SERS para la
deteccidén de
agentes de guerra
quimica

Autores: Marta Lafuente, Maria

Pilar Pina, Reyes Mallada, Jesus
Santamaria, Instituto de Nanociencia
de Aragoén (INA); Miguel Urbiztondo,
Centro Universitario de Defensa de

Zaragoza (CUD); Ismael Pellejero,
Institute For Advanced Materials.

Palabras clave: sensor, gas sarin,
SERS.

Metas Tecnolégicas relacionadas:
MT 5.2.1.

Agentes Quimicos de Guerra

Segun la Chemical Weapons Con-
vection (CWC), un agente quimico
de guerra (Chemical Warfare Agent,
CWA) es toda sustancia quimica que,
por su accioén quimica sobre los pro-
cesos vitales, pueda causar la muer-
te, la incapacidad temporal o lesiones
permanentes a seres humanos o ani-
males [1]. Las CWA son relativamente
mas baratas que el resto de armas de
destruccién masiva (armas nuclea-
res, radiolégicas y bioldgicas), y sus
efectos son devastadores para la po-
blacién [2].

Gas Sarin
(metilfosfonofluoridato de
O-isopropilo)

DMMP
(metilfosfonato de dimetilo)

Fig. 1. Estructura del gas sarin y su simulante: DMMP.
Leyenda de colores: C, gris; H, blanco; O, rojo; P, morado; F, azul. (Fuente: propia.)

Las CWA se clasifican segun sus efec-
tos en el cuerpo humano en agentes
nerviosos, sanguineos, pulmonares
(asfixiantes), vesicantes, lacrimoge-
nos y discapacitantes (o paralizantes).

Los agentes nerviosos son los
agentes de guerra mas toxicos de
todos los que se conocen, de cien-
tos a miles de veces mas letales que
los vesicantes, los agentes pulmo-
nares o los venenosos que afectan
a la sangre. Por ejemplo, la toxici-
dad del sarin es de 25 a 50 veces
superior a la del cianuro de hidro-
geno. Ademas, este tipo de arma
puede ser dispersada desde misi-
les, cohetes, bombas, proyectiles,

b)

minas, municiones u otros dispo-
sitivos que den como resultado un
aerosol que pueda utilizarse en es-
pacios confinados (teatros, centros
comerciales, estaciones de metro,
etc.) con objeto de causar el mayor
dafo posible.

Deteccion de Agentes Quimicos de
Guerra (CWA) en fase gas

En la actualidad las técnicas mas
habituales de detecciéon en fase
gas de este tipo de amenazas
estdn basadas en cromatografia
gases-masas (GC MS) [3] y espec-
troscopia de movilidad i6nica (IMS)
[4]. Sin embargo, presentan seve-
ras limitaciones en especificidad,
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Fig. 2. a) Imagen TEM de AuNP@citrate donde se visualiza la capa estabilizante de citrato. b) Espectro de absorcién de seis diferentes
lotes de AuNP@citrate; inserto: AuNP@citrate en la cubeta de UV. (Fuente: Referencia [8]).
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51.2 nm

Fig. 3. a) Imagen SEM de las AuNP@citrate depositadas sobre SiO2/Si. b)
Caracterizacion AFM-3D de las AuNP@citrate sobre SiO2/Si. (Fuente: Referencia [8]).

portabilidad, coste y simplicidad.
Estas técnicas no dotan a los cuer-
pos de seguridad de respuesta ra-
pida, de un equipamiento que les
permita realizar un analisis rapido e
“in situ” de la escena cuando haya
riesgo de haberse producido un ata-
que quimico. Los avances que se
presentan en este articulo intentan
suplir esta importante necesidad.
El objetivo final es el desarrollo de
un método rapido, sencillo y repro-
ducible de deteccién de agentes
nerviosos G en condiciones rea-
les o de campo realmente Util para
nuestras fuerzas de seguridad.

Espectroscopia Raman y efecto
SERS (Surface Enhanced Raman
Spectroscopy)

La espectroscopia Raman monitori-
za la vibracién de los enlaces de las
moléculas obteniéndose la huella
dactilar de las mismas (la vibracion
de cada molécula es Unica, como la
huella dactilar humana) y, por tanto,
alcanzandose una alta selectividad
en la identificacion de agentes qui-
micos. Por otro lado, la variante Ra-
man SERS ha sido identificada como
una tecnologia clave en la deteccién

Espectroscopia
Raman

T

de agentes quimicos debido a su ul-
tra alta sensibilidad, y la capacidad
de identificar y cuantificar mezclas
de compuestos en una sola medida,
permitiendo una deteccién a tiempo
real en condiciones de campo.

El efecto Raman se produce cuando
la luz (laser) incide sobre una molécu-
la e interactta con la nube de electro-
nes de los atomos de esa molécula.
El fotdn incidente excita uno de los
electrones a un estado virtual. La mo-
|écula se excita desde el estado basal
a un estado de energia virtual, y se re-
laja a un estado vibracional excitado,
lo que genera la dispersion inelastica
de Raman Stokes.

El efecto SERS consiste en una inten-
sificaciéon extraordinaria de la emisién
Raman procedente de una molécula
cuando ésta se encuentra en contac-
to o cerca de una superficie metalica
nano-estructurada. La amplificacion
de la sefal en SERS proviene de la in-
teraccion de la luz con los electrones
de conduccion situados en la superfi-
cie del metal.

Los metales que presentan las pro-
piedades O6pticas adecuadas para
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generar tales intensificaciones, son
principalmente la plata, el oro y el
cobre, siendo los dos primeros los
que alcanzan una mayor intensifi-
cacion y los mas aplicados en ex-
perimentos SERS. Las dimensiones
y la ordenacién de las nanoparti-
culas (NP) metalicas implicadas en
este fendmeno juegan un papel im-
portante.

En general, las nanoestructuras con
unos tamafios entre 1 y 100 nm, ab-
sorcion entre 400 y 800 nm, suelen
ser efectivas. En su ordenacion, el
espaciado entre NP, también es un
parametro crucial para que se pro-
duzca el aumento de la senal. El
campo electromagnético generado
en una particula individual debe en-
trar en interferencia coherente con
los campos electromagnéticos de
NP adyacentes para producirse el
aumento de la sefial, este punto de
proximidad se denomina “hot spot”,
y suelen distar alrededor de entre
5-20 nm [5].

En este articulo se presentan los re-
sultados obtenidos para la molécula
modelo DMMP (metilfosfonato de
dimetilo), un simulante del gas sarin,
la molécula objetivo de este trabajo.
Se utiliza un simulante dada la alta to-
xicidad de la molécula real y porque
la Chemical Weapons Convention
(CWC) prohibe el desarrollo, produc-
cion, almacenaje y uso de armas qui-
micas [6]. DMMP y gas sarin difieren
principalmente en la ausencia del en-
lace C-F, responsable de la toxicidad
(figura 1).

Cabe destacar que, en la bibliografia
cientifica actual, apenas aparecen ar-
ticulos que usen Raman SERS para
detectar DMMP, y los que usan la téc-
nica, detectan la molécula en fase li-
quida [7], cuando el verdadero peligro
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Fig. 4. Esquema general de la plataforma sensible desarrollada para detectar DMMP en fase gas. (Fuente: Referencia [8]).
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Fig. 5. Espectro SERS de AuNP@citrate sobre SiO2/Si antes (azul claro) y después de
alimentar una corriente gaseosa de DMMP de 2,5 ppmV (azul oscuro). Espectro SERS de
AuNP sobre SiO2/Si tras retirarle la capa de citrato antes (rosa) y después de alimentar
una corriente gaseosa de DMMP de 2,5 ppmV (rojo). (Fuente: Referencia [13]).

se encuentra en su dispersién por via
area. Esto supone un reto afadido a
nuestro objetivo de detectar e identifi-
car DMMP en fase gas en concentra-
ciones bajas.

Sustrato SERS

El soporte seleccionado como sustra-
to SERS en deteccion de DMMP en
fase gas ha sido nanoparticulas de
oro recubiertas de citrato (AuNPs@
citrate) depositadas sobre un sustrato
plano de 6xido de silicio (SiO2/Si) me-
diante un protocolo de Layer-by-layer
usando como linker un polimero ca-
tiénico.

La figura 2 muestra imagenes TEM
de las nanoparticulas de oro estabili-
zadas con citrato (AuNP@citrate) y su
espectro UV situado en 528 nm para
todas las muestras del lote denotan-
do la gran reproducibilidad del méto-
do estudiado y optimizado de sintesis
de estas particulas.

Tras la deposicion de estas particulas
mediante un método basado en un
protocolo de deposicidn capa a capa,
se obtuvo como resultado un sustra-
to SERS con una densidad de 750
AuNP/pm?2 proporcionando un grado
de recubrimiento del 30% y unos in-
terespaciados, hot spots, de 15 nm.
La densidad y el espaciado fueron

10

medidos de las imagenes SEM (figura
3 a) y AFM (figura 3 b) de los recubri-
mientos.

Sistema experimental para medir
DMMP en fase gas

El equipo utilizado para medir los es-
pectros Raman SERS del DMMP fue
un Alpha Raman Spectrometer de
WITec. El sistema Alpha 300 combina
la alta eficiencia del detector Raman
con un microscopio de alta resolucion
confocal. Con esta combinacion es
posible obtener informacién quimica
de muestras realizando areas x-y-z.

La figura 4 muestra el esquema ge-
neral de la plataforma sensible desa-
rrollada para la deteccién de DMMP
en fase gas. La plataforma sensible
consta de una celda de gases cons-
truida “ad-hoc” donde se situa el sus-
trato SERS y se alimenta el DMMP en
fase gas [8].

El DMMP tiene varios enlaces activos
en Raman proporcionando un espec-
tro SERS con multiples picos, siendo
el mas intenso e importante el des-
plazado a 715 cm™, y que representa
el enlace P-C de la molécula, es este
pico el que se usa como referencia en
la deteccion de DMMP en fase liquida

y, por tanto, el que usaremos noso-
tros en fase gas.

Como puede observarse en la figura 5,

el espectro SERS de las AuNP@citra-
te (azul claro) se modifica tras alimen-
tar 2,5 ppmV de DMMP en fase gas a
la celda (azul oscuro). El pico caracte-
ristico del DMMP (banda c de la figura
5) comienza a aparecer denotando su
presencia. Ademas, en el espectro del
DMMP sobre AuNP@citrato podemos
reconocer los picos obtenidos de la
vibracién de los enlaces POCHS3 (ban-
da a), POC (banda b), PO2 (banda d) y
P=0 (banda 5).

La figura 5 también compara espectro
SERS del DMMP sobre AuNP@citrate
con el espectro obtenido del DMMP
(rojo) sobre las mismas AuNP sin la
capa de citrato (rosa). Si comparamos
los dos espectros podemos observar
que sobre AuNP sin citrato no somos
capaces de detectar DMMP. Con este
ensayo se demuestra la importancia
de la capa organica de citrato alrede-
dor de las AuNP, esta capa organica
hace de trampa molecular del DMMP
en fase gas, acercandolo a la super-
ficie metalica e introduciéndolo asi
dentro del campo electromagnético
amplificado por las nanoparticulas
metalicas (efecto SERS), es decir,
aumentando la sefial de la molécula
de DMMP siendo asi posible su de-
teccion e identificacion en bajas con-
centraciones.

El tiempo de respuesta de nuestro
sistema es inferior a 100 segundos,
tal y como se muestra en la figura 6
(@). Ademas, la interaccion responsa-
ble de la deteccion del DMMP entre
esta molécula y el citrato es débil,
lo que permite reutilizar el sensor en
multiples medidas. La figura 6 (b) nos
muestran 10 ciclos ON/OFF de ab-
sorcion de DMMP sobre un mismo
sustrato de AuNP@citrate. Un ciclo se
corresponde con alimentar 1,2 ppmV
de DMMP en nitrogeno a la celda
hasta obtener sefal (puntos rojos) y
después barrer la celda con nitrége-
no limpio hasta que la intensidad del
pico desplazado a 718 cm™ es cero
(puntos azules), aprox. 10 min, con-
siderandose entonces que el sustrato
esta completamente limpio de DMMP
y, por tanto, puede volver a utilizarse.

Una vez conocidas las bondades de
nuestro sustrato SERS como plata-
forma de deteccién e identificaciéon
de DMMP en fase gas, se paso a

Boletin de Observacion Tecnoldgica en Defensa n.° 58. Tercer trimestre 2018



Tecnologias emergentes

5 Referencias
al
100 2000
80+ ) I R B 1600
Valve ! vy L % i . i ‘
oy Opened | . /; i P *
S 601 3 © 12004 DMMP adsorption
= Py
2 404 1 2 800
L =
= £
~ 204 <100 400
DMMP desorption
O s m = s = u s = = O{ e o o o o o o o o o

0 25 50 75 100 125 150 175 200
Time (s)

12345678 910
Measurement cycle

Fig. 6. a) Evolucion temporal del pico a 718cm-1 del DMMP sobre AuNP@citrate.
Condiciones: 1 mW y 0,5s. b) Evolucion del espectro SERS del DMMP cuando se
expone el sustrato AuNP@citrate a consecutivos de ciclos ON/OFF de DMMP.
Condiciones: 1,2 ppmV. (Fuente: Referencia [13]).

reducir la concentracion de DMMP
para conocer el limite de deteccion
del sustrato, o sensibilidad del mis-
mo. La figura 7 nos muestra los espec-
tros SERS sobre AuNP@citrate de tres
concentraciones diferentes de DMMP:
2,5 ppmV, 1,2 ppmV y 625 ppbV. Pue-
de observarse que en todos los casos
se observa claramente el pico del enla-
ce PC del DMMP, y el desplazamiento
del pico se debe a la orientacion de la
molécula sobre el sustrato. Este com-
portamiento se ha observado anterior-
mente para otras moléculas cuando
se desciende la concentracion de las
mismas [9]. La intensidad del pico
caracteristico del DMMP aumenta li-
nealmente al aumentar la concentra-
cion de DMMP (figura 7 b), por lo que
nuestro sustrato podria utilizarse para
cuantificar DMMP en fase gas. Acor-
de a estos resultados experimentales
se ha calculado el limite de deteccion
(LOD) en 130 ppbV, valor muy por de-
bajo de lo reportado hasta el momento
en literatura [10].
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Conclusiones

En este trabajo se rescata una téc-
nica de principios de siglo XX con
el empuje del efecto SERS, y la si-
tla en la vanguardia de las publi-
caciones cientificas mas recientes.
Pero este trabajo no sélo se queda
en una importante contribucién a la
ciencia, sino que, ademas, preten-
de dar solucién a un problema que
hoy en dia existe frente a posibles
ataques con agentes quimicos de
guerra.

Con el sistema de deteccion desa-
rrollado se puede diferenciar, por
primera vez en fase gas, 130 ppbV
de agente nervioso (DMMP) con
un tiempo de respuesta inferior a
dos minutos. Ambas caracteristi-
cas aventuran un futuro sistema de
deteccién tremendamente sensible
y selectivo, fiable, barato y de fa-
cil manejo, en resumen, el sistema
de deteccidén 6ptimo para este tipo
de aplicaciones.

0.625 12 2.5
[DMMPgas] (ppmV)

Fig. 7. a) Espectro SERS del DMMP sobre AuNP@citrate cuando se alimentan
diferentes concentraciones de DMMP: 625ppbV, 1,2 ppmV y 2,5 ppmV. b)
Representacion de la intensidad del pico PC del DMMP sobre AuNP@citrate para las
tres concentraciones estudiadas. (Fuente: Referencia [13]).
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