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La espectroscopia Raman puede usarse como una técnica para detectar la presencia
de alguna molécula en una disolucion, esto la hace una gran alternativa para
funcionar como un detector de biomarcadores para alguna enfermedad, en particular
detectar cancer de ovario epitelial a través de la haptoglobina en etapas temprana
podria salvar miles de vidas alrededor del mundo. Para que esto sea realmente una
alternativa viable es crucial desarrollar un substrato SERS que amplifique la sefial y
asi seamos capaces de detectar concentraciones muy pequefias de dicho
biomarcador, ademas para que nuestros sensores sean confiables debemos tener

una idea del tipo de sefial que esperamos encontrar.

Este trabajo presenta una mejora en la comprension de como fabricar un buen
substrato SERS, pero ademas intenta averiguar qué es lo que hace que ciertos
modos vibraciones sean mas excitados debido a la interaccion de la molécula con la
superficie del substrato, no solo desde el punto de vista experimental sino a través
del célculo computacional y DFT logramos replicar con bastante precisién los modos
vibracionales para una molécula de prueba (rodamina B), lo cual puede ser replicado
y profundizado en el trabajo de doctorado para garantizar que la sefal obtenida en

una espectroscopia Raman de la haptoglobina como biosensor sea la correcta.

'
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Raman spectroscopy could be used as a technique to detect the presence of a
molecule in a solution, this makes it a great alternative to function as a biomarker
detector for any disease, in particular detecting epithelial ovarian cancer through
haptoglobin in early stages could save thousands of lives around the world. For this to
really be a viable alternative, it is crucial to develop a SERS substrate that amplifies
the signal and thus we are able to detect very small concentrations of said biomarker.
In addition, for our sensors to be reliable we must have an idea of the type of signal

we expect to find.

This work presents an improvement in the understanding of how to make a good
SERS substrate, but also tries to find out what makes certain vibration modes more
excited than others when the molecule interacts with the surface of the substrate, this
not only from the experimental point of view, but part of its value is that through
computational calculation and DFT we managed to replicate with enough precision
the vibrational modes for a test molecule (rhodamine B), which can be replicated and
deepened in the doctoral work. to ensure that the signal obtained in a Raman

spectroscopy of haptoglobin as a biosensor is correct.
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Toda enfermedad esté asociada a un estilo de vida que nos expone a algun agente
externo provocando un funcionamiento anormal de nuestro cuerpo y por ultimo un
deterioro de la salud. Un biomarcador es un agente biolégico que provee informacion
patologica de un individuo, es una sustancia cuya concentracion, cantidad o simple
existencia son caracteristicos de una enfermedad, del correcto funcionamiento de un

tratamiento o de un estado de buena salud @,

El identificar y medir la presencia de un biomarcador a bajas concentraciones no es
facil en ocasiones los métodos son tardados y costosos, en otras ni siquiera hemos
desarrollado métodos efectivos para detectarlos. La espectroscopia éptica es una
alternativa prometedora para poder detectar la presencia de un biomarcador @ de

forma no invasiva y conseguir informacién sobre el estado de salud de una persona.

Dado que los biomarcadores son moléculas de origen organico, su uso se encuentra
limitado por la disponibilidad del organismo huésped. Por eso, en este trabajo
entrenaremos en la fabricacion de substratos SERS basados en silicio y la
determinaciéon de su desempefio empleando espectroscopia Raman para determinar
la magnificacion de la sefial proveniente de la rodamina B (o la 6G), sustancia
comunmente usada como marcador fluorescente y cuyo espectro Raman se ha
reportado ampliamente en la literatura, por lo que es una gran candidata para ser una
molécula de prueba con la que desarrollaremos una manera eficiente y reproducible
de detectar moléculas, incluso si estas estdn a muy bajas concentraciones. Para
garantizar que la sefial obtenida es debida a la presencia de la molécula de interés,
se realizo también el entrenamiento en el uso de un software que permite calculos de

teoria funcional de la Densidad (DFT por sus siglas en inglés) y luego disefiado un
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meétodo efectivo y confiable intentara detectar un agente bioldégico que caracteriza

una enfermedad y un biomarcador confiable.

Un sustrato SERS es un material nanoestructurado que facilita el efecto SERS, una
amplificacion de la sefial Raman debido a la presencia de resonancia de plasmones
localizados de superficie. En otras palabras, provoca que las sefiales provenientes
de las moléculas en las cercanias a las nanoestructuras metalicas de la superficie
sean mas “fuertes”, un “buen” substrato SERS proporciona la mayor mejora o

amplificacion de la sefial Raman de varios ordenes de magnitud ),

La reproducibilidad en cuanto a la respuesta espectral de una molécula es
fundamental para comparar resultados de forma confiable, también hay que
considerar desplazamientos en la longitud de onda de la sefal correspondientes a
diferencias en el acoplamiento de la molécula con el substrato, diferencias
morfolégicas debido al sustrato base y el metal utilizado para fabricar las

nanoparticulas causantes del efecto SERS.

En los ultimos afios los substratos SERS se han utilizado en la fabricacion de
sensores biolégicos, como ya se ha mencionado la morfologia y el tipo de materiales
influyen en la efectividad del efecto SERS @), por lo que la comunidad cientifica ha
centrado gran parte de sus esfuerzos en optimizar los substratos SERS explorando
el uso de nanoparticulas metalicas, tanto como la plata (Ag) como el oro (Au) han

demostrado ser muy efectivos ©).

Entender como amplificar lo mayor posible la sefial Raman es un paso crucial en la
evolucion de los substratos SERS y por ende de las aplicaciones de la
espectroscopia Raman en diversos campos multidisciplinarios como lo podria ser la
nano medicina y la biologia molecular, ya que esto nos permitira detectar
concentraciones muy bajas de una molécula que se pretenda utilizar como
biomarcador, asi; los instrumentos que funcionen bajo este principio seran mas

sensibles. En otras palabras: con un sustrato SERS optimizado y la determinacion a
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partir de primeros principios de modos vibracionales de biomarcadores moleculares,
podremos obtener mas informacion sobre el estado de salud de una persona,
detectar enfermedades en apenas etapas tempranas, asi teniendo asi mayores

posibilidades de supervivencia.
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a) Justificacion.
Actualmente, a pesar de que hay muchos reportes en la literatura especializada
sobre el censado experimental de biomarcadores usando espectroscopias opticas,
espectroscopia Raman y diversos substratos SERS en particular. Existen solo pocos
articulos con célculos computacionales de los modos vibracionales de los
marcadores, porque el desarrollo actual de la teoria DFT no es suficiente asi como
qgue los requerimientos computacionales son altamente costosos y poco accesibles,
por eso se requiere que los grupos de investigacion relacionados empiecen a mostrar
la informacién espectral que se espera de las moléculas reportadas como
biomarcadores, para garantizar que los datos experimentales obtenidos sean

efectivamente por la magnificacion de la sefial Raman proveniente del biomarcador.

El cancer de ovario epitelial es un tipo de cancer que afecta la capa externa que
recubre los ovarios. Esta catalogado como el cAncer mas comun teniendo entre un
85% y 90% del total de canceres que afecta a uno o ambos ovarios, ademas también
es un cancer muy peligroso pues estadisticamente el 70% de las mujeres que
padecen esta enfermedad fueron detectadas en etapas terminales por esta razén el

cancer de ovario es uno de los mas letales debido a su tardia deteccién. ¥

En México fueron reportados en 2018 un total de 4759 casos de cancer de ovario
epitelial en donde murieron 2765 de dichos casos ©), lo que representa un 58.1% es
decir mas de la mitad de las mujeres que sufren de este cancer no pudieron
continuar con vida, por lo que es de vital importancia desarrollar técnicas que
permitan detectar de manera temprana y fiable esta enfermedad, en ese sentido el
uso de la foténica y las nanociencias, en nuestro caso particular la espectroscopia
Raman posibilitan el ofrecer una alternativa de diagndstico a las pruebas empleadas

comunmente en la medicina tradicional. El uso de la espectroscopia Raman y los
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sustratos SERS para aumentar la eficiencia de deteccién molecular de la técnica
podrian ser un camino viable para la deteccion de biomarcadores sumamente
especificos en diversas enfermedades ©), en particular en la deteccion temprana de
cancer de ovario, es decir se podria usar la espectroscopia Raman como una técnica
efectiva para un diagndstico confiable de cancer (7 de ovario desde etapas

tempranas.
b) Hipotesis.

El uso de teoria funcional de la Densidad (DFT) nos permitira deducir confiablemente
cuales son los modos vibracionales que se pueden obtener en un espectrémetro
Raman. En el caso de substratos atbmicamente planos y periddicos se cambian las
magnitudes de los modos de vibracion de las moléculas que se adhieran a su
superficie debido a la interaccion de las nanoparticulas metalicas. En cambio, en
substratos mesoporosos se podran formar cavidades resonantes lo que dard como
resultado una magnificacién aun mayor de la sefial Raman dada la componente de
resonancia, asi como la activacion de otros modos vibracionales no presentes en el

primer tipo.

c) Objetivos.

General: Determinar de los modos vibracionales de la rodamina B mediante la
simulacion computacional basada en DFT. Mostrar de forma experimental que
distintos modos vibracionales son activados para al menos dos distintos sustratos

debido a la forma que interacciona la rodamina B con la superficie nhanoestructurada.

Particulares:
1. Obtener los modos vibracionales de la rodamina en el vacio mediante

simulacién computacional empleando DFT.
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2. Comparar los modos vibracionales encontrados con los resultados
experimentales de rodamina B en un substrato de silicio y en alimina
(Al203).

3. Comparar los resultados experimentales y de simulacion con la

literatura.
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3.1 Espectroscopia Raman

La espectroscopia RAMAN llamada asi por el fisico indio Chandrasekhara Venkata
Raman quién descubrid el efecto RAMAN en 1921 por el cual gano el premio nobel
de fisica de 1930 @, esta técnica es de gran utilidad pues permite la diferenciacion
de minerales y moléculas o elementos a partir de su espectro Raman el cual es
resultado de la excitacion mediante un laser, lo que genera una serie de bandas
caracteristicas para cada material, como si esta fuera una firma U(nica e
inconfundible. ® La espectroscopia Raman es el estudio de la dispersién inelastica

de la luz y, cuando se aplica a moléculas, proporciona una idea de su estructura

quimica @,
FIGURA 1. CHANDRASEKHARA VENKATA RAMAN @,
FiSICO DESCUBRIDOR DEL EFECTO RAMAN.
(7 DE NOVIEMBRE DE 1888-21 DE NOVIEMBRE DE 1970)
3.2 Espectro Raman.
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El espectro Raman es una especie de huella digital que sirve para caracterizar y
diferenciar distintas moléculas, es el resultado de la medicién y analisis de una
espectroscopia Raman a una molécula especifica. A grandes rasgos el espectro
Raman surge del andlisis de la respuesta Optica generada bajo ciertas condiciones
experimentales, la interaccion luz materia (moléculas) esta determinado por ciertos
niveles de energia relacionados a los grados de libertad de la molécula, unos

asociados al movimiento de sus electrones y otros al de sus atomos @,

La espectroscopia Raman involucra la dispersion de la luz por los atomos, existen
dos tipos de dispersiones elastica e inelastica, en el primero la energia se conserva
es decir no hay intercambio de energia entre el foton y la molécula, si acaso hay
cambio en la direccién del foton dispersado. Por otro lado, la dispersién inelastica
existe un cambio de energia entre el fotén incidente y el fotdon dispersado, dicha
diferencia de energia corresponde a una transicion entre dos estados de la molécula,
es decir a los modos normales de vibracién de la molécula. Veamos la figura 2, el
fotén llega a la superficie donde hay una molécula adherida, el fotén es dispersado
en una direccion tal que se conserve el momento sin embargo la energia del foton
dispersado es menor que la energia del fotdn incidente pues parte de la energia
incidente del fotdn es absorbida por la molécula, provocando una excitacion, es decir
una transiciéon a otro estado mas energético, después de un cierto tiempo la molécula
vuelve al estado menos energético y emite un foton con la energia igual a la

diferencia de energia entre los dos estados transitados.

? Energia del foton incidente.
— e~
I Energia del foton dispersado

Energia del foton emitido al
perder la excitacion.
T

Energia

Moléculas

Substrato

FIGURA 2. ESQUEMA DEL PROCESO DE LA DISPERSION RAMAN, FENOMENO FiSICO EN EL
QUE SE BASA LA ESPECTROSCOPIA RAMAN.IMAGEN ADAPTADA DE LA FIGURA 2.6 (2
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La diferencia de energia entre el estado previo y el posterior a la dispersién

corresponde a una corresponde a un numero de onda del modo vibracional.

E=EL—E=hW” ec 01
v S 27_[
W‘U
= 02
21C ec

Donde:

E, = Energia del estado rotacional,

E, = Energia dispersado

E; = Energia incidemte

V, = numero de onda del modo normal
w, = frecuencia normal de vibracion

Para visualizar de manera mas conveniente los niveles de energia y las transiciones

permitidas entre ellos se utiliza los diagramas de Jabloski (véase fig. 4).

Un diagrama de Jabloski funciona de la siguiente manera, se divide en estados
electrénicos y vibracionales dispuestos de manera vertical y ascendente
energéticamente, para cada estado electrénico existe un configuracion de equilibrio
de los atomos cuya energia esta representada en el minimo de la curva pero que
ademas se pueden acceder a estados vibratorios excitados e inclusive puede haber
transiciones locales dentro del mismo estado electrénico solo cambiando su modo
vibracional o cambiando a su vez el estado electrénico, dichas transiciones posibles

son representadas por flechas.
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Diagrama de Jabloski

Primer estado b »
excitado (singulete) 50“3'0'1’/

- A
Transiciones

permitidas

Emision
Y /

\ y 3 / - v
\ v/ v=1

Niveles
V=0 yibracionales

-

Energfa

Estado Base

Coordenadas normales

FIGURA 3. BANDAS CARACTERISTICAS O BIEN MODOS VIBRACIONALES PERMITIDOS POR
LA ESTRUCTURA DE LA MOLECULA. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS NIVELES DE
ENERGIA EN UN DIAGRAMA DE JABLOSKI, POSIBLES TRANSICIONES ENTRE LOS ESTADOS
MARCADOS CON LAS FLECHITAS.FIGURA READAPTADA 2.1 (2
Los estados electronicos estan caracterizados por la configuracién electronica, el
estado base es cuando los electrones son acomodados de tal manera que consiguen
la menor energia posible, el spin total es cero y es un estado no degenerado, en
cambio el primer estado excitado surge cuatro estados degenerados uno para un
spin cero (singulete) y otros tres para el spin 1 (triplete) @. Por otro lado, los estados
vibracionales estan relacionados con los grados de libertad tanto traslacionales como

rotacionales.

Debido a la conservacion de energia, cada transicion entre estados esta relacionada
con la absorcién o perdida de energia, si la transiciébn ocurre no localmente entre
estados electrénicos se le llama transicién electrénica, si ocurre dentro del mismo
estado electronico y solo cambia el estado vibracional se le llama transicion

vibracional o local.

Ademas, se pueden clasificar en 2 grupos, radiativas y no radiativas, las radiativas
son aquellas que involucran la interaccion con un fotén, son en principio prohibidas
entre el singulete y el triplete pues debe de conservarse el spin siendo esta una regla

de transicion. Mientras que la no radiativa son resultado de interacciones con el
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ambiente o internas y en estas si se puede hacer transiciones entre dos estados de

spin distinto.

Los picos en el espectro Raman corresponden a los modos vibraciones de la
molécula, sin embargo, no todos los modos vibratorios conducen a una fuerte

vibracion Raman esto es parte de las reglas de seleccion.

3.3 Seccion transversal de dispersion.

Un concepto muy importante para entender la espectroscopia Raman, es la seccion
transversal de dispersion que en otras palabras esta conformada por el nimero de
fotones incidentes que son absorbidos. Por definicion la seccion eficaz de dispersion
correspondo al area efectiva de la molécula vista por un haz incidente homogéneo

sobre la cual la molécula absorbera cada foton y matematicamente este dado por @
P = 0S8 ec. 03

Donde:

P = Potencia absorbida

Sinc = Potencia incidente

o = Seccion eficaz de dispersion

Haz de luz \ Molécula
N —

incidente

Q‘

Rayo de luz incidente

:‘

Vision lateral de la
dispersion Raman

—

Seccién eficaz de
dispersion
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FIGURA 4. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA SECCION EFICAZ DE
DISPERSION. FIGURA ADAPTADA DE LA FIGURA 2.5 (2,

3.4 Efecto SERS

El efecto SERS o bien “Surface enhaced Raman scattering” o bien en espafiol
“Dispersion Raman mejorada en superficie” fue descubierto en 1974 pero no fue sino
hasta 1977 que fue correctamente interpretada ©@. El efecto SERS amplifica la sefial
en la espectroscopia Raman varios ordenes de magnitud en el sentido de que una
sustancia se puede diluir en varios 6rdenes de magnitud y aun serd detectable
gracias al incremento de la sefial. La sefial Raman se ve amplificada debido a las
interacciones de la luz con un metal a través excitaciones también conocidas como

resonancia de plasmones ©.

El efecto SERS es un fendmeno “fisicoquimico” en particular su aspecto fisico se
refiere al estudio de la teoria electromagnética de la resonancia de plasmones
localizados de superficie. Se conoce como plasmones localizados de superficie a la
oscilacion de una densidad de electrones en la superficie por un campo
electromagnético oscilante, a diferencia de los plasmones de superficie y los
volumétricos estas excitaciones estos no viajan a través del material, los electrones
que interactian con la luz son los electrones superficiales correspondientes a las
nanoparticulas metalicas del substrato SERS, entrando en resonancia debido al

acoplamiento de las nanoestructuras con el campo electromagnético.

La presencia de nanoparticulas metalicas (Au en nuestro caso) mejora de dos formas
distintas la sefal electromagnética. Primero la mejora del campo local, debido a la
excitacion de los plasmones localizados de superficie (densidad electrénica
superficial) se generan pequefas regiones (hot-spots, figura 5) donde el campo
eléctrico es mucho mas intenso que sin la presencia del metal, la segunda mejora es

en la radiacion, la presencia de la estructura metalica cercana a la molécula modifica




DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LOS MODOS VIBRACIONALES DE LA RODAMINA B Y SU
COMPARACION CON CALCULOS DFT COMO ENTRENAMIENTO PARA SU FUTURA APLICACION EN

BIOMARCADORES DE CANCER DE OVARIO.

la eficiencia con la que radia la molécula, esto se debe a que las nanoparticulas

metalicas actian como un dipolo 19,

Molécula

"

+) h
Y !
+ A
—_— r . - —_— + B ——
+ - +
& o +
+ — o

t t

Nanopaticulas de Au

FIGURA 5. EFECTO SERS, FIGURA READAPATADA DE LA FIGURA 1 @Y, LA SENAL INCIDENTE
(NEGRA) LLEGA AL SUBTRADO SERS, DONDE LA MOLECULA SE ENCUENTRA ENTRE DOS
PARTICULAS DE AU, LA SENAL SE VE AMPLIFICADA EL CAMPO INTENSO (ZONA ROJA HOT-
SPOT) Y POR EL DIPOLO INDUCIDO EN LA NANOPARTICULA, RESULTANDO EN UNA SENAL
MAS INTENSA (ROJA).

Para entender mejor el origen y la naturaleza del efecto SERS consideremos el caso
de una nano esfera metalica cuyas dimensiones R «< 1 (4, es longitud de onda
correspondiente a la onda de la luz incidente), la cual es muy Uutil para describir
nanoestructuras por debajo de los 100 nm (9. Al interactuar la esfera metalica con el
campo eléctrico se induce una carga sobre la superficie de la esfera lo que provoca
un apantallamiento del campo eléctrico inicial y un momento dipolar al interior de la

esfera. Dados por (19);

E 6 + Pr 04
= —Eyrcosd + —— ec
¢ 0 AT EYE, T3
E—¢
P = 4neye,, R3——E, ec 05
e+ 2¢,

La polarizacién inducida en la esfera alcanza un maximo cuando |e + 2¢,,| es
minimo, siendo esta condicion de resonancia también conocida como la condicion de
Frohlich 10 al cumplirse la condicion de resonancia implica un incremento del

campo.
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Para calcular analiticamente el factor de amplificacion debido al efecto SERS
producido por la presencia de nanoparticulas metalicas debemos tener un substrato
de control sin nanoparticulas metélicas, hacer una espectroscopia Raman a una
disolucién con la molécula que queremos poner a prueba y nos fijaremos en 4
parametros experimentales distintos; La intensidad del espectro Raman tanto en el
sustrato SERS como el de control, es decir; el nimero de fotones dispersado en la
longitud de onda correspondiente al modo normal de vibracion y las concentraciones
de las disoluciones usadas en cada uno de estos casos, asi pues, matematicamente
se puede expresar que 19

A _ ISERS Ccontrol 06
SERS = * ec.

I Control CSERS

Agsgrs = Coeficiente analitico de amplificacion SERS

Isgrs = Intensidad espectro raman substrato SERS

l.ontrot = Intensidad espectro raman substrato de control

Ceontror = Concentracion de la disolucion usada en el substrato de contol
Csgrs = Concentracion de la disolucion usada en el substrato SERS

Si simplificamos el experimento usando la misma disolucion en el substrato SERS y
en el de control la segunda fraccion es igual a uno, y solo tenemos que comparar las

intensidades de los espectros Raman. (véase la tabla 2)

3.5 La molécula de larodamina B y 6G.

La rodamina B es un compuesto, color violeta que pertenece al grupo de las
rodaminas, las cuales son compuestos organicos heterociclicos fluorescentes, en
otras palabras, esta conformado por una cadena de carbonos en la que la serie de
los 4&tomos de carbono estan entrelazados en forma de anillo, ademas los patrones
ciclicos estan conformados de carbono hidrégeno y otro elemento como el nitrégeno
y el oxigeno.

La rodamina es una molécula relativamente pequefia, tiene un total de 65 atomos
(C28H31CIN203) que forman 3 anillos en linea con enlaces dobles y triples entre los

carbonos y un cuarto anillo conectado a la anterior linea con un enlace simple, cada
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anillo esta unido una pequefia cadena conformada por oxigeno, nitrégenos y etiles,
véase la figura 6. La rodamina B y la 6G son isdmeros es decir dos sustancias que
comparten la misma composicidon quimica pero debido a su distribucion geométrica
algunas caracteristicas son muy distintas, estructuralmente la principal diferencia
entre estas dos rodaminas es que la rodamina B cuenta con dos dobles enlaces en el
anillo central a diferencia de la 6G que solo cuenta con uno (figura 5), ademas los
radicales unidos a los nitrégenos métiles a diferencia de la rodamina 6G que se une
a dos grupos étil, si bien sus modos normales son practicamente idénticos algunas
propiedades fisicas son distintas como por ejemplo su pigmentacién siendo la
primera un tono mas violeta-rosado a diferencia de la 6G cuya coloracion es un poco

MAs rojizo.

(10)
| (1 13y (1) | (16)
H3C o =0 CH2'CH
324) (28)3

FIGURA 6. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA RODAMINA 6G. (12
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08¢
CHs 7NN 0 N~ cHs
J® N
CH3 Cr CH3

FIGURA 7. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA RODAMINA B. (12)

La rodamina B se utiliza ampliamente como colorante para determinar la velocidad y
la direccion del flujo, su aplicacién en la biologia va desde tinte fluorescente para
detectar a través de la fluorescencia es uso de herbicidas hasta su uso como un
biomarcador en vacunas orales para animales salvajes. La rodamina es una
molecula ampliamente reportada en la literatura 2, gracias a ello es una excelente
candidata a ser una molécula de prueba para técnicas de luminiscencia, en particular
en nuestro caso la rodamina B la utilizaremos como molécula de prueba para censar
la efectividad de nuestros sustratos SERS ante la espectroscopia Raman pues los
modos normales de vibracién han sido previamente reportados 2 con substratos
SERS hechos a base de plata (Aqg).

3.5.1 Modos vibracionales de larodamina.

Como vimos en los diagramas de Jabloski (figura 3) existen transiciones electrénicas
y vibracionales, si dejamos fijo el estado electronico es decir no hay un cambio de
energia electrénica, y solo consideramos transiciones de energia debido a su
geometria podemos hacer un estimado del nimero de modos normales de vibracion

gue puede tener nuestra rodamina B.
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Consideremos el numero de grados de libertad de una molécula, 3 grados de libertad
seran utilizados para describir el movimiento por cada atomo de la molécula® | es
decir si tenemos una molécula con un total de N atomos , tendriamos en principio un
total de 3N-3 grados de libertad @3, por ejemplo el agua (H20) una molécula formada
por dos hidrogenos y un oxigenos, es una molecula de 3 &tomos aplicando la regla
anterior mencionada tendriamos un total de 3 grados de libertad lo que se traduce a

3 modos normales de vibracion como se muestra en la figura 7:

Walter (@\

FIGURA 8. MODOS NORMALES DE VIBRACION DEL AGUA. (13

Para el caso particular de la rodamina también podemos hacer el célculo estimado
de los modos normales de vibracion de nuestra molécula, como la rodamina B (0 6G)
tienen un total de 65 atomos entonces tendriamos un total de 192 modos normales

de vibracion.

3.6 DFT. (Teoria funcional de densidad)

3.6.1 Ecuacién de schrodinguer

La teoria de densidad funcional por sus siglas en inglés DFT (Density Funtional
Theory) es la mejor forma para resolver la ecuacién de schrodinguer para un sistema
de varios cuerpos, la idea principal es en lugar de encontrar la solucién, es decir la
funcién de onda, se calcula la densidad que solo depende de las coordenadas
espaciales, a su vez la energia solo depende de la densidad, es decir es una funcion

de la densidad. @4
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La ecuacion de schrodinguer (ecuacion 07) describe la evolucion de un sistema
cuantico para sistemas no relativistas, es decir para particulas de la escala de
moléculas y atomos y que no viajan a velocidades cercanas a la velocidad de la

luz.5

., 0Y(r,t)
ih BT

= Hy(r,t) ec.07

Y(r,t) es solucion de esta ecuacion y se llama funcion de onda y esta contiene la
informacion sobre la evolucion de sistema en el tiempo, H es el operador
hamiltoniano y este depende de las interacciones del sistema. ElI operador
hamiltoniano es analogo al hamiltoniano en mecanica clasica, si consideramos que
este no depende del tiempo se dice que estamos en un sistema estacionario 1® y la

ecuacion es simplificada de la siguiente manera:
HY(r) = Ey (1) ec.08

Donde la funcién de onda ya solo depende de las coordenadas espaciales, y la
complejidad del problema vendra el hamiltoniano que describa el sistema. Para el
caso de un sistema de N electrones y M nucleidos, considerando la atraccion
electrostatica entre los electrones y los nucleidos, la repulsién entre los electrones, la
repulsion entre los mismos nucleidos y usando la aproximacion de Born-

Oppenheimer para separar los movimientos electrénicos y del ntcleo 19

[Te + Vee + Vae + VnlY (2, R)  T,0(R) _

PR o(R) =F ec.09

Donde el lado de la izquierda es la parte electronica y a la derecha encontramos
nuclear, la primera la podemos reescribir (ecuacién 9). Las soluciones de la ecuacion
de schrddinguer electronica forman un conjunto de funciones propias ortogonales,

Y(x, R) las cuales corresponden a un valor propio é(R), por lo que para cada una de
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las soluciones electrénicas existe una ecuacion schrédinguer nuclear, considerando

el estado base electrénico tenemos que la ecuacion nuclear correspondiente es:
[Te + Vee + Vie + Vanl(x, R) = EY(x, R) ec.10

Para resolver la ecuacion 10, primero se suele resolver la parte electrénica (ecuacion
9) y al obtener la energia correspondiente sustituirla y proceder a resolver la parte
nuclear, sin embargo, no siempre podemos resolver de manera analitica, la ecuacion
de schrédinguer electrénica, se torna complicada para el caso de mas de dos
electrones para ello usaremos una técnica para aproximar la funciéon de onda basado
en el principio variacional, cual establece que el valor esperado de la energia con

cualquier funcion de onda siempre sera mayor la energia del estado base. (%

La funcién de onda de un sistema tiene mucha informacion del sistema en particular
siempre nos interesa la energia total del sistema y sus transiciones. El proceso para
encontrar la energia del estado base electronico se fundamenta en el principio
variacional, podemos aproximar dicha energia minimizando con una funcién de

prueba el valor esperado de la energia, es decir:

Egase = ml/}n(‘PIHIIP) ec.11

3.6.2 Teorema de Hohenberg-Kohn

EL teorema de Hohenberg-Kohn (HK) es una parte muy importante de DFT se podria
decir que es el corazén de la teoria de densidad funcional, es importante porque
garantiza que sea equivalente usar la densidad electrénica a encontrar la funcién de

onda para un sistema de varios cuerpos, usar la densidad electronica es mas
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conveniente ya que esta solo depende de 3 variables n(r) a diferencia de la funcién

de onda cuya dependencia es de 3N variables W(r1, rz..., In).

n(r) = ft/)(rl, e, T Y(1y, o, 1)dry L dry ec.12

El teorema establece que “la densidad electronica del estado base no(r) puede ser
determinada por el funcional de la energia E(no(r)) a través del principio variacional y
solo con la variacion de la energia” 1%, Dada la densidad de un estado base no(r), es
posible, en principio, calcular la funcion de onda del estado fundamental. Esto
significa que Wo es funcional de no. En consecuencia, todos los observables del
estado fundamental son funcionales de no también. Si Wo se puede calcular a partir
de no y viceversa, ambas funciones son equivalentes y contienen exactamente la

misma informacion. (e

E (nprueba(r)) > E(n,(r)) = E, ec.13

3.6.3 Método Khon-Sham.

Este método utiliza el hecho de que el potencial externo v(r) es un unico funcional
de la densidad electronica n(r), salvo una constante aditiva, también conocido como
el primer teorema HK (19, Se define el funcional universal de HK F(n(r)) como la
suma de la energia cinética de los electrones y la energia potencial debido a la

interaccion entre ellos mismos. (19

F(n(r)) = Te(n(r)) + V;e(n(r)) ec.12

Por lo que la energia total se puede escribir como:
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E(n(r)) = F(n(r)) + f n(r) v(r)dr ec.15

El funcional universal de Hk es independiente del potencial externo y es muy dificil de
aproximar de manera completamente exacta, el método khon-sham es precisamente
una de las mejores formas de aproximar este funcional universal. La idea consiste en
dividir la parte potencial Vee(n(r)) en la interaccion coulombiana clasica entre los
electrones J(n) y las interacciones no clasicas, mejor conocidas como energia
potencial de intercambio y correlacion V,.(n) @%. Para la parte cinética se hace una
simplificacion sobre el sistema, se considera un sistema ficticio de particulas no
interactuantes que generan la misma densidad electrénica que el sistema
interactuante (%, de esta manera cambiamos la dificultad analitica por una
aproximacion computacional que replique los resultados del sistema original. Se
separa la energia cinética en dos partes, la energia debido al sistema de electrones
no interactuantes T (n) y el resto T.(n) entonces la energia total de la ecuacién 13

puede ser rescrita como:
E(n(r)) =T, (n)+T.(n) +J(n) + V,c.(n) + f n(r) v(r)dr ec.16

Podemos definir la energia de intercambio y correlacion E,.(n) como la suma de
V,.(n) y T,(n) y definir el funcional de potencial externo como la integral en el ultimo

termino de la ecuacion 14, V(n) con lo que se puede reescribir como:

E(n(r)) =T, (n)+]J(n) + E,.(n) +V(n) ec.17
Con:
Exc(n) = Voc(n) + T.(n) ec.18

V(n) = fn(r) v(r)dr ec.19
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Para minimiza el funcional de energia se usa un sistema de N orbitales no
interactuantes independientes entre ellos mismos, es decir se resolverian N

ecuaciones de schodinguer del tipo (en unidades atémicas).

—%Vz + v (M| i(r) = ghi(r) ec.20

Donde v,(r) es un potencial efectivo considerando todas las interacciones vy
contribuciones. Al final la densidad electrénica del problema original es la suma de
las densidades de probabilidad electronica para cada uno de los orbitales ficticios

independientes entre si 1%, es decir:

n() = ) P ec.21

La efectividad de cualquier calculo con DFT usando el método de Khon-sham esta
limitado por que también se aproxima la energia de intercambio y correlacion, por
mencionar unas pocas LDA @7 (aproximacion de densidad local), GGA
(Aproximacion de gradiente generalizado) (18, BLYP (8), PBE o funcionales hibridos
tales como B3YLP (9.
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4.1 Fabricacion de substratos SERS

En la fabricacion de nuestros propios sustratos, usamos una oblea de silicio
cristalino, sobre la cual depositamos una pelicula de oro de 10 nm de espesor
usando una evaporadora de metales por sublimacion.
Posteriormente hicimos un recocido para el cual usamos un horno (ULVAC-RIKO,
MILA 5000) (Figura 8) durante 10 minutos a una temperatura de 300 ° C (figura 9)
esto para favorecer la formacion de nano particulas de oro sobre nuestro substrato
de silicio cristalino al cual previamente depositado una pequefia capa de oro de 10
nm de espesor.
El procedimiento de operacion se describe como el siguiente:
1. Verificar la temperatura de operacion del liquido refrigerante esta debe
estar en un rango de 15°C con tolerancia de +/- 1°C.
2. Verificar la correcta Circulacion del liquido refrigerante a través de la
manguera.
3. Abrir la valvula del nitrdgeno gaseoso, utilizada para evitar la oxidacién
del metal (Au) durante la formacion de nanoparticulas.
4. Introducir la muestra en la compuerta en una pequefa charola que sale
automaticamente después de abrir la compuerta.
5. Construir la rampa de recocido en el software, poniendo la duracion de
cada intervalo en segundos y los aumentos o periodos de temperatura
constante en grados centigrados. Guardar el archivo de la rampa, ejecutar
el archivo creado y comenzar con el recocido.
6. Vigilar que la temperatura sea la correcta en el indicador y cronometrar
el tiempo de recocido para verificar la correcta ejecucion de la rampa de

recocido.
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7. Una vez acabado de ejecutar el programa la muestra se enfriara

lentamente hasta temperatura ambiente, retirar la muestra hasta que el

indicador marque la temperatura ambiente.

ULVAC-RIKO, MILA 5000

Indicador
cormecto

funcicnamiento 300 nc

4 b o8

I D Temperatura v

Indicador Temperatura
Compuerta [:I

FIGURA 9. EQUIPO EXPERIMENTAL, (ULVAC-RIKO, MILA 5000), HORNO UTILIZADO PARA LA FORMACION
DE NANOPARTICULAS DE AU MEDIANTE EXPOSICION A CALOR.

Rampa de recocido nano particulas

300 °C

Temperatura ( °C)

30 Tiempo (s) 330

FIGURA 10. RAMPA DE RECOCIDO PARA LA FORMACION DE NANO PARTICULAS, A) UNA SUBIDA RAPIDA
DE UNOS 30 SEGUNDO HASTA LA TEMPERATURA DE 300°C, B) PARTE PLANA DE LA RAMPA JUSTO EN
ESTA PARTE SE FORMAN LAS NANOPARTICULAS, C) ENFRIAMIENTO HASTA TEMPERATURA AMBIENTE POR
MEDIO DE INTERACCION CON EL MEDIO.

4.2 Analisis empleando microscopia al substrato.

Una vez que ya teniamos los sustratos de silicio con las nano particulas de oro, los
analizamos mediante microscopia de fuerza atomica (AFM), con la finalidad de lograr
tener una estadistica sobre dos parametros importantes (mediante el sofware image)
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Analysis) el diametro promedio de las nano particulas formadas y la rugosidad media
cuadratica. Para obtener ambos parametros se analizaron las imagenes obtenidas
previamente en la AFM mediante un analisis de grano y de rugosidad superficial

como se muestra en la figura 10.
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FIGURA 11. AFM DE LOS SUSTRATOS PREVIAMENTE RECOCIDOS PARA LA FORMACION DE NANO
PARTICULAS. DIAMETRO PROMEDIO 10.8 NM Y RMSR (ROOT MEAN SQUEARE RAOUGTHNESS) DE 0.571
NM.

4.3 Preparacion de la disolucion de Rodamina.

Preparamos 3 disoluciones de agua destilada y rodamina B con esta Ultima a
distintas concentraciones con ayuda de una pipeta milimétrica, primeramente, la
concentracion de 0.1 molar es decir 0.1 mol de rodamina por litro de disolucién, o

bien 30.03 ml de rodamina por cada 50ml de disolucién.

Para la segunda disolucion se tomaron 5 ml de la primera disolucién y se agregaron
45 ml de agua destilada lo que diluyo la concentracién de rodamina B en la nueva
disolucion 10 veces menos concentrada que en la primera, se repiti0 este proceso
obteniendo una tercera disolucion con rodamina 10 veces mas diluida que la
segunda, las disoluciones se etiquetaron de la siguiente manera. (figura 11)

1.0.1 molar
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11.0.01 molar
[11.0.001 molar

Colocamos 5ml con ayuda de una micropipeta de cada una de las disoluciones sobre
3 sustratos con y otros 3 sin nanoparticulas de oro para poder comparar el efecto de
las nanoparticulas de oro en la amplificacion de la sefial Raman, esperamos a que se
evapore el solvente y la rodamina se termine de adherir a la superficie de los

sustratos.

-

;.
FIGURA 12. COLORACION DE LA DISOLUCIONES DE RODAMINA CON AGUA

4.4 Espectroscopia Raman.

Usamos espectroscopio Ramman de la marca Dilor modelo labRAM con un laser rojo
con una longitud de onda de 510 nm de la marca OLYMPUS modelo BX40, los
parametros experimentales de la espectroscopia fueron un tiempo de apertura de 20
segundos para las muestras que no tenian nanoparticulas y de 60 segundos para los
sustratos SERS, se us6 una red de 600 y FDO4 y obtenemos el espectro Raman el

cual procederemos a analizar y comparar con la literatura.

4.5 Estudio Computacional.

Para entender mejor porque se activan diferentes modos vibracionales cuando
interactta con la alimina (Al203) con respecto al sustrato de silicio cristalino (Si) se

usé DFT (Teoria de la densidad funcional) para construir un modelo computacional
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que prediga el espectro Raman de la rodamina en cada uno de nuestros sustratos.
Aunque primero se encontraron los modos vibracionales de la rodamina B en el
vacio.

Para ello es fundamental tener primeramente la molécula de la rodamina digitalizada
en un archivo XYZ, un archivo que nos da informacion de la localizacion y el tipo de
enlace de cada uno de los a&tomos que componen a la rodamina B (C2sH31CIN203),
para ello usamos un programa llamado Avogadro 12 donde dibujamos la molécula de

la rodamina (figura 16).

FIGURA 13. RODAMINA (C28H31CLN203) EN ARCHIVO EN ARCHIVO XYZ
VISUALIZADO EN EL PROGRAMA DE AVOGADRO.

Después con ayuda del mismo software hacemos una minimizacién de la energia
para tener un punto de partida mas cercano al estado base y el trabajo
computacional sea menos. Exportamos el documento en formato xyz, donde se dan
las coordenadas de cada uno de los atomos que componen la molécula de rodamina
B (Anexo I)

Necesitamos un computador con sistema operativo Linux, instalamos el programa
“‘deMon 2k”. Una vez instalado seguimos las siguientes instrucciones.
1. El archivo rodamina.xyz generado por Avogadro le cambiamos el
nombre a deMon.inp
2. Modificamos el archivo usando el comando vi deMon.inp
3. Una vez entrado al archivo colocamos el comando |, para modificar el

archivo usaremos las siguientes palabras clave.
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“‘OPTIMIZE CARTESIAN TOL=1.0E-2”. La cual se usa para optimizar la
estructura obteniendo la energia minima posible, se pueden mejorar los
calculos bajando la tolerancia, es decir encontrar el minimo de energia en
un proceso iterativo hasta que las diferencias de energia entre un proceso
y el anterior sean menores a la tolerancia establecida, por el momento una
tolerancia de 1x102 fue una buena aproximacion.
5. “WXCTYPE PBE” es para determinar el potencial funcional a utilizar, por
el momento utilizamos el potencial PBE, que es un potencial de
intercambio y correlacion.
6. “BASIS (DZVP)’ es para usar la base en la que queremos expandir la
funcion de onda, en particular usamos la base por defecto del programa ya
que es una base relativamente pequefia, podemos mejorar la precision de
los resultados usando la misma base que el articulo de Watanabe (12
7. “GEOMETRY CARTESIAN ANGSTROM” este comando sirve para
definir la geometria y las unidades en las que estan medidas las distancias
entre los atomos. El comando “CARTESIAN” indica que las posiciones de
los atomos estdn dadas en coordenadas cartesianas leyendo cada
columna como una coordenada
8. Mandamos a llamar el programa deMon 2K con el comando
“~/deMon/6.2.2/object.opt/deMon.6.2.2.0pt” agregamos el simbolo “&” para
gue se ejecute en segundo plano.
9. Se iterard hasta 50 veces buscando la convergencia de la energia
minimizada con una tolerancia igual a la especificada en el paso 4. Al
finalizar, la ultima configuracion de la molecula serd guardada en un
archivo llamado “deMon.out” aqui se divide en dos posibilidades.
a. La energia converge y pasamos al paso 10.
b. La energia no converge, reescribimos los datos del archivo
deMon.out en el archivo deMon.inp y volvemos al paso 8, esto para
seguir minimizando desde una configuracion en teoria mas proxima a la

minimizacion de la energia.
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10.Renombramos el archivo deMon.out como deMon.inp y modificamos las
keywords. En lugar de wusar “OPTIMIZE CARTESIAN” usamos
“‘FREQUENCY?” para encontrar los modos normales de vibracién. (anexo 2)
Esperamos a que termine de ejecutar el programa y obtenemos los modos

de vibracion de manera computacional. (anexo 3)
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5.1 Espectro Raman.

Primero analizaremos los espectros Raman de nuestras muestras, recordando que
cada una de ella tiene una que sirve como control, es decir para poder visualizar el
efecto de las nanoparticulas de oro en el incremento de la sefial debido al efecto

SERS, dichas comparaciones las podemos encontrar en las figuras 13, 14 y 15.
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FIGURA 14. LA LINEA NARANJA ES EL ESPECTRO RAMMAN DE LA RODAMINA EN PRESENCIA DE NPAU Y LA

NARANJA SOLO DEPOSITADA SOBRE EL SILICIO CRISTALINO. DEBIDO A QUE LA DISOLUCION CUENTA CON

UNA CONCENTRACION DE 0.1 MOLAR, SUFICIENTEMENTE ALTA COMO PARA NO NOTAR UN EFECTO SERS
SIGNIFICATIVO.

Podemos notar que no existe un efecto SERS significativo cuando la disolucién es
muy concentrada esto se puede deber a que la rodamina B como molécula de
prueba esta en tanta concentracion que cubre la superficie del sustrato y se deposita
sobre si misma provocando que los puntos de alta intensidad de campo eléctrico

40
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| —
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queden por debajo de la rodamina misma y como el efecto SERS es un efecto que

tiene lugar en la superficie este no sea notorio como lo demuestra la figura 13.
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FIGURA 15. EN ESTA FIGURA AL IGUAL QUE LA ANTERIOR, LA LINEA NARANJA REPRESENTA LA RODAMINA
CON NPAU Y LA NEGRA EN AUSENCIA DE ESTAS ULTIMAS, SIN EMBARGO PODEMOS NOTAR QUE AL
REDUCIR LA CONCENTRACION DE RODAMINA EN 10 VECES, EL EFECTO SERS ES SIGNIFICATIVO, HACIENDO
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FIGURA 19. SE IDENTIFICARON LOS MODOS VIBRACIONALES EN EL ESPECTRO RAMAN EN LAS PRIMERAS
3 GRAFICAS POR SEPARADO , POR OTRO LADO EN LA ESQUINA INFERIOR DERECHA, TENEMOS LOS
ESPECTROS NORMALIZADO EN FUNCION DEL PICO MAS INTENSO Y NOS DAMOS CUENTA QUE ENTRE MAS
DILUIDO ESTE LA RODAMINA MENOR ES EL RUIDO POR OTRO LADO LOS MODOS NORMALES MANTIENEN
CONSTANTES SUS PROPORCIONES.

Para el caso de la rodamina en el substrato de silicio con NPAu pudimos identificar 4
de los 8 modos vibracionales de la literatura, repetimos este analisis con los
resultados de rodamina sobre alimina y NPAu, resultados previamente obtenidos por
Oscar Cigarroa en su tesis de doctorado 9, En este caso pudimos encontrar 8
modos vibracionales que coincidian con la literatura 2, dos de estos mismos modos
normales fueron activados en el caso del silicio con NPAu, con lo que podemos
deducir que efectivamente la forma en la que la rodamina interactda con el sustrato
es esencial en la determinacion de los modos normales de vibracion que son

activados.

La primera de las observaciones importantes a destacar es que al usar alimina
podemos ver una respuesta efectiva a una concentracién 108 veces mas diluida que
la respuesta en silicio ©9, por lo que podriamos decir que el usar el sustrato de
alumina es muy eficiente, pues permitira detectar concentraciones extremadamente
bajas de biomarcador mediante la espectroscopia Raman.

Por otro lado, ya lo hemos adelantado, la cantidad y los modos normales de vibracién
activados (resonantes) dependen de la interaccién de la rodamina con el substrato,
en este caso encontramos que solo dos modos fueron activados en comun el v115y

v154.

Imagen de modo
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Los modos vibraciones que tienen en comun son los modos v-115 y v-154
correspondientes a los numero de onda 1311 y 1350 (cm-1) esto nos dice que de
alguna forma la alimina y el silicio excitan estos modos normales en particular , sin
embargo no todos los modos son activados, esto sucede bajo la hipétesis de que la
porosidad de la alimina favorece la produccion de clisteres (muéganos) de nano
particulas de oro que forman cavidades resonantes activando asi otros modos
resonantes a diferencia del silicio que practicamente es un material sin porosidad. Lo
gue nos lleva al resultado principal de esta tesis, la forma que interacciona el sustrato
con la rodamina es esencial para la activacion de modos vibracionales y no la

activacion de otros.
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FIGURA 16. AQUI ES MUCHO MAS NOTORIO EL EFECTO DE LAS NPAU AL INCREMENTAR LA SENAL, PUES
LA SENAL DE LA RODAMINA SOBRE EL SILICIO ES PRACTICAMENTE PLANA, POR LO QUE SERIA MUY
DIFICIL DETECTAR CONCENTRACIONES DE 0.001 MOLAR, PERO GRACIAS AL EFECTO SERS PODEMOS

DISTINGUIR CLARAMENTE LOS MODOS DE VIBRACION ACTIVADOS.
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En las figuras 14 y 15 podemos ver que al reducir la concentracion de la rodamina en
las disoluciones esta tiene un mayor efecto SERS es decir hay un aumento
significativo de la sefial en la presencia de las nano particulas de Au, esto puede
deberse a un mejor acoplamiento de la rodamina sobre el substrato aprovechando de

mejor manera los hot-spots creados por la presencia de las nanoparticulas de Au.

Por dltimo, me gustaria afiadir la siguiente comparacion, que nos sirve para detectar
concentraciones de rodamina de forma grafica. Notemos que las sefiales son casi
idénticas en intensidad por lo que podriamos concluir que la rodamina puede ser
diluida hasta en 3 Ordenes de magnitud y la sefial seguird siendo apreciable e
identificable. También notemos que otros modos de vibracion se ven amplificados ya
que el sustrato de ambas no es exactamente el mismo y la forma en que interactdan

las moléculas de rodamina con la superficie cambian ligeramente.

6000 1 Efectividad del efecto Sers en el substrato de Silicio Cristalino

5000 4

4000+

—— SI-RB-0.1malar
— NPAU-RB-0.001 molar
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FIGURA 17. AQUI TENEMOS LA COMPARACION DE LA MUESTRA DILUIDA 0.1 MOLAR SOBRE SILICIO
(NEGRA) Y LA DISOLUCION DE CONCENTRACION 0.001 MOLAR EN PRESENCIA DE NPAU Y SE PUEDE
NOTAR QUE PRACTICAMENTE SON LA MISMA SENAL, LO QUE DICE QUE PODEMOS ENCONTRAR CON ESTE
SUBSTRATO CONCENTRACIONES DE HAS 102 MOLAR, LO CUAL HACE QUE TENGA UNA EFECTIVIDAD DE
HASTA 3 ORDENES DE MAGNITUD.
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Ademas de la comparacion grafica la cuél es bastante ilustrativa sobre el
significado de coeficiente de amplificacion SERS podemos calcularlo de

manera analitica a través de la ecuacion 04.

Concentracion Intensidad
Muestra Asgrs
Molar Raman
I 0.1 M 5589
1.274
[ 0.1 M 4386
[l 0.01 M 586
1.14x101
I 0.01M 51.2
" 0.001M 5569
4.2x102
iii 0.001M 13.6

5.2 Identificacion de los modos de vibracion.

Después procedimos a comparar nuestros resultados con la literatura en especial el
articulo “DFT Vibrational Calculation of Rhodamine 6G absorbed on silver: Analysis of
tip enhaced Raman spectroscopy” 12, y los resultados de substratos de alimina
(Al203) en la tesis de doctorado de nuestro compafiero Oscar Cigarroa, para saber
qgue modos vibracionales estan activos en nuestra rodamina, y ademas los modos
vibracionales activados en el caso del substrato de alimina. Encontrando que no
todos son los mismos, pero si hay un par en comun. Para ello usamos el software
origin 9 Pro para realizar el andlisis de los datos, usamos la herramienta de analisis
de picos (figura 14) comparamos (tabla 3) y calculamos (tabla 2) los errores
porcentuales de nuestros calculos tedricos con los resultados experimentales y los

reportados. 12
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Peak Analysis

Data Set:% ([RSAUIJFitPeaks2, @WL,Input.IDTR1.IDTC2) Date:12/03/2024
BaseLine:End Points Weighted

Chin2=-- Adj. R-Square=-- # of Data Points=% ([RSAUIJF
SS=-- Degree of Freedom=% ([RSAUI]FitPeaks2, @WL,RegStats.C1 DOF

1.5x10°

1.0x10% 4 B

5.0x10° | B

NPAU-0.01 molar (u.a)

0.0 4 B

T T T T T
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Fitting Results

Peak Index Peak Type
1 30.60126
24.31806
50.78564

23.2808
1601.3674 17.26238
1754.92508 18.64171

24.71085
39.35166
22723.67338 1852143
24539.38187 26.05552

FIGURA 18. ANALISIS DE PICOS , ORIGIN PRO 9.

Modo Longitud de Error experimental | Error experimental Error teorico
onda calculada silicio watanabe (12 watanabe (12
20 423.9 1.29% NA NA
59 700.8 0.62% 0.45% 0.17%
60 706.6 1.36% 0.36% 0.22%
109 1250.9 0.04% NA NA
115 1311.6 0.27% 0.04% 0.35%
122 1371.6 0.35% 0.83% 1.19%
124 1384.2 0.55% 0.08% 0.41%
153 1647.2 0.11% 0.16% 0.29%
154 1673.9 1.04% NA NA
155 1735.2 1.11% NA NA
(=)
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Comparacion de modos de vibracion

Watanabe (@1 Modo vibracional

i -1
Experimental Teodrico |Modo [Experimental [Tedrico |[Modo
I I 11
418.41 418.90 418.41 423.9 40
700.8 59 702 58
vmmzrl
696.94 697.20 696.94 704
706.6 | 60 705 | 59 | Jriii
V5705)
1250.03 | 1250.64 | 1250.03 [1250.9 | 109
1315.27
1313.92 | 1315.27 |[13116 | 115 1311 1307 | 115
l'|.-'| |__{,I1.11|I;-'i
1388 | 122
1371.6 | 125
1;'133”.11{;.*-5
1376.53 | 1376.12 1376.53 1383 1390 | 124 :
1384.2 | 126
‘v'|:4ll-’r';”?
1649.03 | 1649.04 1649.03 |1647.2 | 153 1650 1652 | 154 \
\'|5.4f1f-.‘"'2'|
1691.42 | 1691.36 1691.42 1673.9 | 154
1754.63 1735.2 1754.63 1735.2 | 155

TABLA 3. COMPARACION DE LOS MODOS NORMALES DE VIBRACION
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Ademas, los modos de vibracion obtenidos mediante nuestra simulacion
computacional son consistentes con los resultados experimentales obtenidos y los de

la literatura (12)

Loy EFECTO SEERS NPAU-Si-R6B

6000 - f NPAU-0.001 molar|
|
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4000 ~ 154 |
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FIGURA 20. MODOS NORMALES EN COMUN DE LA RODAMINA AL INTERACTUAR CON
SUSTRATOS DE SILICIO (NEGRO) Y ALUMINA (ROJO) AMBAS EN PRESENCIA DE NPAU.

Esto ultimo se puede ver claramente en la figura 15, los modos excitados son
distintos, pero también cambian sus intensidades, por lo que, aunque en ambos
casos son activados, no son excitados con la misma intensidad esto debido a la
naturaleza de la superficie de ambos substratos. En el caso de las muestras de
rodamina 6G y alimina es un substrato poroso (figura 16) ?% | mientras que por otro
lado los substratos de silicio cristalino el material es continuo y atomicamente plano (
figura 17)@Y esto evita la clusterizacion de las nanoparticulas y la obtencion de
cavidades resonantes de volumen nanométrico, es decir al no ser una superficie
porosa a diferencia de la alimina @9 no se favorece la aparicion de cavidades
resonantes que actuen como una especie de eco en donde la molecula entre en

resonancia y en donde bien pueden tenerse condiciones de Raman “hecho a una
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sola molécula” lo que seria un indicio de explicacion del porque la magnificacién tan

elevada en los substratos porosos.

FIGURA 21. MICROGRAFIA TOMADA DE MICROSCOPY AND MICROANALYSIS, 29 (SUPPL 1),
2023, 821-822 EN LA FIGURA LOS CIRCULOS NARANJAS PRETENDEN SENALAR LAS
CAVIDADES HECHAS DE NANOPARTICULAS OBLATAS DE AU EN DONDE SE “METEN” LAS
MOLECULAS DE RODAMINA, Y A ESTO LE LLAMAMOS CAVIDADES RESONANTES

Figura 22.: ESTRUCTURA CRISTALINA DEL SI A) ESTRUCTURA FCC DEL SILICIO. B)
ENLACES COVALENTES CON UNA COORDINACION TETRAEDRICA CON ANGULOS DE
109,5° ENTRE CADA ENLACE.?"
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5.3 Espectro Raman por simulacion
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El efecto SERS es de suma ayuda cuando tenemos concentracibn de un
biomarcador por debajo del limite de deteccion de la técnica, pues el espectro
Raman se ve amplificando, pudiendo detectar a la molécula, por lo que es de suma
importancia maximizar la eficiencia de nuestro sustrato teniendo un equilibrio entre la
cantidad de ordenes de magnitud que podemos amplificar, el ruido que podamos
tener y lo sencillo que sea de construir, en ese sentido la alimina demuestra ser muy
eficiente, por otro lado el silicio destaca por la poca cantidad de ruido que detecta y lo
facil que es tratar la sefial aunque pierde varios ordenes su eficiencia en

comparacién con la alimina.

Los modos normales de vibracion activados dependen fuertemente de la interaccion
de la rodamina con el sustrato, activando modos distintos en cada uno de nuestros
casos, asi mismo aqui es importante preguntarnos para continuar en nuestro trabajo

de Doctorado en fisica.

¢, Cudles son los parametros mas relevantes que definen los modos de vibracién
activados? ¢Podemos construir un modelo tedrico aplicable a nuestros dos sustratos
y quizas algunos otros?, para responder esa pregunta ya se esta trabajando en
conjunto con el departamento de quimica teorica para construir un modelo
computacional en base a Mecanica Molecular (MM) donde a través de DFT
esperamos reconstruir el espectro Raman de ambos sustratos y que esto nos ayude
a explicar por qué sus diferencias a pesar de que en principio son la misma
molécula. En principio aqui se presenta la totalidad de los modos normales de
vibracion sin estar interactuando con algun sustrato en especifico, con la finalidad de
evaluar nuestro proceso de simulacion, pues si bien creemos que la interaccion con

la superficie es crucial para determinar que modos se ven mas excitados, no deberia
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surgir mas modos y en ese sentido todos los modos reportados por DFT Vibrational
Calculation of Rhodamine 6G absorbed on silver: Analysis of tip enhaced Raman
spectroscopy” ©), siendo esta una prueba de que la manera de implementar nuestro

analisis computacional es correcta.

Durante el presente trabajo de maestria se reprodujeron e incluso mejoraron los
resultados previos de los substratos SERS sobre silicio para rodamina y ademas se
empezo a utilizar el analisis computacional con el programa deMon2K para el calculo
de los modos vibracionales con la finalidad de evaluar de manera mas confiable los
datos experimentales y aplicar estos procedimientos y aprendizajes para la molecula
gue verdaderamente nos interesa, recordando que el trabajo de doctorado es disefiar
un biosensor para cancer de ovario epitelial y que los conocimientos adquiridos y la
experiencia sobre substratos SERS, espectroscopia Raman, simulacion
computacional seran de suma utilidad al comenzar con el desarrollo de nuestro
trabajo ahora aplicado a una proteina llamada haptoglobina, quien es en pocas
palabras nuestra gran candidata a ser el biomarcador.

Perspectivas.

Como ya hemos dicho este trabajo tiene sobre todo un gran aprendizaje, que servira
para un proyecto mas complejo, la importancia de tener un sustrato SERS eficiente,
pero a la vez sencillo y barato de producir radican en que podamos sensar con gran
precision inclusive concentraciones de haptoglobina realmente bajas, no solo para
determinar la existencia del cancer si no en funcion de la concentracion detectada
poder establecer una escala y asi determinar la fase del cancer, si este avanza o
acaso esta remitiendo, es decir una especie de curva que en funcién de la densidad
de haptoglobina detectada se especifique el estado de salud de la persona, que no
sea complejo y barato como en el caso del silicio permitira el facil estudio de mas
aplicaciones o la produccion en mas y el facil acceso a todos los rincones del mundo,
por lo que me gustaria terminar diciendo que los resultados de este trabajo son

importantes no solo por si mismos y las preguntas que plantean, sino ademas por su
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latente potencial de ser aplicados en la medicina del futuro, y hacer que una
enfermedad tan letal como el cancer de ovario, pueda ser detectada y tratada a

tiempo, salvando asi miles de vidas anualmente.
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Anexo 1. Archivo XYZ (salida del programa Avogadro)

C -7.16092 1.93186 -0.05755
C -7.10938 0.50123 -0.15726
C -5.82357 -0.08543 -0.20660
C -5.97111 2.681406 -0.02234
C -4.70449 2.07884 -0.08793
C -4.65051 0.67231 -0.16996
H -6.05982 3.75485 0.06755
H -5.65548 -1.13181 -0.27151
C -3.49104 2.82726 -0.04622
C -2.26499 2.11489 -0.10032
C -2.32218 0.64557 -0.17506
O -3.49034 0.02920 -0.20657
C -0.99786 2.71844 -0.11810
C 0.18261 1.95423 -0.16972
C 0.12522 0.52657 -0.21952
C -1.14702 -0.09741 -0.22524
H -1.25233 -1.17269 -0.27382
H -0.909067 3.79451 -0.09423
C 1.49708 2.70100 -0.17141
H 1.35801 3.80248 -0.12913
H 2.06083 2.47102 -1.09995
H 2.09849 2.40793 0.71481
N 1.22186 -0.18184 -0.26504
C 1.25348 -1.63869 -0.32063
C 2.68758 -2.16259 -0.36320
H 0.72776 -1.99121 -1.23508
H 0.75642 -2.05969 0.58081
H 2.67932 -3.27221 -0.40496
H 3.23906 -1.84305 0.54660
H 3.21034 -1.77470 -1.26333
N -8.33579 -0.27222 -0.19582
C -8.063114 -1.70571 -0.29247
H -9.21806 0.24158 -0.15209
C -7.49102 -2.70930 -0.37483
H -6.89440 -2.55178 -1.29779
H -7.92110 -3.73115 -0.44404
H -6.87830 -2.68491 0.55004
H -9.24282 -1.98549 0.59307
H -9.26123 -1.86031 -1.19565
C -8.425064 2.76678 0.02086
H -9.38914 2.23897 -0.00001
H -8.44267 3.47827 -0.83221
( 1
L *¢ )
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H -8.41420 3.35292 0.96454
C -3.49953 4.32555 0.02446
C -4.13184 5.02205 -1.02421
C -2.86245 5.06613 1.07054
C -4.14561 6.41363 -1.05673
C -3.53072 7.13830 -0.04282
C -2.89955 6.47595 1.00929
H -4.63444 6.93137 -1.87195
H -4.60690 4.48014 -1.83340
H -2.46597 7.08503 1.78771
H -3.55016 8.22038 -0.06614
C -2.22346 4.39302 2.25649
O -2.56997 3.26109 2.55371
@) -1.30467 4.98958 3.06400
C -0.34377 5.90920 2.68545
C 1.03031 5.38717 3.07698
H -0.52847 6.87045 3.21012
H -0.34160 6.07724 1.58669
H 1.07793 5.22428 4.17466
H 1.80883 6.12446 2.78826
H 1.23368 4.42642 2.55761
H 2.13763 0.28960 -0.26223

Anexo 2. Archivo de salida después de optimizar las coordenadas

GEOMETRY CARTESIANODAMINA OPT+FRE
#

VXCTYPE PBE

8ASIS (DZVP)

SCFTYPE TOL=0.500E-07

GUESS RESTART

FREQUENCY RESTART

##

## Optimized Cartesian coordinates
##

GEOMETRY CARTESIAN ANGSTROM

NO. ATOM X Y Z Z—-ATOM MASS TYPE
OPTXYZ

1 C -7.143693 1.938705 -0.069664 6 12.011 oM
2 C -7.046065 0.541165 -0.347356 6 12.011 oM
3 C -5.768499 -0.055873 -0.333188 6 12.011 oM
4 C -5.974717 2.686885 0.083399 6 12.011 oM

( ]

57
L )
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.628661
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.921390
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35 H -7.296270 -2.620488 -1.461530 1 1.008 oM
36 H -8.135163 -3.614985 -0.220402 1 1.008 oM
37 H -6.689526 -2.660885 0.233082 1 1.008 oM
38 H -8.627101 -1.384563 1.040563 1 1.008 oM
39 H -9.543453 -1.745704 -0.454476 1 1.008 oM
40 C -8.506370 2.578027 0.095485 6 12.011 oM
41 H -9.166087 1.905229 0.684792 1 1.008 QM
42 H -9.008008 2.790090 -0.875660 1 1.008 QM
43 H -8.427692 3.541589 0.634694 1 1.008 oM
44 C -3.480010 4.338404 0.090815 6 12.011 oM
45 C -4.068654 5.025157 -0.993268 6 12.011 oM
46 C -2.938518 5.107149 1.157350 6 12.011 oM
47 C -4.112554 6.420343 -1.042227 6 12.011 oM
48 C -3.582098 7.169063 0.017137 6 12.011 oM
49 C -2.996135 6.513122 1.102404 6 12.011 oM
50 H -4.564826 6.926974 -1.912762 1 1.008 oM
51 H -4.481672 4.430217 -1.822930 1 1.008 oM
52 H -2.613896 7.103113 1.948367 1 1.008 oM
53 H -3.636443 8.268503 0.001665 1 1.008 oM
54 C -2.515112 4.452112 2.444105 6 12.011 oM
55 O -3.199823 3.608339 3.008019 8 15.999 QM
56 O -1.370254 4.882212 3.069970 8 15.999 QM
57 C -0.351844 5.626891 2.344654 6 12.011 oM
58 C 1.003200 5.176234 2.867693 6 12.011 oM
59 H -0.504467 6.712842 2.520173 1 1.008 oM
60 H -0.441537 5.441329 1.256590 1 1.008 oM
61 H 1.103093 5.393215 3.950427 1 1.008 oM
62 H 1.800540 5.720346 2.321233 1 1.008 oM
63 H 1.128163 4.085167 2.710547 1 1.008 oM

'
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64 H 2.184986 0.263282 -0.056916 1 1.008 QM
Anexo 3. Modos normales de vibracidén obtenidos
Modo | A(cm™) | Intensidad | Modo | A(cm™!) | Intensidad | Modo | A(cm™!) | Intensidad

6 32 2.1 28 254.4 6.8 50 584.5 11.8
7 41.1 0.4 29 266.7 1.8 51 589.9 12.4
8 48.9 1.1 30 275.9 15.2 52 606.1 86.8
9 53.3 6.1 31 295.9 4.9 53 619.5 6.9
10 72.2 11.6 32 310.4 1.4 54 656.7 36.9
11 76.8 0.8 33 317.5 11.5 55 666.6 12.7
12 84.5 1 34 334.9 12.7 56 673.2 36.3
13 101.7 8.8 35 350.9 0.6 57 680.9 18.5
14 104.9 2.3 36 364.8 1.4 58 700.8 17
15 118.5 3.5 37 393.3 16.8 59 706.6 8.5
16 124.7 3.7 38 401.1 0.8 60 721.8 6

17 140.6 0.4 39 423.9 53.7 61 733.3 17.4
18 147 1.6 40 434.7 18.9 62 747.6 26.6
19 162.8 4.7 41 442.2 109.2 63 760.1 13
20 170.6 1 42 458.6 160.3 64 772.1 3.5
21 205.6 0.6 43 483.5 8.6 65 783.7 38.1
22 210.2 1.7 44 490.3 26.9 66 789 12.6
23 226.5 0.3 45 511 44.2 67 792.7 15.9
24 229.6 0.8 46 527.2 57.8 68 804.3 2.1
25 235.1 5.6 47 530.1 14.1 69 827.2 10.6
26 245.9 6.3 48 555.7 38.2 70 830.4 1.8
27 248.1 2.8 49 572.6 22 71 851.1 5.2

(=)
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72 857.1 5.2 96 1136.1 3.3 120 1364.5 25.1
73 869.1 30.1 99 1160 1.9 125 1410.7 27.2
74 876.7 3.9 100 1168.9 10.3 126 1415.3 10.6
75 893.1 25.5 101 1195.8 5.6 127 1421.4 2.5
76 910.5 7.9 102 1217.6 10 128 1427.5 16.2
77 914.1 0.5 103 1226 1.2 129 1430 16.4
78 934 2.8 104 1231.5 9.7 130 1430.7 2

79 938.2 2.7 105 1237.8 13.7 131 1435.5 224
80 957 0.6 106 1250.9 32.2 132 1438.4 16.7
81 975.7 3.9 107 1253.7 10.6 133 1442.4 6.6
82 984.9 4.9 108 1257.5 5.8 134 1444.3 3.4
83 1007 27.1 109 1262.5 5.5 135 1447.8 24
84 1018.5 15.8 110 1273 29 136 1451.7 19.9
85 1032.1 8.5 111 1287.5 3.5 137 1453.9 20.5
86 1040 219 112 1311.6 34.2 138 1477.7 13.5
87 1047.2 3.7 113 1323 14.4 139 1479.9 70.3
88 1056.1 4.2 114 1327.1 5.3 140 1488.5 7.4
89 1066.1 4.8 115 1337.5 8.9 141 1499.3 20.9
a0 1077.8 65.9 116 1344 48.3 142 1502.7 38.3
91 1098.6 4.7 117 1351.1 14 143 1522 42.1
92 1101 5.8 118 1353.9 2.9 144 1561.1 36.8
93 1110.7 8.8 121 1367.8 14.6 145 1584.9 54.4
94 1114.2 1.7 122 1371.6 7.3 146 1594.6 24.5

(=)




CINVESTAV-TESIS DE PARA LA OBTENCION DE GRADO DE MAESTRO DEN CIENCIAS EN LA
ESPERICALIDAD DE FISICA.

95 1122.1 37 123 1384.2 13.9 147 1608.9 69.9
97 1141 3.6 124 1399.7 29.1 148 1636.9 136.5
98 1143.2 1.4 125 1410.7 27.2 149 1647.2 19.1
150 1673.9 48.1 151 1735.2 214.9

( o )

| )




