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DESCRIPCION

Sintesis de nanoparticulas nicleo-cubierta y aplicaciones de estas nanoparticulas para la espectroscopia Raman con
superficie mejorada

Campo técnico

La invencion se refiere a la sintesis de nanoparticulas metdlicas del tipo ndcleo-cubierta, mediante un enfoque de tipo
ascendente (tipo bottom-up), a partir de una solucién coloidal.

La invencién encuentra aplicaciones ventajosas para la realizacion de sustratos para espectroscopia Raman con
superficie mejorada (Surface Enhanced Raman Scattering SERS).

Definiciones

Por “sustrato para espectroscopia Raman con superficie mejorada” se designa aqui un soporte, por ejemplo, de silicio,
sobre el cual se coloca una soluciéon que contiene nanoparticulas metalicas.

Por "nanoparticula” se designa aqui un conjunto de estructuras poliatdbmicas de tamafo nanométrico, que tipicamente
varian entre 1 y 200 nm, sea cual sea una de las tres dimensiones.

Por “nanoparticulas metalicas” se designan en este documento especialmente las nanoparticulas de metales nobles,
y en particular oro y plata.

Por “nanoparticulas metélicas del tipo nucleo-cubierta” se designan en este documento nanoparticulas formadas a
partir de un nucleo de un primer metal noble, en particular oro, recubierto con una cubierta de un segundo metal noble,
en particular plata.

Estado de la técnica

Los métodos de sintesis de nanoparticulas metalicas se pueden clasificar en dos grupos: “de arriba hacia abajo” (top-
down) y “de abajo hacia arriba” (bottom-up).

Los enfoques de arriba hacia abajo (top-down) permiten partir del material macizo, y después reducirlo a compuestos
cada vez mas finos, por ejemplo, por via electroquimica, ablacion laser en fase acuosa, trituracion de polvos, litografia.
Las nanoparticulas de oro se han producido mediante ablacién laser en el agua, o incluso en acetona, tolueno,
tetrahidrofurano, acetonitrilo. Amendola et al. (Synthetic metals, Vol. 155, Numero 2, 2005, p. 283-286) describen la
ablacion laser en dimetisulfoxido (DMSO, CAS 67-68-5), que permite la funcionalizacién de nanoparticulas de oro
mediante derivados fullereno.

Los enfoques de abajo hacia arriba (bottom-up) parten de las entidades quimicas mas pequenas posibles, como los
atomos o las moléculas, que se ensamblan para formar gradualmente una nanoparticula. Los enfoques de abajo hacia
arriba (bottom-up) realizan tipicamente reacciones de reduccién o descomposicion, en fase gaseosa, liquida o sélida,
por via fisica (pirdlisis laser, deposito de CVD) o por via quimica (reduccién quimica, electroquimica, fotoquimica,
procedimiento sol-gel).

La espectroscopia Raman potenciada en superficie (SERS) se basa principalmente en el uso de sustratos SERS (a
base de metales, en general: Au, Ag, Cu) que tienen propiedades épticas singulares, relacionadas con la excitacién
por la luz de plasmones de superficie localizados (Localized Surface Plasmon Resonance LSPR).

Tipicamente, un sustrato SERS se presenta en forma de nanoparticulas metalicas (en solucién o depositadas sobre
un soporte sdlido) o de una pelicula metalica rugosa depositada sobre una superficie plana (lamina de vidrio, silicio).

Los sustratos de SERS pueden ser activos o pasivos, permitiendo los sustratos activos una selectividad del sustrato,
mediante una funcionalizacién, por ejemplo, el uso de un antigeno para la deteccion de un anticuerpo.

Las caracteristicas vibratorias de las moléculas obtenidas por difusion Raman son generalmente muy bajas, pero en
presencia de nanoparticulas de metales nobles, estas sefales se amplifican considerablemente.

Las moléculas adsorbidas en la superficie de las nanoparticulas metélicas sufren un efecto SERS, debido al fuerte
campo electromagnético que sufren las moléculas en las proximidades de la superficie metalica. El confinamiento del
campo mas proximo al metal resulta de la excitacién de los plasmones de superficie localizados.

La espectroscopia Raman potenciada en superficie (SERS) se ha convertido asi en una espectroscopia vibratoria
ineludible, abriéndose a campos tan variados como la biologia, la quimica analitica, la identificacion, la conservacion
y la restauracion de obras de arte, o la criminalistica.
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Las aplicaciones de la SERS son tipicamente aquellas en las que la concentracidén del compuesto a detectar es baja
con respecto a la sensibilidad Raman (por ejemplo, identificacién de contaminantes, agentes contaminantes, fluidos
biolégicos durante investigaciones de la policia cientifica), o cuando los analisis son dificiles sin preparacion
(identificacion de microorganismos para la industria agroalimentaria o la higiene médica, imagenologia celular), o
incluso para diagnosticos médicos.

A titulo de ilustracion, se propone asi la SERS para la deteccion del consumo de drogas (por ejemplo Nuntawong et
al., Detection of methamphetamine/amphetamine in human urine based on surface-enhanced Raman spectroscopy
and acidulation treatments, Sensors and Actuators B: Chemical, Volumen 239, 2017, paginas 139-146), la deteccién
de explosivos, de agentes contaminantes tales como pesticidas o metales pesados (por ejemplo el mercurio, Sun et
al., Recent progress in detection of mercury using surface enhanced Raman spectroscopy- A review, Journal of
Environmental Sciences, Volumen 39, 2016, paginas 134-143).

La SERS, considerada durante mucho tiempo como un fenémeno fisico destacable, pero puramente fundamental, se
ha impuesto poco a poco como una herramienta analitica robusta y eficaz para potenciar (en el sentido de amplificar)
en varios érdenes de magnitudes (103-107) la sefial Raman de las moléculas.

Problemas técnicos

La realizacion de sustratos SERS es compleja.

Como se ha mencionado anteriormente, la potenciacién Raman se rige por la excitacion de los plasmones LSPR, lo
que supone una buena adecuacién entre la longitud de onda de excitacién laser (Raman) y la posicion de la resonancia
plasmén.

Para las nanoparticulas metalicas esféricas, la posicion y la anchura de la banda plasmoén esta influenciada por el
tamano de las nanoparticulas. Por otro lado, el modo de oscilacion de los electrones de superficie de una particula es
propio su geometria. Una particula isotrépica, como por ejemplo una particula esférica, tendra solo un modo, mientras
que una particula compleja o anisotropica (por ejemplo, un bastoncillo) tendra mas de un modo de resonancia plasmon.
Una particula en forma de bastoncillo o elipsoidal tendra dos modos de resonancia de los electrones: un componente
transversal, relacionado con el diametro, y un componente longitudinal, relacionado con la longitud del bastoncillo.
Para las nanoparticulas metélicas en forma de bastoncillo, la relacion de aspecto de las nanoparticulas
(longitud/diametro) tiene una influencia sobre la banda plasmén que corresponde a la componente longitudinal. La
dispersion de las nanoparticulas también tiene una influencia, al acoplarse entre los modos resonantes de las
nanoparticulas vecinas.

La generacién de plasmones de superficie localizados, responsables del aumento de la interaccion entre la luz
monocromatica generada por un laser y una molécula sonda, esta relacionada con la presencia en el sustrato de
“puntos calientes”, designando esta expresion unas zonas espaciales de dimensiones menores que la longitud de
onda, pudiendo producirse un punto caliente en las proximidades de dos nanoparticulas muy préximas (de 1 a 4 nm)
en el que el campo electromagnético es localizado e intenso.

La posibilidad de producir y controlar unos puntos calientes esta, por tanto, vinculada con la realizacion de sustratos
SERS que presenta nanoestructuras controladas.

La calidad de un sustrato SERS se mide no solo por sus rendimientos de amplificacion de sefial Raman (cuantificados
por el factor de potenciamiento EF), sino también por su reproducibilidad de fabricacion y respuesta, asi como por su
estabilidad en el transcurso del tiempo.

La busqueda de sustratos SERS optimizados es sumamente activa, ya que, a pesar de los grandes avances en el
campo, aun quedan muchos desafios por superar en términos de (i) cualidades intrinsecas y (ii) versatilidad.

La fabricacién de sustratos SERS mediante depodsito de coloides y después por secado es una experiencia en si
misma. En efecto, la utilizacion de protocolos abundantemente descritos en la bibliografia para la preparacién de
coloides SERS activos no garantiza en modo alguno poder reproducir el tamafio o las formas de los objetos. Existe
una necesidad imprescindible para los usuarios finales del SERS como técnica analitica, de disponer de sustratos
listos para usar, en los que bastara con depositar una gota de la solucion a analizar.

El desarrollo de sustratos SERS eficaces sobre una amplia gama de longitudes de onda de excitaciéon forma parte
también de desafios en el campo.

Los procedimientos de sintesis de las nanoparticulas metalicas conocidos en la técnica anterior presentan numerosos
inconvenientes, que no permiten un uso 6ptimo en la realizacion de sustratos para la espectrometria Raman con
superficie mejorada.
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Los sustratos obtenidos por litografia y grabado en capas delgadas son reproducibles y estables en el tiempo, pero su
fabricacién es compleja y muy costosa.

Las soluciones coloidales (oro, plata) o los sol-geles son menos costosas, pero pueden dar lugar a dificultades,
especialmente en vida util antes de su uso y en reproducibilidad. Los coloides pueden flocular y después
resuspenderse, pero también precipitar y agregar de manera irreversible.

La reduccion electroquimica implica unas condiciones restrictivas, tales como el uso de ultrasonidos y de corriente
constante de electrolisis, y es dificil controlar la uniformidad de las nanoparticulas obtenidas por estos procedimientos.

Se han sintetizado por via electroquimica unas nanoparticulas de oro de diferentes formas en presencia de un agente
de superficie.

Huang et al. (Electrochemical synthesis of gold nanocubes, Materials Letters. Julio de 2006 60 (15):1896-1900)
describen la sintesis de nanoparticulas de oro de forma cubica, por electrélisis (anodo de Au, catodo de Pt) de una
solucién que contiene acetona y dos agentes de superficie: CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio o bromuro de
cetrimonio): (CHs)sN(CHz)1sCHsBr, CAS 57-09-0) y TTAB (bromuro de tetradeciltrimetilamonio C17HssBrN, CAS 1119-
97-7).

Ma et al. (Synthesis of silver and gold nanoparticles by a novel electrochemical method, Chemphyschem. 23 de enero
de 2004; 5(1):68-75), describen la sintesis de nanoparticulas de oro de forma esférica por electrolisis de una solucion
acuosa que contiene PVP (polivinilpirrolidona, CAS 9003-39-8).

Sharma et al. (Electrochemical synthesis of gold nanorods in track-etched polycarbonate membrane using removable
mercury cathode, Journal of Nanoparticle Research. 2012, Vol. 14 Issue 9, p1-10) describen la sintesis de
nanoparticulas de oro en forma de bastoncillos, por depdsito sobre una membrana nanoporosa de policarbonato.

Yu et al. (Gold nanorods: electrochemical synthesis and optical properties, The journal of physical chemistry, 101, 34,
p. 6661-6664) describen la sintesis de nanoparticulas de oro en forma de bastoncillos por electrélisis (anodo de Au,
catodo de Pt) de una solucién que contiene acetona, y dos agentes de superficie (CTAB y TC8AB bromuro de
tetraoctilamonio CAS 14866-33-2).

Las sintesis por irradiacién de microondas, radidlisis, fotoquimica y sonoquimica son complejas y costosas, y requieren
un importante aporte de energia. La radidlisis requiere el uso de un acelerador de particulas.

Se han propuesto un gran numero de sintesis por reduccion quimica, con la ayuda de una mezcla de sal
metalica/disolvente/reductor/surfactante, sin que sea posible controlar eficazmente la geometria de las nanoparticulas
obtenidas. En estas mezclas, la sal es el precursor que contiene el metal, el disolvente es polar, acuoso u organico
(poliol, tolueno), siendo el momento dipolar del disolvente lo suficientemente alto como para romper las uniones de la
sal y disolverla, el reductor reduce las especies metalicas disueltas para que precipiten, y el surfactante protege las
particulas adsorbiéndose en su superficie para evitar su aglomeracion.

En las sintesis de tipo Turkevich, que permiten producir nanoparticulas de oro de forma cuasi esférica y mono-
dispersas en suspension en agua, el acido tetracloroaurico se reduce por el citrato, que desempena a la vez el papel
de reductor y de agente de superficie.

En las sintesis de tipo Brust, el acido cloroaurico reacciona con el bromuro de tetraoctilamonio (agente de
transferencia) en tolueno (disolvente) y el borohidruro de sodio (reductor).

La invencion se refiere mas especificamente a la sintesis de nanoparticulas metalicas, del tipo nucleo-cubierta,
mediante un enfoque de tipo “bottom-up” (ascendente), por via quimica coloidal, presentandose el nucleo en forma de
bastoncillos.

La produccion de nanoparticulas metalicas, en particular oro, en forma de bastoncillos, es de por si conocida. Se
puede hacer referencia, por ejemplo, al mecanismo de crecimiento llamado zipping, descrito en el documento “Hébié
Etudes électrochimiques des nanoparticules d'or corrélation structure/activité”, 2013.

La invencién tiene como objetivo, en particular, proporcionar unas nanoparticulas metélicas de oro/plata, del tipo
nucleo-cubierta, mediante un enfoque de tipo “bottom-up” (ascendente), mediante via quimica coloidal, presentandose
el nacleo en forma de bastoncillos, en particular de bastoncillos de oro, siendo la cubierta de plata monocristalina.

En los siguientes documentos se presentan unos ejemplos de sintesis de nanoparticulas nicleo-cubierta de oro-plata:
Bai et al., Acs Applied Materials & Interfaces 2014, 6 (5), 3331-3340;

Cho et al. Advanced Materials 2010, 22 (6), 744;
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Zhang et al. Chemistry of Materials 2016, 28 (8), 2728-2741;

Jing, H et al. Nano Letters 2014, 14 (6), 3674-3682;

Pastoriza-Santos, Langmuir 2002, 18 (7), 2888-2894;

Zhuo et al. Acs Nano 2015, 9 (7), 7523-7535;

Liu et al. Physical Chemistry Chemical Physics 2015, 17 (10), 6819-6826;

Yang et al. Journal of the American Chemical Society 2014, 136 (23), 8153-8156;

Yang et al. Chemistry European Journal 2015, 21 (3), 988-992;

Zhang et al. Chemistry European Journal 2013, 19 (38), 12732-12738.

Khlebtsov et al. (Au@Ag core/shell cuboids and dumbbells: Optical properties and SERS response, Journal of
Quantitative Spectroscopy and Radiative Transfer, Volumen 167, 2015, paginas 64-75) describen la sintesis de
nanoparticulas nucleo-cubierta de oro/plata, para la realizacion de sustratos de SERS, bastoncillos de oro colocados
en una solucion de CTAC (cloruro de hexadeciltrimetilamonio CH3(CHz)1sN(CI)(CHs)s, CAS 112-02-7), que forma el
nucleo, obteniéndose el deposito de la cubierta de plata mediante adicion de nitrato de plata, acido ascorbico y sosa.
El documento WO 2016/046645 describe la sintesis de nanoparticulas de oro asimétricas, por reaccién de bastoncillos
de oro en presencia de un disolvente tal como el agua, de un precursor (HAuCls), de un ligando tal como un tiol (4-
mercaptofenol) y un agente reductor (acido ascorbico), inhibiendo una concentracion elevada de ligando el crecimiento
de oro por epitaxia en los bastoncillos y favoreciendo un crecimiento asimétrico. Las aplicaciones mencionadas son la

captacién de la energia solar y la realizacion de sustratos para las SERS.

Objetos de la invencién

Un primer objeto de la invencidn es resolver los problemas presentados anteriormente, ofreciendo una via de sintesis
original de nanoparticulas metdlicas ndcleo-cubierta, en particular de oro/plata, siendo esta sintesis econémica, y
permitiendo la produccion de una gran variedad de formas de nanoparticulas de manera controlada.

Otro objeto de la invencidn es proporcionar una soluciéon coloidal de nanoparticulas metdlicas, adecuada para la
produccion de sustratos para espectroscopia Raman con superficie mejorada SERS.

Otro objeto de la invencién es proporcionar un sensor SERS, especialmente para un agente contaminante como la
atrazina.

Presentacién general de la invencién

Para estos fines, se propone, segin un primer aspecto, un procedimiento para sintetizar nanoparticulas nucleo-
cubierta de oro-plata, a partir de una soluciéon acuosa coloidal de semillas de oro con tensioactivo, realizandose las
nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata a partir de semillas de oro anisotropicas, comprendiendo este
procedimiento la adicion en la solucién acuosa coloidal de un precursor de plata y un reductor, con el fin de realizar el
depésito de plata sobre las semillas de oro en una etapa denominada principal, presentando el procedimiento una
etapa de incubacion de la solucién acuosa coloidal que contiene las semillas de oro con tensioactivo en una mezcla
de agua + DMSO antes de la etapa principal realizada con la solucién acuosa coloidal de oro resultante (semillas de
oro + agua + DMSO + tensioactivo).

Se propone asi un procedimiento de sintesis de nanoparticulas ndcleo-cubierta de oro-plata a partir de una solucién
acuosa coloidal de semillas de oro con tensioactivo segun la reivindicacion 1.

En algunas realizaciones, el tercer periodo varia desde unos pocos minutos hasta una veintena de horas.

El DMSO (dimetilsulféxido, CAS 67-68-5) es un disolvente aproético dipolar. Este tipo de disolvente presenta unas
cargas por efecto mesomérico y se coordina en una malla CFC (111) de oro. En consecuencia, esta capa puede
contaminar la superficie del oro, inhibiendo asi el crecimiento de la plata. Las puntas de las nanobarras, esencialmente
constituidas por facetas (111), pueden ser coordinadas con el codisolvente, perturbando asi significativamente la
difusién hacia la superficie y el depésito de plata sobre estas facetas.

Un disolvente aprético no tiene atomo de hidrégeno acido. Un disolvente aprético dipolar no puede formar un enlace
de hidrégeno y sus moléculas actian como dipolos.
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Los disolventes aproticos dipolares son, por ejemplo, DMSO (dimetilsulféxido, CAS 67-68-5), DMF (Dimetilformamida
CAS 68-12-2), acetonitrilo (CHsCN, CAS 75-05-8), NMP (N-metil-2-pirrolidona, CAS 872-50-4).

Segun varias realizaciones, el procedimiento presenta las siguientes caracteristicas, si es necesario, combinadas:

la relacion entre el volumen de DMSO vy el volumen total de agua es inferior a 2; por volumen total de agua se
entiende el volumen aportado por la solucion acuosa coloidal que contiene las semillas de oro con tensioactivo y
por el agua presente en la mezcla de agua + DMSO;

la relacion entre el volumen de DMSO vy el volumen total de agua es inferior o igual a 0,33; ventajosamente, la
relacién es alrededor de o igual a 0,33, lo que esencialmente permite tener semillas de oro bien dispersas e
incorporar una sola semilla de oro en una cubierta de plata;

la relacién entre el volumen de DMSO y el volumen total de agua esta comprendida entre 0,33 y 1; ventajosamente,
la relacién es alrededor de o igual a 1, lo que esencialmente permite tener ensamblajes de semillas de oro punta
con punta (cabeza con cabeza) y después envueltas por una cubierta de plata;

la relacion entre el volumen de DMSO y el volumen total de agua estd comprendida entre 1y 1,5; ventajosamente,
la relacion es de alrededor de o igual a 1,5, lo que permite incorporar semillas de oro cara con cara FF en una
cubierta de plata;

la relacion entre el volumen de DMSO vy el volumen total de agua es superior a 1,5; lo que permite de nuevo tener
semillas de oro esencialmente bien dispersas e incorporar una Unica semilla de oro por cubierta de plata, como se
representa en la figura 9;

el procedimiento comprende sucesivamente

o la etapa de incubar la solucién acuosa coloidal que contiene las semillas de oro con tensioactivo en DMSO,
durante un primer periodo dado;

o una etapa de adicion de otro tensioactivo;
o una etapa de calentamiento, durante un segundo periodo dado;

o la etapa principal de reaccion de las semillas de oro con el precursor de plata y el reductor en la solucién
acuosa coloidal de las semillas de oro;

o después de un tercer periodo dado, una etapa de centrifugacion de la mezcla;
la etapa de reaccién comprende la adicién de un tensioactivo con el reductor;
el tensioactivo puede ser cloruro de cetiltrimetilamonio (CTAC) y/o de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB);
el reductor es el acido ascorbico (AA);

el precursor de plata es el nitrato de plata.

Se proponen, segun un segundo aspecto, nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata realizadas a partir de semillas
de oro de forma alargada, obtenidas por el procedimiento tal como se ha presentado anteriormente, presentando las
nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata al menos dos semillas de oro por nicleo para una cubierta de plata que
envuelve el nucleo.

En una realizacién, las semillas de oro se colocan cabeza con cabeza (TT) en la cubierta de plata.

En otra realizacion, las semillas de oro se colocan cara con cara (FF) en la cubierta de plata.

Ventajosamente, las semillas de oro son nanobarras.

Se propone, segun otro aspecto, una solucion coloidal que comprende nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata
tales como se han presentado anteriormente.

Se propone, segun otro aspecto, un sustrato para espectroscopia Raman con superficie mejorada (SERS) que
comprende nanoparticulas nlcleo-cubierta de oro-plata tales como se han presentado anteriormente.

Ventajosamente, tal sustrato se aplica a la deteccién de agentes contaminantes organicos.
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En una realizacién, el agente contaminante organico es la atrazina (CAS 217-617-8).

Lista de las Figuras

Otros objetos y ventajas de la invencién apareceran a la luz de la descripcion de un modo de realizaciéon, hecha a
continuacion con referencia a los dibujos anexos, en los que:

- la figura 1 es una vista de microscopia electrénica de barrido de nanoparticulas de oro, en forma de nanobarras
de diferentes relaciones de aspecto (relacion de la dimensiéon mas grande a la dimension mas pequena);

- las figuras 2-A y 2-B presentan una vista de microscopia electrénica de barrido de nanoparticulas nicleo-cubierta
de oro/plata, segun una realizacién del procedimiento segun la invencién;

- la figura 3 es una vista de microscopia electrénica de barrido de nanoparticulas nucleo-cubierta de oro/plata que
resulta del crecimiento excesivo de plata sobre nanoparticulas ndcleo-cubierta de oro/plata, segun otra realizacion
del procedimiento segun la invencién;

- la figura 4 es un espectro de absorcion de las soluciones de nanoparticulas de oro para diferentes adiciones de
DMSO;

- La figura 5-A es un gréfico que representa la evolucion del espectro de absorcién de las soluciones coloidales a lo
largo del tiempo después de la adicion de nitrato de plata y acido ascorbico; La figura 5-B es un grafico que
representa la evolucion de la longitud de onda del maximo de la resonancia longitudinal en funcion del tiempo, tras
la adicion de nitrato de plata y acido ascorbico en soluciones que contienen nanoparticulas de oro, con el uso de
diferentes codisolventes (MeCN, DMSO, EtOH), o sin el uso de codisolventes;

- las figuras 6 y 7 son unas vistas en microscopia electrénica de barrido de disposiciones de nanoparticulas
obtenidas segun un procedimiento de sintesis segun la invencién;

- La figura 8 es una representacion esquematica del procedimiento de sintesis segun las proporciones de DMSO en
el medio de reaccion y las particulas nicleo-cubierta resultantes;

- La figura 9 es una representacién esquematica del efecto del DMSO sobre las propiedades de las nanoparticulas
de oro, aqui DMSO = (volumen de DMSQ)/(volumen total) con volumen total = volumen de agua + volumen de
DMSO.

Descripcién detallada de los modos de realizacién

En una primera etapa, se efectia una sintesis de nanobarras de oro, segin un método convencional.

Como se haindicado, la sintesis de nanobarras de oro, en solucidon coloidal, es conocida en si misma, y no se describe
nuevamente en este documento.

Las nanobarras de oro tienen la forma general representada en la figura 1. A titulo indicativo, tres familias de
nanobarras utilizadas en las sintesis se presentan de izquierda a derecha en la Figura 1 para relaciones de aspecto
de 4,0 (55x14 nm), 2,0 (76x37 nm) y 2,4 (96x40 nm). Las cantidades entre paréntesis expresadas en nandémetros
representan, en el orden, la longitud media segun el eje mayor del bastoncillo y segun el eje menor.

Las nanobarras de oro se incuban en un disolvente aproético dipolar.

En una realizacion, este disolvente es el dimetilsulféxido DMSO.

A modo de ejemplo, las nanobarras de oro (120 ul a 1,82 nM) se incuban en 100 pl de dimetilsulféoxido DMSO durante
30 min.

Después, las nanobarras de oro se transfieren en una solucion de CTAC (cloruro de cetiltrimetilamonio) y se calientan.

A modo de ejemplo, las nanobarras se transfieren en una solucion de CTAC (26 mg en 3,8 ml de agua) y se calientan
a 60°C durante 20 min.

El deposito de plata se inicia mediante adicion a la preparacién anterior de una solucién de nitrato de plata AgNO3z y
una solucion que contiene acido ascorbico AA'y CTAC.

A titulo de ejemplo, el depdsito de plata se inicia mediante adicion de una solucién de nitrato de plata AgNOz (2 mM,
1,2 ml) y de una solucién que contiene &acido ascorbico (AA, 45 mM, 1,2 ml) y CTAC (40 mM).
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Un protocolo de preparacién completo P es el siguiente, en una realizacion.

En un tubo que contiene 300 pl de nanobarras de oro (C = 0,15 nM), se introducen 100 ul de DMSO, y la solucion se
deja en reposo durante 5 minutos, después se agrega a una soluciéon acuosa de CTAC (26 mg de CTAC en 4,6 ml de
agua Milli-Q) previamente calentada a 60°C. La solucion resultante se agita en un bafio maria a 60°C durante 20 min.
La etapa de depdsito se inicia mediante la adicion de 1,2 ml de una solucién de AgNOs a2 mMy 1,2 ml de una solucién
AA (44 mM)/CTAC (40 mM) protegida de la luz. La adicion se realiza gota a gota con agitacion moderada. El depédsito
de plata se detiene después de 100 min, centrifugando a 6000 rpm durante 8 min.

Otro protocolo de preparacion permite trabajar a mayor escala, como primer paso hacia la industrializacion del
procedimiento de sintesis. Este procedimiento, que permite en una realizacion producir hasta 1000 veces mas
particulas nicleo-cubierta de oro-plata, es el siguiente:

En 16 tubos que contienen cada uno 150 ul de nanobarras de oro (C = 17 nM), se introducen 1,15 ml de DMSO, y la
solucion se deja reposar durante 10 minutos. El recipiente de los 16 tubos se agrega a una soluciéon acuosa de CTAC
(320 mg de CATC en 22 ml de agua) previamente calentada a 60°C. La solucion resultante se mantiene a 60°C y con
agitacion durante 20 min. La etapa de deposito se inicia agregando 10 ml de una solucion de AgNOs a4 mMy 10 ml
de una solucion AA (100 mM)/CTAC (80 mM) protegida de la luz. La adicion se realiza gota a gota con agitacion
moderada. El depésito de plata se detiene después de un periodo comprendido entre 90 min y 20 horas (segun la
forma de particula deseada), centrifugando a 6000 rpm durante 5 min.

La forma del objeto final y el grosor de la plata depositada estan modulados por la proporcion de DMSO en la mezcla,
la cantidad de precursor de plata y el tiempo de reaccién antes de la centrifugacion de la mezcla.

La forma de las nanoparticulas nucleo-cubierta de oro/plata es la de una ojiva, como se muestra en la figura 2.

El deposito de plata tiene lugar esencialmente segun el eje menor y las puntas de los bastoncillos de oro afloran a la
superficie de los nucleo-cubierta. Estos depdsitos anisotrépicos en las dos direcciones generan una disminucion de la
relacién de aspecto, que es de 1,4 para las nanoparticulas ndcleo-cubierta, en comparacién con la relaciéon de 3,9
para las nanobarras de oro iniciales.

El dep6sito de plata sobre oro se sigue mediante espectroscopia de extincién UV-visible, con un desplazamiento
progresivo de la resonancia plasmon longitudinal hacia el azul.

Las propiedades Opticas de las nanoparticulas nucleo-cubierta obtenidas, correspondiendo la posicion de la banda de
extincion a la resonancia plasmén longitudinal de las nanoparticulas, es modulable entre 510 y 800 nm, segln el grosor
del deposito de plata y la relacion de aspecto de la semilla de oro de partida.

Aprovechando la resonancia plasmoén de superficie localizada de las nanoparticulas de oro/plata sintetizadas y del
mejor potenciamiento para la plata (en comparacién con el oro solo), se llevaron a cabo caracterizaciones en
espectroscopia Raman con superficie mejorada (SERS) en solucion en presencia de sondas moleculares.

Los espectros muestran una potenciacion de la sefial Raman entre 4 y 100 veces, con respecto a la registrada para
nanoparticulas nucleo-cubierta de oro/plata obtenidas en agua sin codisolvente.

Mediante esta sintesis, las nanoparticulas nicleo-cubierta de oro/plata obtenidas mediante el procedimiento segun la
invencion contienen trazas de DMSO visibles por espectroscopia.

Una vez aisladas y depositadas sobre un soporte sdlido (hoja de silicio, por ejemplo), los nucleos-cubierta obtenidos
se autoorganizan espontaneamente en una red 3D, estructura 2D o cadena 1D, con longitudes (o superficies)
superiores a 1 micrometro, segun la concentracion de la solucién depositada y la forma de las nanoparticulas nucleo-
cubierta. Las figuras 6 y 7 muestran algunos ejemplos de disposicién obtenida.

Como se ilustra en las Figuras 6 y 7, las redes de nanoparticulas (NP) nucleo-cubierta de oro/plata organizadas en
1D, 2D o 3D presentan un orden a larga distancia que varia de unas pocas micras a unas pocas decenas de micras.
Para las disposiciones 2D y 3D, pueden presentar superficies de al menos 10 micrémetros cuadrados, ventajosamente
de 40 micrébmetros cuadrados, o incluso mayores, y que se repiten en el sustrato. Estas grandes superficies obtenidas
pueden explicarse especialmente por el hecho de la gran homogeneidad de forma de las NP obtenidas por el
procedimiento.

Como se ilustra en la estructura 3D de la Figura 6, los NP presentan colores blancos, un poco grises o0 mas grises, en
funcién de su distancia al microscopio.

Estas redes se obtienen en particular con las nanoparticulas ndcleo-cubierta de oro/plata que tienen una Unica semilla
de oro rodeada por una cubierta de plata.
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En funcién especialmente de las concentraciones utilizadas de tensioactivos, de nanoparticulas ndcleo-cubierta de
oro-plata, del grosor de la capa de plata, del tamafo de las semillas de oro, se obtienen ciertas disposiciones. Por
ejemplo, las semillas de oro recubiertas con un reducido depésito de plata (menos de 5 nm) proporcionan mas bien
cadenas 1D, mientras que las particulas nlcleo-cubierta de oro/plata con una capa de plata mas gruesa (10 nm y mas)
se organizan mas bien en redes 2D o 3D. Por otro lado, estos dominios ordenados estaran distantes sobre el sustrato
de silicio si el depdsito se realiza a partir de soluciones diluidas de nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata en
agua.

Influencia de la cantidad de codisolvente

Se han realizado unos ensayos,

- manteniendo el tipo de semilla de oro de partida y su cantidad, la cantidad de reductor y de precursor de plata, el
tiempo de reaccion antes de la centrifugacion;

- variando la relacién DMSO/H20

Segun la proporcién de DMSO anadida al medio, se identificaron tres comportamientos limites en la solucién, por
espectroscopia de absorcion, como se ilustra en la Figura 4.

Para unas relaciones DMSO/H20 inferiores a 0,33 (en este documento, relacién en volumen = Volumen
DMSO/volumen total de agua), la estabilidad de las nanobarras de oro se mantiene en solucién y permanecen a
distancia los unos de los otros.

Para una relacién de DMSO/H20 de 1 en la solucion de partida, se pone en evidencia un ensamblaje en la solucion
punta con punta de las nanobarras de oro (Figura 9). Este ensamblaje se detecta por la aparicion a corto plazo de una
banda, desplazada hacia el rojo con respecto a la banda de resonancia plasmoén longitudinal de las nanobarras de
partida. Por ensamblaje punta con punta (o cabeza con cabeza TT) se designa en este documento la observacion del
acercamiento de las nanobarras por sus partes extremas, alineandose las nanobarras contiguas entre si o formando
un angulo entre si.

Finalmente, para una mayor relacion de DMSO/H20 (1,5) en la solucién de partida, el seguimiento cinético por
espectroscopia de absorcion a lo largo del tiempo, muestra un desplazamiento creciente hacia el azul de la resonancia
longitudinal y un desplazamiento creciente hacia el rojo de la resonancia transversal. Estas modificaciones espectrales
son caracteristicas de un ensamblaje cara con cara (FF) de las nanoparticulas (Figura 9). Por ensamblaje cara con
cara, se designa en este documento la observacion del acercamiento de las nanobarras por sus caras laterales, siendo
las direcciones de alargamiento de las nanobarras contiguos sustancialmente paralelas.

La figura 9 ilustra los diferentes estados de las nanobarras de oro, en funcién del porcentaje de DMSO (proporcion de
DMSO en la mezcla de agua + DMSO).

A un valor del 50% de DMSO, las nanobarras de oro se ensamblan en una solucién punta con punta.
Con un valor del 60% de DMSO, las nanobarras de oro apareceran ensamblados en solucién en pares cara con cara.

A un valor del 25% (o inferior al 25%) de DMSO, las nanobarras de oro apareceran dispersas en solucion. Para
proporciones de DMSO comprendidas entre estos valores caracteristicos, las nanobarras de oro se presentan en
forma de poblaciones de dos tipos, por ejemplo, ensambladas cara con cara y punta con punta, para proporciones de
DMSO comprendidas entre el 50 y el 60%.

Para unos porcentajes de DMSO en la mezcla comprendidos entre el 80 y el 95%, las nanobarras de oro apareceran
nuevamente dispersas en solucion y las nanoparticulas realizadas posteriormente presentan una sola semilla de oro
por cubierta de plata.

Asi, el uso de una mezcla de agua-DMSO como se describe en la invencion permite:
- orientar selectivamente el crecimiento de la plata en la superficie del oro, y/o

- ensamblar las semillas de oro en una solucién cara con cara (FF) o de cabeza con cabeza (TT), o dejarlas aisladas
las unas de las otras, antes de hacer crecer la capa de plata alrededor.

Las particulas después de la incubacién en la mezcla agua-DMSO conservan su capa de tensioactivos sin la cual las
particulas precipitarian irreversiblemente, haciendo que la mezcla sea inutilizable. Agregar DMSO tiene dos funciones.
El DMSO permite, por un lado, modificar la organizaciéon del tensioactivo (jugando con el potencial zeta de la
suspensioén coloidal) sobre la superficie de las semillas de oro y, por otro lado, se adsorbe en determinadas facetas
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de las semillas de oro segun lo revelado por los estudios de SERS. Los tensioactivos (CTAB, CTAC) siempre estan
presentes en la superficie de las semillas, pero adoptan una organizacion diferente en presencia de DMSO.

El origen de los fendmenos observados no esta completamente dilucidado, adelantandose las siguientes hipétesis.

ElI DMSO es un disolvente aproético dipolar, de naturaleza altamente disociable y capaz de solubilizar unos compuestos
polarizables, polares e idnicos.

Este tipo de disolvente presenta unas cargas por efecto mesomérico y se coordina en una cara particular (111) del
monocristal de oro (CFC) de oro, por interaccion idnica entre su oxigeno cargado negativamente y uno o dos ad-
atomos de oro cargados positivamente. En consecuencia, esta capa podra contaminar la superficie del oro, inhibiendo
asi el crecimiento de plata. Las puntas de las nanobarras, esencialmente constituidas por facetas (111) pueden ser
coordinadas por DMSO, perturbando asi significativamente la difusion hacia la superficie y el depdsito de plata en
estas facetas. La coordinacién de DMSO sobre el oro intervendria mediante los dos posibles modos de coordinacién
para este ligando (donante S o donante O).

Comparacion de los efectos de diferentes codisolventes

Se han realizado ensayos a fin de comparar los efectos del DMSO con los de otros codisolventes:
- acetonitrilo (MeCN, CAS 75-05-8), disolvente polar aproético;
- etanol (EtOH, CAS 64-17-5), disolvente proético polar;
- tetrahidrofurano (THF, CAS 109-99-9), disolvente polar aprético.

El protocolo P presentado anteriormente se ha aplicado sustituyendo DMSO con etanol, o sustituyendo el volumen de
DMSO con 75 pl de MeCN y 25 pl de agua Milli-Q, o sustituyendo el volumen de DMSO con agua Milli-Q.

Se realizaron diferentes depositos de plata sobre semillas de oro preincubadas en una mezcla de agua/codisolvente
(posteriormente identificadas como NRsEtOH, NRsMeCN y NRsDMSO respectivamente para una mezcla con EtOH,
MeCN y DMSO).

Estos depésitos se compararon con el mismo depdsito de plata en nanobarras de oro incubadas solo en agua.

El seguimiento cinético de los medios de reaccién se realiz6 mediante espectroscopia de absorcién UV-visible, tal
como se presenta en la Figura 5-A.

Las variaciones de la longitud de onda del maximo de la banda de resonancia longitudinal (ALLSP) en funcién del
tiempo muestran un desplazamiento hacia el azul de esta banda, correlacionado con un depdsito de plata segun el
pequerio eje del bastoncillo.

Después de 45 min, se registra el desplazamiento LLSP mas significativo para las nanobarras de oro incubadas en
DMSO ((ALLSP) DMSO = 227nm, (ALLSP) H20, MeCN = 197nm, (ALLSP) EtOH = 183nm); como se representa en
la figura 5-B.

La velocidad de deposito de plata en estos NRsDMSO es mas rapida que la de depositar plata en NRsMeCN,
NRsEtOH y NRsH:20 (usados como referencia).

La perturbacion de la capa de tensioactivo, mediante la adiciéon de un disolvente organico tal como el etanol o el
acetonitrilo, no afecta directamente a la forma de los nucleos-cubierta finales. Las modificaciones se limitan a ligeras
diferencias a nivel de la cinética del depdsito de plata sobre oro y en la longitud de onda de la resonancia longitudinal
de los objetos, atribuidas a la diferencia de solubilidad del tensioactivo presente en la superficie del oro en el agua,
etanol y acetonitrilo.

Por el contrario, para DMSO, el seguimiento cinético muestra un desplazamiento hacia el azul de las resonancias
longitudinales y transversales, y unas resonancias mas estrechas y mas intensas. Estas modificaciones espectrales
pueden deberse a un mayor depdésito de plata o a diferencias morfolégicas de los objetos obtenidos.

Ensayos de sobrecrecimiento de la plata en el nucleo-cubierta de oro/plata para dar formas particulares a las
nanoparticulas

Se llevaron a cabo unos ensayos de sobrecrecimiento de la plata en las nicleo-cubierta incubadas en DMSO. Se
observa un desplazamiento hacia el azul de la longitud de onda de resonancia longitudinal de los objetos de partida.
Las imagenes SEM muestran que el depdésito se realiza principalmente segun el pequerio eje y en un solo sentido, y
los objetos finales se parecen a piramides, cuya base es un nanobarras de oro, como se muestra en la figura 3.
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Depésito de plata sobre dimeros

Se ha puesto en evidencia el papel del DMSO en el ensamblaje de nanobarras de oro en dimeros cara contra cara FF
para una relacion agua/DMSO muy especifica, asi como su efecto en la forma final de las particulas ndcleo-cubierta.
Por lo tanto, agregar DMSO a la solucion coloidal para que la relacion DMSO/H20 sea igual a 1,5, genera este conjunto
FF de las nanobarras de oro de partida.

Cabe sefialar que la adicién de tensioactivo durante la etapa de incubacion permite detener el ensamblaje de las
semillas de oro, ya sea cabeza con cabeza (TT) o cara con cara (FF) (en funcién de la relacién de volumen DMSO
sobre volumen de agua). Asi, en funcidon del momento escogido para esta adicién, es posible realizar ensamblajes con
dos, tres, cuatro, etc., semillas de oro para el nicleo, envueltas después por la cubierta de plata.

Este ensamblaje se pone en evidencia por un desplazamiento creciente hacia el azul de la resonancia longitudinal y
un desplazamiento creciente hacia el rojo de la resonancia transversal.

El ensamblaje de los NRs Au en configuracién FF se debe probablemente a fuerzas de deplecién (atrayentes), que
desestabilizan la solucion coloidal. Es el poder disolubilizante del DMSO que esta implicado en este fenémeno de
desorcién parcial del tensioactivo de la bicapa del surfactante alrededor de las particulas.

La disminucién de la repulsion electrostatica entre los bastoncillos, ademas de las interacciones atrayentes de Van
der Waals entre las cadenas hidréfobas asi expuestas, sera la fuerza motriz del ensamblaje en dimero en un primer
tiempo, después en oligémeros a largo plazo.

Para paralizar el sistema en el estado de dimero y evitar la formacién de oligdmeros, la concentracion de surfactante
CTAC en el medio aumenta repentinamente mas alla de la CMCcrac.

En efecto, la adicién de CTAC en exceso reforma la bicapa de CTAC con las cadenas hidréfobas expuestas alrededor
de los dimeros y evita cualquier agregacion por repulsion electrostatica.

La encapsulacion de los dimeros FF en una capa de plata se realizé mediante la reduccion del precursor AgNOs con
el acido ascorbico AA en la solucién de dimero a 60°C.

Un protocolo para la fabricacién de nanoparticulas diméricas nucleo-cubierta es el siguiente, en una realizacién: a 100
pl de una solucién de nanobarras de oro NRsAu (4 nM), se agrega un volumen de 150 pL de DMSO y el ensamblaje
cara contra cara de las nanobarras de oro se detiene agregando 800 ul de CTAC 8 mM. La solucion se centrifuga y
se redispersa en 5 ml de CTAC 16 mM. Para iniciar el deposito, 1,2 ml de la solucién acuosa de AgNOs3 a2 mMy se
afnaden 1,2 ml de la solucién acuosa AA (44 mM)/CTAC (40 mM), protegida de la luz. La adicién se lleva a cabo gota
a gota con agitacion moderada. El deposito se detiene después de 60 minutos centrifugando a 6000 rpm durante 8
minutos.

El depdsito de plata se revela durante el seguimiento mediante espectroscopia de absorcién, mediante un
desplazamiento de al menos 100 nm hacia el azul de la resonancia LLSP después de sélo 3 minutos de reaccion.

Las particulas nlcleo-cubierta obtenidas se presentan en forma de octaedros, con puntas mas pronunciadas, lo que
les confiere propiedades de potenciacién mas interesantes, como se representa en la figura 3.

Aplicaciones

Los estudios comparados por SERS de particulas obtenidas por esta nueva via de sintesis muestran un aumento de
la ganancia SERS, con respecto a las particulas cuboides obtenidas convencionalmente en agua. Los sustratos SERS
de la invencion presentan una mayor homogeneidad en términos de respuesta con respecto a los del estado de la
técnica, debido a la mayor homogeneidad de disposicion de las nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata
depositadas.

Las nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata obtenidas (NRsAu@Ag) que presentan extremos mas puntiagudos
induciran un mayor confinamiento del campo en las puntas.

Aplicacion a la deteccién de atrazina (ATR)

A 183 ul de agua Milli-Q basica (pH igual a 6 ajustado mediante la adicion de NaOH 0,1 M), se afiade un volumen x
de ATR (1, 0,1, 0,01, 0,001 mM en acetonitrilo) e y de B-CD o B-ciclodextrina (6, 0,66, 0,066, 0,0066 mM en agua).
Las soluciones preparadas previamente se afiaden a 100 ul de NRsAu@Ag. Los valores de x e y (comprendidos entre
4y 16 pl), asi como las concentraciones de B-CD y de ATR se escogen de manera que las concentraciones finales de
ATR y B-CD sean iguales a 0,05, 1, 3, 6, 12,5, 25, 100, 200 pM. Las soluciones se incuban durante 1 hora antes de
caracterizarlas mediante SERS. También se puede usar alfa-ciclodextrina para detectar atrazina.
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Ventajas de la invencién

La invencion presenta muchas ventajas.

La invencién permite la modulacion de las formas y el autoensamblaje de nanoparticulas ndcleo-cubierta de oro-plata,
por una via de sintesis original en un medio agua/codisolvente organico.

Este procedimiento de sintesis permite incluir una o mas semillas de oro de forma alargada (nanobarra de dimension
comprendido entre 15 y 150 nm), en una matriz de plata monocristalina.

Es posible incorporar mas de una semilla de nanobarra de oro. En efecto, las proporciones relativas de agua/DMSO
inducen, para ciertas composiciones, un ensamblaje de nanobarras de oro cara contra cara, durante la etapa de
incubacién.

Este procedimiento es notablemente mas sencillo que los cominmente utilizados en la bibliografia, para obtener
formas mas exéticas que los cuboides clasicos.

Durante el sobrecrecimiento de plata sobre oro, la forma de las particulas ndcleo-cubierta esta controlada por la
cinética de deposito de atomos de plata en la superficie del oro.

La invencion presenta varias ventajas para la fabricacion de sustratos de SERS.

El enfoque “bottom-up” (ascendente) de preparacion permite modular el tamafo, la forma y, por tanto, la posicién de
la resonancia plasmon del sustrato, permitiendo considerar varias longitudes de onda de excitacion laser (532, 632,8
y 785 nm).

Ademas, la cubierta de las nanoparticulas de plata es una ventaja en términos de factor de potenciacion, ya que se
sabe que la plata es mas eficaz que el oro (interbanda responsable de las pérdidas por amortiguamiento del plasmén
situado en lo visible para el oro y en el UV para la plata).

Ademas, el autoensamblaje sobre un sustrato sélido de nanoparticulas obtenidas por el procedimiento de sintesis, se
abre hacia unas aplicaciones de sensores SERS.

Un enfoque “bottom-up” (ascendente) para fabricar estos sustratos SERS a partir de coloides constituye una alternativa
a los enfoques “top-down” (descendente) mediante litografia fisica, que, aunque son costosos, siguen siendo los
preferidos actualmente para sustratos comerciales (mejor reproducibilidad). Uno de los inconvenientes de los coloides,
con respecto a los sustratos litograficos, es el caracter mas aleatorio y no reproducible de la ubicacion de los puntos
calientes. Los mecanismos de autoensamblaje de las nanoparticulas permiten una mayor consistencia de las
propiedades de los sustratos.

Las disposiciones espontaneas en la superficie de las nanoparticulas nucleo-cubierta permiten desarrollar nuevos
sustratos de SERS, para aplicaciones de sensores, por ejemplo, para las siguientes aplicaciones:

industria alimentaria: por ejemplo, para la deteccién de melamina en la leche;

- policia cientifica/seguridad: drogas, veneno, explosivos;

andlisis medioambiental de contaminantes en el agua: PCB, atrazina, pesticida, hormonas;
- biosensores (diagnéstico precoz de marcadores).

Las aplicaciones consideradas se encuentran en el campo de los sensores quimicos que utilizan la espectroscopia
Raman con superficie mejorada, como herramienta para cuantificar e identificar el analito de interés.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de sintesis de nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata a partir de una solucién acuosa coloidal
de semillas de oro con un tensioactivo, realizandose las nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata a partir de semillas
de oro anisotropicas. caracterizado por que el procedimiento comprende sucesivamente:

- una etapa de incubacién de la solucién acuosa coloidal que contiene semillas de oro con un tensioactivo, en una
mezcla de disolvente, agua y DMSO, durante un primer periodo dado; para modificar la organizacién del tensioactivo
y el ensamblaje de semillas de oro;

- una etapa de adicién de un tensioactivo a la mezcla resultante anterior;
- una etapa de calentamiento de la mezcla resultante durante un segundo periodo dado;

- una etapa de adicién en la mezcla resultante de un precursor de plata y un reductor, para realizar el depésito de plata
sobre las semillas de oro, en una etapa denominada principal, durante un tercer periodo dado;

- una etapa de extraccion de nanoparticulas.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la relacion entre el volumen de DMSO y el volumen
total de agua es inferior a 2 y superior a 0,1, siendo el volumen total de agua el volumen aportado por la solucién
acuosa coloidal de semillas de oro con un tensioactivo y por el agua presente en la mezcla de disolventes agua +
DMSO de incubacion.

3. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que la relacién entre el volumen de DMSO
y el volumen total de agua es inferior o igual a 0,33, siendo el volumen total de agua el volumen aportado por la
solucién acuosa coloidal de semillas de oro con un tensioactivo y por el agua presente en la mezcla de disolvente
agua + DMSO de incubacion.

4. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que la relacién entre el volumen de DMSO
y el volumen total de agua es 1, siendo el volumen total de agua el volumen aportado por la soluciéon acuosa coloidal
de semillas de oro con un tensioactivo y por el agua presente en la mezcla de disolvente agua + DMSO de incubacion.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que la relacién entre el volumen de DMSO
y el volumen de agua total es 1,5, siendo el volumen de agua total el volumen aportado por la solucién acuosa coloidal
de semillas de oro con un tensioactivo y por el agua presente en la mezcla de disolvente agua + DMSO de incubacion.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la relacion entre el volumen de DMSO y el volumen
total de agua es inferior a 10 y superior a 2, siendo el volumen total de agua el volumen aportado por la solucion
acuosa coloidal de semillas de oro con un tensioactivo y por el agua presente en la mezcla de disolventes agua +
DMSO de incubacion.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6, caracterizado por que la relacion entre el volumen de DMSO vy el volumen
total de agua es superior o igual a 4, siendo el volumen total de agua el volumen aportado por la solucién acuosa
coloidal de semillas de oro con un tensioactivo y por el agua presente en la mezcla de disolventes agua + DMSO de
incubacién.

8. Procedimiento de sintesis de nanoparticulas nucleo-cubierta segun una de las reivindicaciones anteriores 1 a 7,
caracterizado por que la etapa de adicién de un tensioactivo tiene lugar después de un primer periodo 6ptimo de
incubacién que oscila de unos minutos a una hora y determinada por espectroscopia, permitiendo controlar el
ensamblaje de las semillas de oro y obtener una semilla de oro por cubierta de plata o bien dos semillas de oro por
cubierta de plata.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado por que la etapa de extraccion se realiza
mediante centrifugacion.

10. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el tensioactivo se
selecciona de la siguiente lista: cloruro de cetiltrimetilamonio (CTAC), bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) o cloruro
de bencildimetilhexadecilamonio (BDAC).

11. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que, después de la etapa

de extraccion, el procedimiento presenta una nueva etapa de adicién de un precursor de plata y de un reductor, sobre
las nanoparticulas, para realizar un sobrecrecimiento de plata.
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12. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que el reductor es una
solucion de acido ascorbico (AA) y de tensioactivo, y por que el precursor de plata es el nitrato de plata.

13. Nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata realizadas a partir de semillas de oro de forma alargada, obtenidas
por el procedimiento definido segun una de las reivindicaciones anteriores 1 a 12, y que presentan trazas de DMSO
visibles por espectroscopia.

14. Nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata segun la reivindicacion 13, caracterizadas por que las nanoparticulas
nucleo-cubierta de oro-plata presentan cada una al menos dos semillas de oro por ndcleo, encapsuladas en la misma
cubierta de plata que envuelve el nacleo.

15. Nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata segun la reivindicacion 14, caracterizadas por que, para cada
nanoparticula, las semillas de oro se colocan cabeza contra cabeza en la misma cubierta de plata.

16. Nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata segun la reivindicacion 14, caracterizadas por que, para cada
nanoparticula, las semillas de oro se colocan cara contra cara en la misma cubierta de plata.

17. Nanoparticulas nacleo-cubierta de oro-plata segun una de las reivindicaciones 14 a 16, caracterizadas por que las
semillas de oro son unas nanobarras.

18. Nanoparticulas nucleo-cubierta de oro-plata segun la reivindicacién 17, caracterizadas por que las nanobarras
tienen una relacion de aspecto media entre 2y 5.

19. Sustrato sélido para espectroscopia Raman con superficie mejorada (SERS) que comprende nanoparticulas
nucleo-cubierta de oro-plata procedentes de una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, siendo las nanoparticulas
autoensambladas en una red 3D, una estructura 2D, en superficies mayores que 10 pm?, ventajosamente mayores
que 40 pm?, para cada red 2D o 3D.

20. Sustrato solido para espectroscopia Raman con superficie mejorada (SERS) que comprende nanoparticulas
nucleo-cubierta de oro-plata procedentes de una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, estando las nanoparticulas
autoensambladas en cadena 1D, presentando las cadenas 1D unas dimensiones caracteristicas que oscilan de 2 a 3
pm.

21. Aplicacion del sustrato segun una de las reivindicaciones 19 o 20 para detectar analitos, tales como agentes
contaminantes organicos.

22. Aplicacion segun la reivindicacion 21, siendo el analito atrazina, utilizandose las nanoparticulas ndcleo-cubierta de
oro-plata con beta-ciclodextrina (CAS 7585-39-9) o alfa-ciclodextrina (CAS 10016-20-3).

283. Aplicacion segun la reivindicacion 21, seleccionandose el analito de la siguiente lista: tiram (CAS 137-26-8), fosmet

(CAS 732-11-6), malation (CAS 121-75-5), (4,4')-BPE (CAS 13362-78-2), acido 4-mercaptobenzoico (CAS 1074-36-
8).
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Fig. 2-A
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Fig. 3
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