del GO est4 en el rango de Terahertz (THz) y no en el rango visible,
guedando ausente la mejora electromagnética como sustrato SERS. En este trabajo, la
adicion de una capa de GO (0.1 mg/mL) y la posterior adicion de MP presenté una
disminucién en la intensidad de sefial a 912 (u.a.). Este efecto decreciente en la
intensidad de sefiales del MP puede ser debido a una orientacion molecular no
favorable sobre e | sustrato (Ling & Zhang, 2010; Xie, Ling, Fang, Zhang, & Liu, 2009).
Los sustratos que presentaron intensidades por debajo de la sefial obtenida del MP
sobre el portaobjetos fueron GO/Au-Cys-ZrO2 NPs y Au-Cys-ZrO2 NPs con intensidades
de 1754 y 5392 (u.a.), respectivamente. Se ha reportado que algunos de los parametros
que afectan la transferencia de energia a las nanoparticulas metalicas y el factor de
mejora son la geometria (tamafio, forma y niumero de nanoparticulas ensambladas), las
propiedades fisicas de los materiales, la distancia entre la nanoparticula
semiconductora y la nanoparticula metalica. Por otro lado, a un ndmero mayor de
nanoparticulas metélicas ensambladas en el semiconductor causa una disminucion
gradual del efecto de mejora en el nanohibrido, esto debido a posibles interacciones
débiles de Coulomb afectando el mejoramiento electromagnético (Govorov et al., 2006).
La mejora electromagnética se observo utilizando los sustratos de GO/AuNPs y AuNPs
(Figura 2-d, c), la intensidad de la sefial de MP aument6 a 11,930 y 15,435 (u.a.),
respectivamente. La mejora quimica se observo con las ZrO2 NPs donde el modelo de
transferencia de carga se lleva a cabo ZrO2 NPs como se explicO anteriormente. La
intensidad de la sefal caracteristica para GO/ZrO2 NPs y ZrO2 NPs (Figura 2-a, b) fue
de 28,848 y 21,950 (u.a.), respectivamente. Aunque se ha observado que el mecanismo
electromagnético brinda un mayor efecto de mejora SERS, en estos experimentos la
mayor contribucion mejora SERS se observo por el mecanismo quimico que puede ser
atribuido a la fuerte interaccién quimica entre los &tomos de oxigeno del grupo fosfato y
el zirconio (Ramirez-Garcia et al., 2019).

4. CONCLUSIONES.

Se desarroll6 una ruta de sintesis simple de nanoestructuras hibridas de
semiconductores de metales nobles (Au-Cys-ZrO2 NPs). Cuando los sustratos se
prepararon con nanoparticulas simples de oro y circonio, se observd6 una mejora
atribuida a efectos electromagnéticos o quimicos, respectivamente.

La mejora quimica, que representd el aumento mas significativo, se observo con el
sustrato que contiene solo el 6xido de circonio, favoreciendo el aumento de las sefales
por transferencia de carga. Aunque se ha observado que el mecanismo
electromagnético proporciona un notable efecto de mejora de SERS, la mayor
contribucion de la mejora de SERS en nuestros sustratos se observdO mediante el
mecanismo quimico que se puede atribuir a la fuerte interaccion quimica entre los
atomos de oxigeno del grupo fosfato y el circonio. Como perspectivas a futuro se llevara
a cabo la optimizacion de parametros en el nanohibrido, variando la concentracion de
nanoparticulas de oro en la ruta de sintesis del nanohibrido.
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