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La micro-espectroscopía Raman permite el estudio ¨no invasivo¨ de procesos 

biológicos que provocan cambios en la intensidad y/o posición de picos en el 

espectro Raman de una célula. La sensibilidad de la técnica mejora notablemente 

cuando se analizan moléculas muy cercanas a la superficie de nanopartículas (NPs) 

de plata (menos de 20 nm). Este fenómeno se conoce como SERS (siglas del inglés: 

Surface-Enhanced Raman Scattering). En este trabajo, evaluamos el efecto de NPs 

de plata, sintetizadas por dos métodos diferentes, en la amplificación de la señal 

Raman de eritrocitos vivos. El espectro Raman de la hemoglobina (Hb) está muy 

bien caracterizado, dado que esta es la proteína mayoritaria en la composición de 

los eritrocitos, estas células constituyen un modelo adecuado para el estudio del 

efecto de amplificación de la señal Raman por NPs de plata.  

Las moléculas de poli-etilenglicol (PEG) le confieren a las NPs metálicas 

biocompatibilidad y estabilidad, características necesarias para sus aplicaciones 

biológicas. Este polímero es muy empleado como agente reductor y estabilizante 

en la síntesis de NPs de plata (NPs AgPEG). En algunas ocasiones, el 

procedimiento utilizado se lleva a cabo en atmósfera oxidante y a elevadas 

temperaturas (mayores de 70ºC), sin considerar la susceptibilidad del PEG a la 

degradación térmica oxidativa. En la síntesis de NPs de plata con PEG en 

condiciones favorables a dicho proceso de degradación (O2 / 70ºC), los grupos de 

Luo (Luo et al., 2005) y Nam (Nam et al., 2011) observaron que la actividad 

reductora del PEG mejora al incrementar la temperatura o emplear un PEG de 

mayor peso molecular. Sin embargo, estas observaciones no pueden ser explicadas 

en base a los mecanismos de reducción de iones Ag+ encontrados en la literatura, 

los cuales solo involucran a los grupos terminales de las moléculas PEG en la 

reducción de iones plata. Por otro lado, encontramos que algunos procedimientos 

publicados para la síntesis de NPs AgPEG son difíciles de reproducir. Teniendo en 

cuenta lo anteriormente expuesto, en este trabajo estudiamos la influencia de 

diferentes factores como: la temperatura, la presencia de oxígeno y la concentración 

del precursor de plata, en la síntesis de NPs AgPEG. Nuestros resultados aportan 

evidencia experimental que involucra a la degradación térmica oxidativa del PEG en 
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un nuevo mecanismo que proponemos para explicar la potenciación de la reducción 

de iones Ag+ y estabilización de NPs AgPEG.  

Adicionalmente, el estudio anterior permitió establecer condiciones de síntesis 

reproducibles para la obtención de NPs AgPEG estables en el coloide por al menos 

dos años. Dicha estabilidad facilita la comparación entre estudios realizados en 

diferentes momentos y con diferentes células. De manera similar, la reproducibilidad 

de este método de síntesis y la estabilidad de las NPs que se obtienen, permitiría 

comparar los resultados obtenidos por distintos grupos de trabajo. Otra ventaja del 

uso del PEG como agente reductor y estabilizante en la síntesis de NPs AgPEG es 

que no resulta dañino al medio ambiente (método verde) a diferencia de otros 

agentes reductores empleados con el mismo fin.  

En nuestros experimentos, también sintetizamos NPAgs empleando NaBH4 como 

agente reductor y citrato de sodio como agente estabilizante. Este tipo de NPAgs 

son muy empleadas en estudios SERS y aunque no son estables a largo plazo, el 

método de síntesis es fácil de reproducir. De esta manera, obtuvimos NPs de plata 

por dos métodos diferentes (NPs AgPEG y NPAgs), obteniendo en ambos casos 

NPs de plata esféricas, cubiertas por distintos agentes estabilizantes y con tamaños 

promedios entre 20 y 25 nm aproximadamente.  

Las NPs AgPEG y NPAgs se evaluaron como amplificadores de la señal Raman de 

glóbulos rojos (GR) vivos, obteniendo incrementos entre 100-10 000 en diferentes 

picos del espectro Raman. La intensidad de la señal Raman de GR incubados con 

las NPAgs fue mayor que en aquellos incubados con las NPs AgPEG. En el espectro 

de GR control, están presentes algunos picos de oxi-Hb ausentes en el espectro de 

GR incubados con NPs de plata. Las moléculas de desoxi-Hb tienen mayor afinidad 

de unión a la membrana del GR, por lo cual están más cercanas a NPs que se unen 

a la membrana del eritrocito que las moléculas de oxi-Hb. Por esta razón, la 

ausencia de picos de oxi-Hb en los espectros Raman de GRs incubados con NPs 

de plata sugiere una ubicación extracelular de dichas NPs. En este punto de la 

exposición de nuestros resultados, discutimos aspectos relacionados con los 

mecanismos que contribuyen a la amplificación de la señal Raman de los GRs vivos, 

así como perspectivas para la aplicación de estas NPs. 
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Raman micro-spectroscopy allows non-invasive studies of biological processes that 

induce variations of intensity and/or position of peaks on cell Raman spectra. The 

weak Raman signal of molecules can be enhanced by metal nanoparticles (NPs) for 

molecules located near to nanoparticle surface (around 20 nm and less). Raman 

spectrum of Hemoglobin (Hb) has been very well characterized by other authors. 

For this reason, red blood cells (RBC), whose main component is Hemoglobin, are 

a suitable model to study the effect of silver NPs on Raman signals of Hb. In this 

work, we synthesized and characterized two different colloids of silver NPs for 

Raman studies.  

Polyethylene glycol (PEG) molecules confer biocompatibility and stability to metal 

NPs, very important properties for biological applications. PEG is used frequently as 

a reducer and stabilizing agent in the synthesis of silver NPs (NPs AgPEG). 

Sometimes, the procedure is accomplished in the presence of oxygen and at 

temperatures over 70ºC, without consider PEG susceptibility to thermal oxidative 

degradation (TOD). Using these conditions (O2 / 70ºC), Luo et al (2005) and Nam et 

al (2011) observed that PEG reducing activity improves with the increment of 

temperature or with the use of a higher molecular weight PEG. However, these 

observations cannot be explained by the mechanisms reported until now for the 

reduction of Ag+ that only involve PEG terminal groups on the reduction. On the 

other hand, we found that some of the procedures reported for NPs AgPEG 

synthesis are difficult to reproduce.  

In this work, we study the influence of different factors, such as temperature, 

presence of oxygen and silver precursor concentration, in the synthesis of NPs 

AgPEG. Our results give experimental evidences that shows the involvement of TOD 

of PEG in a new mechanism that can explain the effect of PEG in the reduction and 

stabilization of NPs AgPEG. 

Additionally, our experiments allowed to find reproducible conditions for the 

synthesis of NPs AgPEG that were stable in dispersion for at least two years. The 

stability of the NPs makes easier the comparison between studies achieved at 

different moments, with different cells and by different laboratories. Another 

advantage of using PEG as the reducing and stabilizing agent in the synthesis of 
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NPs AgPEG is the green character of this method that is not harmful to the 

environment. 

We also obtained AgNPs by using NaBH4 as the reducing agent and sodium citrate 

as the stabilizing agent. These AgNPs are very used in SERS studies due to the 

reproducibility of the synthesis method, although the nanoparticles are not long-term 

stables. The two kinds of nanoparticles obtained by us (NPs AgPEG and AgNPs) 

are spherical, in sizes between 20-50 nm and their surfaces are covered with 

different stabilizing agents. 

Both NPs were evaluated as Raman signal amplifiers in experiments with RBC, 

producing increments in the intensity of Raman peaks around 100-10 000. The 

intensity of Raman peaks was higher in RBC incubated with AgNPs than in NPs 

AgPEG. Analyzing the differences between the spectra of RBC control condition and 

RBC incubated with silver NPs, we conclude that oxi-Hb contributes peaks only to 

RBC control condition. Deoxy-Hb molecules have better affinity for RBC membrane, 

what locates them nearest to the silver NPs that can be joining the external face of 

the cellular membrane. That is why, the absence of oxi-Hb peaks in Raman spectra 

of RBC incubated with NPs suggests an extracellular position for both kind of silver 

NPs used. At this point of our results, we discuss aspects related to the mechanisms 

that contributes to Raman signal amplification in RBC and possible applications of 

our silver NPs.  
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En la Introducción hacemos referencia al área de la física donde se inserta el 

presente trabajo así como la importancia y repercusión del mismo. Además, 

planteamos las hipótesis que queremos comprobar en nuestro estudio y los 

objetivos trazados para demostrar si se cumplen o no dichas hipótesis. 

En el Capítulo 1, mostraremos el marco teórico que facilita la compresión de los 

procesos que se describen en nuestro estudio. En el acápite 1.1, se definen los 

conceptos de nanopartícula y plasmón de superficie, se explican los mecanismos 

de nucleación y crecimiento en la síntesis de NPs metálicas, enfocándonos en las 

NPs de plata. También describiremos el papel del poli-etilenglicol (PEG) como 

agente reductor y estabilizante en la síntesis de NPs de plata. Finalmente, 

describimos cómo se emplean los modos de interacción de la luz con la materia en 

las técnicas empleadas para la caracterización de NPs metálicas, así como el 

fundamento teórico de dichas técnicas. En el acápite 1.2 se describen las 

interacciones entre las radiaciones electromagnéticas y las moléculas. Las 

diferentes regiones del espectro electromagnético se definen y nos enfocamos en 

las radiaciones ¨no ionizantes¨ que permiten estudiar procesos de absorción y 

dispersión inelástica por métodos de espectroscopía, que brindan información de la 

estructura química de la molécula. Por último, en el acápite 1.3 se explica el efecto 

de la interacción de la luz con moléculas que se encuentran en la superficie de NPs 

metálicas con propiedades plasmónicas, en el contexto de dispersiones inelásticas 

(Raman). 

En el Capítulo 2, se estudia el efecto de la temperatura en la síntesis de NPs de 

plata empleando PEG como agente reductor y estabilizante (NPs AgPEG). Se 

describe la metodología que seguimos para evaluar el posible efecto de la 

degradación térmica oxidativa del PEG en esta síntesis. Aquí brindamos evidencia 

experimental que sugiere la existencia de un nuevo (no descrito anteriormente) 

mecanismo de reducción de los iones plata para síntesis realizadas en condiciones 

favorables a la degradación térmica oxidativa del PEG. Además, se establecen las 

condiciones para la síntesis reproducible de NPs AgPEG estables en el tiempo. 

En el Capítulo 3, se establecen las condiciones que permitieron evaluar el efecto 

de NPs de plata en la señal Raman de glóbulos rojos vivos. Se discuten las 

diferencias observadas entre el espectro Raman de eritrocitos vivos, en presencia 

o no de NPs de plata. 

Al final del documento, se muestran las Conclusiones generales de la tesis así 

como las Referencias. 
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INTRODUCCIÓN 

Las propiedades ópticas de las NPs de metales nobles como la plata y el oro, son 

ampliamente aplicadas en biomedicina, en particular, en técnicas de detección de 

moléculas y diagnóstico. Por ejemplo, muchas pruebas diagnóstico como las de 

detección del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y del embarazo, emplean 

NPs de oro conjugadas a anticuerpos o antígenos para revelar el resultado sin 

necesidad de ningún equipo. En estos, la especificidad de unión con moléculas en 

la muestra, está dada por la interacción antígeno-anticuerpo, mientras que la 

presencia de NPs de oro, permite visualizar el resultado. Por otro lado, las NPs de 

plata pueden emplearse en la amplificación de la señal Raman de moléculas muy 

cercanas a su superficie. Las aplicaciones antes mencionadas se fundamentan en 

los fenómenos de absorción y dispersión (elástica) de la luz por NPs metálicas, no 

presentes en el bulto, es decir, en partículas de mayor volumen del mismo material. 

Asumiendo NPs metálicas de forma esférica, cuando su diámetro (d) es menor que 

la longitud de onda (λ) del fotón en el rango visible del espectro electromagnético 

(400-700 nm), se producen fenómenos de dispersión elástica (Rayleigh o Mie). Esta 

relación entre el tamaño de la NP y la longitud de onda de la luz visible (d < λ), 

explica por qué los fenómenos de dispersión mencionados no se observan en el 

bulto.  

La absorción de fotones por NPs metálicas, se produce cuando la frecuencia de los 

mismos coincide con la frecuencia del plasmón de la NP metálica. En estas 

condiciones tiene lugar la resonancia del plasmón de la NP, que consiste en la 

oscilación coherente y colectiva de los electrones de la banda de conducción a 

través de la NP. Este efecto también se conoce como resonancia del plasmón de 

superficie localizado (LSPR: siglas del inglés Localized Surface Plasmon 

Resonance). La LSPR produce un incremento de la intensidad del campo eléctrico 

en las vecindades de la NP metálica, que es uno de los mecanismos que media la 

amplificación de la señal Raman de moléculas adsorbidas a la superficie de la NP 

metálica (efecto SERS). La dispersión Raman es una dispersión inelástica de la 

radiación electromagnética que tiene lugar cuando un fotón absorbe o cede energía 
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a una molécula durante la interacción, provocando un cambio en el estado 

vibracional de la misma. De esta forma, el espectro Raman brinda información sobre 

los enlaces químicos presentes en la molécula. Un factor limitante en la aplicación 

de la micro-espectroscopía Raman es su baja sensibilidad, ya que solo 1 de cada 

107 fotones se dispersa inelásticamente. Sin embargo, cuando una molécula se 

adsorbe sobre la superficie de NPs metálicas con propiedades plasmónicas, puede 

producirse el efecto SERS, amplificando la intensidad de la señal Raman (en el 

orden de 103-1014) (Stevenson et al., 2012; Sapsford et al., 2013). En esta aplicación 

se emplean con frecuencia las NPs de plata, debido a que estas exhiben una banda 

de absorción del plasmón muy intensa y estrecha en el espectro UV-visible. 

En este trabajo, nos propusimos evaluar el efecto de distintas NPs de plata en el 

espectro de dispersión Raman de eritrocitos vivos, para lo cual fue necesario 

primeramente sintetizar dichas NPs. Teniendo en cuenta que el PEG le confiere a 

las NPs metálicas biocompatibilidad y estabilidad, propiedades favorables para los 

ensayos en células, obtuvimos NPs de plata empleando PEG200 como agente 

reductor y estabilizante (NPs AgPEG). En cambio, una de las NPs de plata más 

empleadas en estudios SERS, son aquellas que se obtienen con el NaBH4 como 

agente reductor y el citrato de sodio como agente estabilizante (NPAgs), por lo que 

también sintetizamos estas NPs. Actualmente, la obtención de un coloide NPs de 

plata monodispersas y estables a largo plazo continua siendo un reto (Stevenson 

et al., 2012). Uno de los factores que afecta la estabilidad coloidal de las NPs de 

plata es que son susceptibles a la oxidación. El procedimiento para la obtención de 

las NPAgs descrito en la literatura fue fácil de reproducir, pero las NPAgs obtenidas 

no son estables a largo plazo. En cambio, para la síntesis de NPs AgPEG con 

PEG200 fue necesario establecer las condiciones óptimas de reacción, pues no fue 

posible reproducir la síntesis descrita por Stiufiuc y colaboradores (Stiufiuc et al., 

2013).  

El PEG es muy empleado como agente reductor y estabilizante en la síntesis de 

NPs AgPEG. Sin embargo, algunos autores llevan a cabo esta reacción en 

atmósfera oxidante y a elevadas temperaturas (mayor de 70ºC), sin considerar la 

susceptibilidad de este polímero a la degradación térmica oxidativa (DTO). Varios 
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autores realizan la síntesis de NPs de plata en atmósfera no oxidante (N2 o Ar) para 

evitar su oxidación antes de ser estabilizadas. En estas condiciones, si se emplea 

PEG, la síntesis no se vería afectada por la DTO del PEG aunque se empleen altas 

temperaturas. Este proceso de degradación ocurre a temperaturas mayores de 

70ºC y en presencia de O2. Los grupos de Luo (Luo et al., 2005) y Nam (Nam et al., 

2011) obtuvieron NPs AgPEG en condiciones favorables a la DTO del PEG. Estos 

grupos observaron que la actividad reductora del PEG mejora al incrementar la 

temperatura o emplear un PEG de mayor peso molecular. Sin embargo, los 

mecanismos de reducción de iones Ag+ a partir de los grupos terminales de 

moléculas orgánicas que aparecen en la literatura (Fievet, Lagier y Figlarz, 1989; 

Luo, Zhao y Pendry, 2014; Gomes et al., 2015), no explican estas observaciones. 

En este estudio, nos propusimos evaluar si la síntesis de NPs AgPEG empleando 

PEG200 como agente reductor y estabilizante, se afecta en condiciones que 

favorecen la DTO del PEG. Con este fin, evaluamos en dicha síntesis la influencia 

de diferentes factores tales como la temperatura de reacción, la presencia de 

oxígeno y la concentración del precursor de plata. En base a los resultados 

obtenidos de este estudio, proponemos un mecanismo de reducción de iones plata 

donde también participan los grupos oxi-etilenos internos en la estructura del PEG, 

así como otros compuestos intermediarios y algunos productos de la DTO del PEG. 

Además, establecimos condiciones de síntesis reproducibles para la obtención de 

NPs AgPEG estables en el coloide por al menos dos años.  

Las NPAgs y NPs AgPEG sintetizadas se caracterizaron y luego evaluamos su 

efecto en el espectro Raman de eritrocitos vivos. Nuestros resultados evidencian la 

utilidad de estas NPs en la amplificación de la señal Raman de células vivas. Aquí 

se discuten aspectos relacionados con los mecanismos que contribuyen a la 

amplificación de la señal Raman de los GRs vivos así como perspectivas para la 

aplicación de estas NPs. 

A continuación, mostramos el objetivo general de nuestro trabajo, los objetivos 

particulares que permitieron cumplimentar dicho objetivo, así como las hipótesis que 

queremos probar en nuestro estudio. 
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Objetivo general del trabajo: 

Evaluar el efecto de algunas variables físico-químicas en la síntesis de 

nanopartículas de plata con PEG para obtener de manera reproducible NPs AgPEG 

estables que resulten útiles para aplicaciones biológicas.  

Objetivos particulares: 

1. Obtener un coloide estable de NPs de plata empleando PEG200 como agente 

reductor y estabilizante (NPs AgPEG).  

1.1. Evaluar el efecto de la concentración de AgNO3 (0.1-1.0 mM) en la síntesis 

de NPs AgPEG a diferentes temperaturas (60ºC o 100ºC) en presencia de 

oxígeno. 

1.2. Realizar la síntesis de NPs AgPEG empleando diferentes concentraciones 

de AgNO3 (0.1-0.5 mM) a 100ºC en atmósfera de N2. 

1.3. Proponer mecanismos de reducción que expliquen el comportamiento de las 

síntesis de NPs AgPEG dependiente de la temperatura y de la presencia de 

oxígeno. 

2. Obtener un coloide de NPs de plata empleando NaBH4 como agente reductor y 

citrato de sodio como agente estabilizante (NPAgs).  

3. Caracterizar las NPAgs y las NPs AgPEG mediante técnicas de dispersión de 

luz dinámica (DLS, siglas del inglés: Dynamic Light Scattering), microscopía 

electrónica de transmisión (TEM, siglas del inglés: Transmission Electron 

Microscopy) y espectroscopía de absorción en el rango ultravioleta-visible 

(UV/vis).  

4. Evaluar la estabilidad de las NPAgs y las NPs AgPEG en presencia de sales. 

5. Evaluar el efecto de las NPAgs y las NPs AgPEG en la viabilidad de los 

eritrocitos vivos.  

6. Comparar el efecto de las NPAgs y las NPs AgPEG en la señal Raman de 

eritrocitos vivos. 
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Hipótesis: 

Variables físico-químicas como la temperatura de reacción y la presencia de 

oxígeno, son determinantes en la relación PEG200/Ag+ necesaria para producir 

NPs AgPEG estables de manera reproducible. Estas nanopartículas pueden 

emplearse para la amplificación de la señal Raman de eritrocitos vivos.  
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CAPÍTULO 1: Estado del Arte 

La física del estado sólido estudia las propiedades estructurales, mecánicas, 

termodinámicas, eléctricas, magnéticas y ópticas de sólidos poli-cristalinos y no 

cristalinos. En esta investigación, estudiamos diferentes variables físico-químicas 

durante la síntesis de NPs de plata que determinan la estabilidad y propiedades 

ópticas de estas NPs. Los fundamentos físico-teóricos esenciales involucrados en 

este trabajo están relacionados con las propiedades de la plata como cuerpo sólido 

cristalino en su condición de nanopartícula. El efecto de tamaño cuántico, le confiere 

propiedades ópticas a las NPs de plata que favorecen su aplicación en la 

amplificación de la señal Raman de moléculas como la hemoglobina.  

Los átomos de cada elemento químico se caracterizan por el número de protones 

presentes en el núcleo. En cada átomo, el número de protones es igual al número 

de electrones lo que hace que sea eléctricamente neutro. Los protones y neutrones 

en un átomo se ubican en el núcleo mientras que los electrones se distribuyen 

alrededor del núcleo en los distintos niveles de energía ubicándose en los orbitales 

atómicos (obedeciendo el principio de exclusión de Pauli). Los electrones que se 

encuentran en la capa de valencia, el nivel de mayor energía (ocupado), se conocen 

como electrones de valencia. En cambio, los electrones que ocupan los niveles de 

menor energía (que el nivel de valencia), se denominan electrones internos. Estos 

electrones se encuentran más cercanos al núcleo y son fuertemente retenidos en el 

átomo. En cambio, los electrones de valencia participan en la formación de enlaces 

químicos con otros átomos. La mayoría de los átomos tienden a formar enlaces 

químicos para ganar estabilidad, formando moléculas. Las características de los 

átomos determinan el tipo de enlace químico que los une, y esto a su vez influye en 

las propiedades físicas y químicas de las moléculas que forman.  

1.1 Interacción de la luz con la materia 

Los distintos modos de interacción de las radiaciones electromagnéticas (EM) con 

la materia, dependen de la energía de la radiación y la composición del material. 
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Esto último determina las diferencias entre las propiedades ópticas de las NPs 

metálicas y las de moléculas formadas por enlaces covalentes. En este capítulo, 

abordaremos diferentes aspectos relacionados con la interacción de NPs de plata 

(1.2) y moléculas covalentes (1.3) con la radiación electromagnética ¨no ionizante¨ 

para finalmente entender el efecto combinado de la dispersión Raman de moléculas 

en presencia de NPs metálicas (1.4).  

1.1.1 Radiaciones electromagnéticas  

Las radiaciones electromagnéticas (EM) se propagan en el espacio como ondas EM 

transversales con una velocidad c en el vacío (ver ecuación 1). Las mismas, se 

dividen comúnmente en 7 regiones espectrales (ver Figura 1). Los límites entre 

estas regiones se fijaron por convenio y no por una clara discontinuidad de los 

fenómenos físicos involucrados. La forma en que se genera la radiación EM, su 

detección y forma de interacción con la materia dependen de su frecuencia (𝜈).  

(1)  𝒄 =  𝛎 𝛌 ≅ 𝟑𝒙𝟏𝟎𝟖 𝒎

𝒔
   (velocidad de la luz en el vacío) 

En 1900, el físico alemán Max Planck postuló que la energía de la radiación EM 

puede ser emitida o absorbida por la materia sólo en pequeñas unidades discretas 

llamadas cuantos (fotones) (ver ecuación 2). Cada tipo de radiación EM tiene las 

energías cuánticas (E) apropiadas para la excitación de ciertos tipos de procesos 

físicos (ver Figura 1).  (García-Solé, Bausá y Jaque, 2005). 

(2)   𝑬(𝒇𝒐𝒕ó𝒏) = 𝒉𝝂 =
𝒉𝒄

𝝀
           

En la ecuación 2, h es la constante de Planck y su valor es ℎ = 6.62 𝑥 10−34 Js. 

Como muestra esta ecuación, mientras menor es la longitud de onda (mayor 

frecuencia), mayor es la energía de la radiación.  

http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbasees/mod2.html#c3
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La energía necesaria para arrancar un electrón del orbital atómico o molecular más 

externo, se denomina energía de ionización. Los fotones con energía mayor que la 

energía de ionización de una molécula podrían inducir su ionización (pérdida de 

electrones). En cambio, los fotones con energía ¨no ionizante¨ (menor a la energía 

de ionización) permiten estudiar diferentes procesos sin afectar la integridad de las 

moléculas. 

  

 

 

Figura 1 Representación de las regiones del espectro electromagnético. Se muestran los 

rangos de energía (E/eV), frecuencia (ѵ/Hz) y longitud de onda (λ/nm) de las diferentes regiones 

así como las interacciones microscópicas asociadas a cada región del espectro. La relación 

entre E, ѵ y λ de un fotón se expresa en las ecuaciones 1 y 2. 

Los procesos que se describen en este trabajo están relacionados con el 

empleo de radiaciones electromagnéticas NO IONIZANTES. 
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Como se observa en la Figura 1, las radiaciones EMs en el rango ultravioleta-

infrarrojo (UV-IR) (200-3000 nm), pueden activar los modos de vibración en las 

moléculas o provocar la excitación de los electrones de valencia en átomos y 

moléculas. La transición de los electrones de valencia entre los diferentes niveles 

de energía está en el rango de 1 - 6 eV mientras que la activación de los modos de 

vibración de los enlaces covalentes en las moléculas requieren menor energía  

(García-Solé, Bausá y Jaque, 2005). Entre los fenómenos que se estudian en el 

rango UV-IR, se encuentra los eventos de absorción y dispersión de la luz por 

moléculas que describiremos a continuación. Estos procesos se estudian por 

métodos espectroscópicos que, a diferencia de otras técnicas experimentales, 

proporcionan información directa de los niveles de energía cuantificados de una 

molécula, los cuales están íntimamente ligados a la estructura química (Horch, 

Hildebrandt y Zebger, 2015). 

1.1.2 Absorción  

Como mencionamos anteriormente, los distintos modos de interacción de las 

radiaciones EM con la materia, no dependen solo de la energía de la radiación, sino 

también de la composición del material.  

1.1.2.1 Absorción en el UV/vis 

Una muestra que contiene NPs metálicas puede absorber la energía de los fotones 

con una frecuencia igual a la frecuencia del plasmón de dichas NPs (se define y 

describe en la sección 1.2.1).  

En cambio, en el caso de las moléculas, cuando la energía del fotón incidente 

coincide con la diferencia de energía entre el estado fundamental y el estado 

excitado de la molécula, se produce la absorción del fotón. La energía del fotón 

incidente se transfiere a la molécula y esta pasa al estado excitado. Esta energía 

puede disiparse en forma de calor y/o de radiación EM en el rango visible (ejemplo: 

fluorescencia (ver Figura 2A)).  

Como se observa en la Figura 1, las radiaciones en el rango UV/vis tienen la energía 

adecuada para provocar la excitación de diferentes moléculas. En espectroscopía 
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de absorción en el UV/vis, la absorción de fotones por una muestra se detecta por 

la atenuación del haz transmitido con respecto al haz incidente (ver Figura 5). Esta 

técnica se describe en detalle en la sección 1.1.2.1). Los espectros de absorción 

UV/vis para algunas NPs metálicas y molécula de hemoglobina se muestran en las 

secciones 1.2.1 y 1.3.1, respectivamente.  

1.1.2.2 Absorción en el IR 

Otra técnica muy empleada para el estudio de los modos de vibración en una 

molécula es la espectroscopia de absorción en el IR. En la sección 1.1.5.4 se 

describen las características generales de los modos de vibración de las moléculas 

¨activos en el IR¨. En esta técnica, se hace incidir sobre la muestra un amplio rango 

de radiaciones EM con frecuencias en el IR. La absorción del fotón se produce 

cuando su frecuencia coincide con la frecuencia de un modo de vibración de la 

molécula, de esta manera la molécula pasa a un estado de vibración de mayor 

energía. Esto se detecta de manera similar a la espectroscopia de absorción en el 

UV/vis antes descrita. (Smith y Dent, 2005)  

Para la detección de los modos vibracionales de una molécula se emplean dos 

técnicas complementarias: la espectroscopia de absorción en el IR y la 

espectroscopía de dispersión Raman (sección 1.1.4).  

1.1.3 Dispersión Rayleigh 

La dispersión elástica es la forma de dispersión más intensa donde la λ del fotón 

dispersado es igual a la λ del fotón incidente. Dependiendo de la relación entre el 

tamaño de la partícula y la longitud de onda de la radiación incidente, la dispersión 

elástica puede describirse por las teorías de Rayleigh o Mie (ver Figura 6B y sección 

1.1.5.2).  

La dispersión Rayleigh consiste en la dispersión elástica de la luz causada por 

moléculas y partículas con diámetro menor a 
λ

10
 . En este rango de tamaños, el haz 

de fotones puede considerarse como la propagación de un dipolo oscilante que es 

mucho más grande que la molécula. De esta forma, el fotón incidente puede causar 

una distorsión de la nube de electrones de la molécula provocando su polarización. 
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Como consecuencia, la molécula pasa a un estado de mayor energía que 

comúnmente se denomina estado virtual (ver Figura 2A). Este estado de energía 

de la molécula se caracteriza por una geometría de los electrones con respecto al 

núcleo diferente de la presente en el estado basal y en el excitado. El estado virtual 

es inestable y al relajarse la molécula, la energía se libera rápidamente en forma de 

dispersión de la radiación. En 1871, Lord Rayleigh determinó que la intensidad de 

la luz dispersada (Id) por dispersores dipolares mucho más pequeños que la longitud 

de onda (ver ecuación 3) depende de la polarizabilidad de la molécula (α), la 

distancia de la fuente al dispersor (R), la cantidad de dispersores (partículas) (N), el 

ángulo de dispersión (θ) y la intensidad de la radiación incidente (I0) y su longitud 

de onda (λ). 

(3)     𝐈𝐝 = 𝐈𝟎
𝟖𝛑𝟒𝑵𝜶𝟐

𝛌𝟒𝑹𝟐 (𝟏 + 𝐜𝐨𝐬𝟐 𝜽)    

Como se observa en la ecuación 3, la intensidad de la dispersión (Id) es 

inversamente proporcional a la cuarta potencia de la longitud de onda: 𝐼 α 
1

λ4. Lo 

anterior implica que la intensidad de dispersión es mayor para fotones de menor 

longitud de onda.  

1.1.4 Dispersión Raman 

De todos los fotones dispersados, un número limitado de fotones (1:107) (ver 

ecuaciones 5b-d intercambian energía con la molécula, alterando el estado 

vibracional de la misma. Este proceso de dispersión inelástica se conoce como 

dispersión Raman, pues este fenómeno fue descubierto el físico Chandrasekhara 

Venkata Raman en 1928 (Hanlon et al., 2000). 

La diferencia de energía entre el fotón incidente y el dispersado (ℎ(𝜈0 − 𝜈𝑑) en la 

Figura 2A) corresponde a la energía vibracional de un enlace molecular específico 

(ℎ𝑓). De esta forma, el espectro de dispersión Raman brinda información sobre la 

energía de los enlaces presentes en la muestra y por tanto permite la identificación 

de moléculas y el estudio de procesos celulares que involucran un cambio 

importante en la composición o distribución molecular de la muestra. El desarrollo 

tecnológico ha facilitado el estudio ¨no invasivo¨ de las células por micro-
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espectroscopía Raman. Debido a su baja sensibilidad, en esta técnica se requieren 

concentraciones de moléculas entre 10-4 a 10-3 M para su detección (Brazhe et al., 

2009). 

  

Dependiendo de si el fotón gana o pierde energía en su interacción con la molécula, 

la dispersión Raman se clasifica en Stokes o Anti-Stokes (ver Figura 2B). En la 

 

Figura 2 Representación de la dispersión de la luz comparada con otros procesos. A) 
Diagrama de Jablonski para procesos de absorción en el infrarojo (IR), dispersión elástica 
(Rayleigh) e inelástica (Raman) y fluorescencia. B) Relación de intensidad y distribución de 
espectros Stokes, Rayleigh y Anti-Stokes.  
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dispersión Stokes, el fotón incidente le transfiere energía a una molécula que se 

encuentre en el estado fundamental o algún estado vibracional de baja energía. 

Como resultado, la molécula pasa a un estado vibracional de mayor energía y el 

fotón dispersado tiene menor energía (mayor λ) que el fotón incidente. En cambio, 

en la dispersión Anti-Stokes, una molécula que se encuentra en un estado 

vibracional de mayor energía (debido a perturbaciones térmicas o interacciones 

previas con un fotón) le cede energía al fotón. De esta forma, la molécula pasa a un 

estado vibracional de menor energía y el fotón dispersado tiene mayor energía 

(menor λ) que el fotón incidente.  

La forma correcta de expresar la dispersión Raman es como un desplazamiento en 

energía: variación del número de onda (∆�̅�) entre el fotón incidente y el fotón 

dispersado (cm-1) (ver  Figura 2B). El número de onda (�̅�) es el recíproco de la 

longitud de onda (�̅� =
𝟏

𝝀
=

𝝂

𝒄
). 

A temperaturas alrededor de 25ºC, la mayor parte de las moléculas están en el 

estado fundamental, por lo cual, a menos que se establezcan condiciones 

experimentales especiales, los eventos de dispersión Stokes predominan sobre la 

dispersión Anti Stokes (ver Figura 2B). Así, en microespectroscopía Raman, 

comúnmente medimos la dispersión Stokes. 

La medición del espectro anti-Stokes podría favorecer el análisis de muestras donde 

la señal Stokes se ve enmascarada por la fluorescencia. Existen herramientas 

experimentales que amplifican la señal anti-Stokes. Una forma de evitar la 

fluorescencia de la muestra para la medición del espectro Raman Stokes, es el 

empleo de un láser con energía menor (mayor λ) que la requerida para la excitación 

de electrones en la muestra (salto del electrón del estado basal al estado excitado). 

1.1.4.1 Modos vibracionales de una molécula (Modos activos en Raman) 

La energía de una molécula, mientras no se altere su estado electrónico (ejemplo: 

por la absorción de un fotón que provoque el salto de un electrón al estado excitado), 

puede dividirse en diferentes ¨grados de libertad¨. Estos representan los posibles 

movimientos de traslación y rotación en la molécula, que se conocen como modos 
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normales de vibración. En una molécula con n átomos, deben aparecer 3n-6 bandas 

de tensión y flexión (3n-5 cuando la molécula es lineal). Esto significa que una 

molécula di-atómica tendrá solo un modo de vibración.(Smith y Dent, 2005)  

Si asumimos que un enlace químico se comporta como un oscilador armónico, 

podríamos emplear la ecuación de Hooke: F=-kx, donde k es la constante de fuerza 

del enlace y x el desplazamiento del estado de equilibrio. En una molécula 

di-atómica, la frecuencia (𝒇) del modo de vibración depende de k y la masa reducida 

de los dos átomos (µ), como se muestra en la ecuación 4. 

(4)  a)  𝒇 =
𝟏

𝟐𝚷
 √

𝒌

𝝁
    b)  

𝟏

𝝁
=

𝟏

𝒎𝟏
−

𝟏

𝒎𝟐
    (m1 y m2: masas de átomo 1 y 2) 

En moléculas de tres o más átomos, otro factor que determina la frecuencia de 

vibración es el ángulo entre los enlaces que contribuyen al modo de vibración. 

Mientras más fuerte es el enlace, y más pequeños los átomos involucrados, mayor 

será la frecuencia de la vibración y viceversa. Mientras mayor es 𝒇, mayor es la 

energía que el fotón incidente cede (o recibe) a (de) dicho modo de vibración, por lo 

que será mayor el desplazamiento Raman, es decir, es mayor la diferencia de 

energía (ℎ(𝜈0 ± 𝜈𝑑)) entre el fotón incidente y el fotón dispersado (ver Figura 2A).  

Modos de vibración en moléculas sencillas  

En el H2O (no lineal) tendremos 3 modos de vibración (ver Figura 3) mientras que 

en el CO2 (lineal), tendremos 4 modos normales de vibración. Sin embargo, el CO2 

presenta dos modos vibracionales de deformación con frecuencias muy similares 

observándose un único modo vibracional de deformación que es una combinación 

de ambos. Por esta razón, en el CO2 se observan 3 modos vibracionales de 

frecuencias diferentes (ver Figura 3).  

Estos modos vibracionales pueden estudiarse por micro-espectroscopía Raman y 

espectroscopía infraroja (IR). En moléculas con un eje de simetría, las vibraciones 

activas en Raman serán inactivas en el infrarojo y viceversa. El modo vibracional 

activo en Raman es aquel que provoca cambios en la polarización de la molécula. 

En cambio, la absorción en el infrarojo depende de cambios en el momento dipolo 

permanente de la molécula. En H2O y CO2, los estiramientos simétricos provocan 
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un mayor cambio en la polarización de la molécula con poco o ningún cambio en el 

momento dipolar (señal Raman fuerte y señal de absorción IR débil o ausente). Los 

modos de deformación causan un cambio en el momento dipolo de la molécula pero 

poco cambio en la polarización (absorción IR fuerte y señal Raman débil o ausente). 

(Smith y Dent, 2005) 

 

Asignación de modos de vibración en moléculas complejas 

En moléculas formadas por muchos átomos, se puede tener una idea de los modos 

de vibración a partir de cálculos teóricos. El enfoque habitual para describir las 

vibraciones es dividir los desplazamientos en determinados rasgos característicos 

que pueden estar presentes en varias moléculas. En el espectro experimental se 

localizan los picos de los modos de vibración calculados teóricamente y estos 

pueden coincidir. Esto se conoce como asignación de la vibración y es una manera 

de describirla. Aunque dicha asignación no es precisa en todos los casos, en 

muchas moléculas se describen razonablemente la asignación de las bandas 

comunes. (Smith y Dent, 2005) 

Para la asignación de vibraciones a picos espectrales es necesario tener en cuenta 

que: 

- Dos o más enlaces cercanos en una molécula con energías similares, 

pueden interactuar. En este caso, lo que se observa en el espectro es la 

vibración del grupo de átomos unidos por estos enlaces. 

 

Figura 3 Modos de vibración de moléculas triatómicas con eje de simetría. Las bolas 
representan los átomos y las líneas los enlaces entre átomos, las flechas indican la dirección 
de la vibración.(Smith y Dent, 2005) 
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- Cuando hay una gran diferencia de energía entre las vibraciones de 

diferentes enlaces, o los átomos están bien separados en la molécula, los 

enlaces pueden tratarse independientemente. 

En absorción infrarroja o dispersión Raman, es posible asignar rangos de energía 

para frecuencias características de los grupos más comunes. Las intensidades 

relativas de los picos específicos ayudan a confirmar que la asignación de la 

vibración es la correcta. Por ejemplo, el grupo carbonilo (>C=O) es asimétrico e 

iónico, tiene un momento dipolar que cambia con el modo de estiramiento. Este 

grupo tiene fuertes bandas (a 1700 cm-1) en el espectro infrarrojo, pero débiles en 

el espectro Raman. Grupos simétricos como los enlaces insaturados (-C=C-) y 

enlaces disulfuro (-S-S-) absorben débilmente en el infrarrojo, pero son fuertes 

dispersores Raman. Los modos de estiramiento para estas vibraciones son a 

1640 cm-1 y a 500 cm-1, respectivamente. La combinación del conocimiento de la 

energía aproximada y la intensidad relativa de las vibraciones características, son 

la base del modo de asignación utilizado por la mayoría de espectroscopistas (ver 

Figura 4). (Smith y Dent, 2005) 
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1.1.5 Técnicas de caracterización de materiales  

A continuación se describen los principios físicos de las técnicas que se emplearon 

en este estudio para la caracterización de las NPs de plata y las moléculas de 

hemoglobina de los eritrocitos. Este conocimiento favorece la obtención de 

resultados precisos y una correcta interpretación de los mismos.  

1.1.5.1 Espectroscopía de absorción UV/vis 

La Figura 5 muestra una representación esquemática de los principales elementos 

del espectrofotómetro UV/vis y la forma espectral de la luz después de pasar a 

través de cada elemento. El espectrofotómetro UV/vis está equipado con dos 

lámparas (fuentes de radiaciones EM) que permiten abarcar el rango de longitudes 

de ondas en el rango UV/vis (200-800). Generalmente, se emplean una lámpara de 

deuterio para el rango UV y una lámpara de tungsteno para el visible. El camino 

 

Figura 4 Desplazamiento Raman de vibraciones simples y vibraciones de grupos de 
átomos. La longitud de la línea vertical representa el rango de la variación del número de onda 
(cm-1) en la que se encuentra normalmente cada tipo de vibración. El grosor de la línea indica la 
intensidad de la señal Raman, mientras más gruesas, mayor es la intensidad. (Smith y Dent, 
2005) 
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óptico del haz de luz se traza con la ayuda de espejos dicroicos. Al pasar el haz de 

luz por el monocromador, se separan los fotones por su frecuencia y se selecciona 

la frecuencia que incide sobre la muestra en cada momento.  

 

Cuando un haz de fotones incide sobre una muestra, pueden tener lugar diferentes 

eventos, de manera no excluyente. La probabilidad de que ocurra un evento 

depende, en parte, de la composición del material así como de la frecuencia (ν) y 

longitud de onda (λ) de la radiación (ver Figura 5). Cuando un haz de luz 

monocromática (de una sola frecuencia) atraviesa la muestra (transmisión) su 

intensidad se atenúa (It < I0). La intensidad del haz transmitido (It) es menor que la 

del haz incidente (I0) pues parte de los fotones son reflejados (Ir), dispersados (Id) o 

absorbidos (Ia) (ver ecuación 5a y la Figura 5).  

La mayor contribución a la atenuación de la intensidad de haz transmitido se debe 

a los eventos de absorción (Ia), ya que los eventos de dispersión son menos 

frecuentes (ver ecuación 5b-d).  

(5)  a) It = I0 - (Ir+ Id + Ia)    b) Id =10-5 I0     

           c) Id(Raman) =10-2 Id      d) Id(Raman)  =10-7 I0      

Al final del camino óptico se ubica un detector para medir la intensidad de cada haz 

monocromático después de atravesar la muestra. En el rango UV/Vis generalmente 

se emplea un fotomultiplicador como detector. 

 

Figura 5 Sistema óptico de detección en UV/Vis. 
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Ley de Lambert-Beer 

La sección transversal (σ) es el área efectiva de un átomo o molécula que controla 

la probabilidad de que ocurran eventos de dispersión y absorción de la luz 

(σ =  σ𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑐𝑖ó𝑛 +  σ𝑑𝑖𝑠𝑝𝑒𝑟𝑠𝑖ó𝑛). 

Cuando un haz de luz incide sobre una cubeta de área A y espesor dx, que contiene 

una solución de moléculas a una concentración C, el número de moléculas 

iluminadas por la luz es CAdx. Luego, si cada molécula tiene un área transversal σ, 

que determina la probabilidad de absorber y/o dispersar la luz, entonces la fracción 

de área (A) donde la luz se absorbe debido a cada molécula está dada por σ/A y la 

probabilidad de que la luz se absorba o se disperse por unidad de área es (σCdx), 

lo cual determina la atenuación de la intensidad de la luz (
𝑑𝐼𝑥

𝐼𝑥
), como se expresa en 

la ecuación 6a. Integrando a ambos lados de la ecuación 6a (como se muestra a 

continuación), obtenemos la ecuación 6c.  

(6)  𝑎)
𝑑𝐼𝑥

𝐼𝑥
= − σCdx  

𝑏) ∫
ⅆ𝐼𝑥

𝐼𝑥

𝐼𝑡

𝐼0

= − ∫ 𝜎𝐶ⅆ𝑥 → 𝑙𝑛(𝐼𝑡) − 𝑙𝑛(𝐼0) = 𝑙𝑛 (
𝐼𝑡

𝐼0
)

𝑥

0

=  −𝜎𝐶𝑥 →
𝐼𝑡

𝐼0
= 𝑒−𝜎𝐶𝑥 

𝑐) 𝐼𝑡 = 𝐼0 𝑒−𝜎𝐶𝑥 = 𝐼0 𝑒−𝜇𝑥    

La ecuación 6c se conoce como la ley de Lambert-Beer, donde I0 es la intensidad 

de la luz que llega al material (intensidad incidente menos las pérdidas por reflexión 

en la superficie), It  la intensidad del haz transmitido, x la trayectoria lineal que 

recorre la luz y µ=σC es el coeficiente de atenuación lineal y se expresa en (cm-1). 

 
En espectroscopia UV/Vis, la absorbancia (A) se define como:  

(7) A = log (
𝐼0(𝜆)

𝐼𝑡(𝜆)
)= log (

𝐼0(𝜆)

𝐼0(𝜆)𝑒−µ𝑥  
)=log 𝑒µ𝑥   =  µx log(e)  =  0.4343 µx    

Ley de Lambert Beer: La intensidad de la luz al atravesar un material se atenúa 
exponencialmente en relación con: 

 La cantidad de material absorbente y dispersor presente en el tramo que recorre la 
luz (concentración: C).  

 La distancia que la luz recorre a través de la muestra (longitud de la trayectoria 
óptica: x).  

 La probabilidad de que el fotón de una longitud de onda particular sea absorbido o 
dispersado por el material (sección transversal: σ). 
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El coeficiente de extinción (ε:) es ε = 0.4343σ, por lo cual, de manera similar a ¨σ¨ 

describe la capacidad de una partícula de absorber y dispersar la luz. Luego 

relacionando: ε = 0.4343σ, µ=σC y A= 0.4343 µx como se muestra a continuación 

y despejando A, obtenemos: la ecuación 8, que es la forma más conocida de la ley 

de Lambert-Beer, empleada para determinar la concentración de una muestra a 

partir de la absorbancia: 

𝜀 = 0.4343𝜎 = 0.4343
𝜇

𝐶
 =

𝐴

𝐶𝑥
  

(8)  A= εCx  

Comúnmente, los resultados de las medidas de espectrofotometría UV/Vis se 

muestran en gráficos de absorción en función de λ. No obstante, como la atenuación 

de la intensidad detectada en el haz transmitido depende de fenómenos de 

absorción y dispersión, es más preciso expresar los gráficos como extinción en 

función de la λ. En muestras donde el tamaño de las partículas es menor que λ/10, 

se puede despreciar la contribución de la dispersión a la atenuación de la intensidad 

de la luz. En estas condiciones, el coeficiente de atenuación lineal µ es igual al 

coeficiente de absorción lineal α  y es válido graficar absorción en función de la λ. 

(Ye-Wan et al., 2010)  

1.1.5.2 Dispersión de luz dinámica (DLS) 

Cuando la radiación EM interactúa con la materia, una parte de los fotones se 

dispersa en todas las direcciones de manera elástica o inelástica (ver Figura 5 y 

ecuaciones 5a-d). Los procesos de dispersión de fotones compiten con los procesos 

de absorción anteriormente descritos, los cuales dependen de las propiedades de 

la muestra. Por esta razón, antes de caracterizar un coloide de NPs metálicas por 

DLS, se debe conocer el espectro de absorción del mismo. Cuando la longitud de 

onda del láser implementado en el equipo DLS se encuentra en el rango de 

absorción de la muestra, los fenómenos de absorción afectarían la detección de 

fotones dispersados que permiten determinar el tamaño de la NP. Este es un 

aspecto importante a tener en cuenta cuando queremos caracterizar una muestra 

por DLS.  
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Las partículas en una solución no están estáticas, sino que presentan un 

movimiento Browniano (movimiento al azar). Por ello, la medición en tiempo real de 

la dispersión de la luz por las partículas en solución resulta en una dispersión 

dinámica. La velocidad de difusión de una partícula en el medio depende de su 

tamaño, la temperatura (T) y la viscosidad del medio (η) de la manera que se 

expresa en la relación de Stokes-Einstein (ver ecuación 9(9)), donde k es la 

constante de Boltzmann (k= 1.381×10-23J/K). 

(9) 𝐷 =
𝑘 𝑇

3𝜋𝜂(𝐷𝐻𝑝)
   

En la técnica de DLS se utiliza el fenómeno de dispersión elástica de la luz para 

determinar el coeficiente de difusión (D) de las partículas en una suspensión. En 

cada medición, se introducen los valores de T y η (tipo de solvente). Con los datos 

anteriores, el programa calcula el diámetro hidrodinámico de las partículas (DH) 

basado en la equivalencia con una partícula esférica con igual coeficiente de 

difusión. Cabe señalar que el DH es mayor que el diámetro real de la partícula (ver 

Figura 6D), pues las partículas en solución presentan una capa de solvatación. La 

presencia de moléculas orgánicas como el PEG en la superficie de NPs esféricas 

también contribuye a incrementar el DH. 
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En esta técnica, es importante tener en cuenta como varía la señal relativa de 

poblaciones de partículas con diferentes tamaños en la muestra. La intensidad de 

la dispersión es Id α (DH)6,  por esta razón, en el análisis de una muestra con igual 

 

Figura 6 A) Variación de la señal relativa de partículas de 5 y 50 nm en una muestra con igual 
número dependiendo del parámetro que se grafica B) Modos de dispersión elástica de la luz 
dependiendo del tamaño de la partícula con respecto a la longitud de onda (λ) del fotón 
incidente. En la dispersión Mie, la intensidad de la dispersión hacia delante es mayor que la 
retrodispersión. En rojo, se muestran los límites de tamaños de partículas para cada modo de 
dispersión, teniendo en cuenta el uso de un láser de 633 nm. C) Sistema óptico para la detección 
de la dispersión de la luz en equipos como el Malvern Nanosizer ZS. 
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número de partículas de 5 y 50 nm, en los gráficos de intensidad en función de DH, 

la señal de las partículas de 50 nm es mucho mayor que la de 5 nm (ver Figura 6A). 

En ocasiones, esto conlleva a que la presencia de NPs pequeñas quede 

enmascarada por las partículas más grandes. En los gráficos de volumen (V) en 

función del DH, la diferencia de señal entre los picos es menor, pues V =
4

3π
(

DHp

2
)

3

. 

Esta técnica da información sobre el tamaño de las poblaciones presentes y no se 

debe confundir la diferencia de intensidad de los picos que representan poblaciones 

de diferentes tamaños con la concentración relativa de cada población de partículas 

en la muestra.  

Al emplear un láser de 633 nm, se asegura tener dispersión Rayleigh en partículas 

menores de 60 nm (ver Figura 6B). La tecnología de retro-dispersión (ver Figura 

6C) no invasiva ofrece una mayor sensibilidad y permite el análisis de un mayor 

rango de concentración y tamaño. Al medir la señal de dispersión en un ángulo de 

173º, se reduce la dependencia de la intensidad de dispersión para partículas 

mayores de 60 nm (ver Figura 6B). Esto favorece la exactitud de los cálculos 

involucrados para determinar el tamaño de las partículas. 

1.1.5.3 Microscopía electrónica de transmisión (TEM)  

La TEM es una de las técnicas más precisas para determinar forma y tamaño de 

NPs. A diferencia de las técnicas anteriores (espectroscopia de absorción UV/Vis y 

DLS), la TEM analiza las NPs en una muestra seca. Un aspecto a tener en cuenta 

es que en ocasiones, en las imágenes TEM se pueden observar agregados que no 

están presentes en la suspensión coloidal. Esto se debe a que durante la 

preparación de la muestra pueden ocurrir procesos de agregación de las NPs 

metálicas.  

En las imágenes TEM de alta resolución se puede observar la estructura cristalina 

del material. El procesamiento de dichas imágenes (empleando programas como 

Gatan) permite medir las distancias interplanares que son características de la 

estructura cristalina de cada material. La estructura cristalina de NPs metálicas se 
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puede confirmar por la técnica de difracción de rayos X (XRD, siglas del inglés: X-ray 

diffraction), la cual requiere de grandes cantidades de la muestra de NPs seca.  

En TEM se analiza un volumen muy pequeño de muestra (menos de 10 µL), por lo 

cual es difícil obtener resultados estadísticamente concluyentes (Lim et al., 2013). 

Teniendo esto en cuenta, para realizar un buen análisis de la distribución de tamaño 

de las NPs presentes en un coloide, se requiere que la muestra tomada sea 

representativa del coloide y medir más de 300 NPs en las imágenes TEM.  

Fundamento teórico del TEM 

En 1924, el físico francés Louis De Broglie sugirió que una partícula libre (ej. 

electrón) con masa en reposo m, que se mueve con una velocidad v no relativista, 

debe tener una longitud de onda 𝜆 relacionada con su cantidad de movimiento 

(𝑝 = 𝑚𝑣) como se expresa en la ecuación 10.(Hugh D. et al., 2009) 

(10)   𝜆 =  
ℎ

𝑝
 =  

ℎ

𝑚𝑣
    

Tres años más tarde (1927), un experimento realizado por Clinton Davisson y Lester 

Germer confirma la hipótesis de De Broglie calculando la λ del electrón en función 

del momento p (ver ecuación 10). De esta ecuación es evidente que mientras mayor 

sea la velocidad de la partícula, menor es su longitud de onda.  

En el microscopio electrónico de transmisión, se generan electrones en la fuente 

(ver Figura 7), los cuales son atraídos por el ánodo y acelerados por una diferencia 

de potencial. La velocidad de los electrones se controla por el voltaje (diferencia de 

potencial). La ecuación 11 muestra la relación entre el voltaje y la longitud de onda 

del electrón. Mientras mayor es el voltaje, mayor es la velocidad de los electrones y 

menor su longitud de onda. Esto es lo que permite alcanzar la resolución atómica 

(1Å) en este sistema.  

(11) 𝜆 =
ℎ

√2𝑚𝑒𝑉
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En el TEM se emplean lentes electromagnéticas (EM) para enfocar el haz de 

electrones sobre la muestra. Al incidir el haz de electrones en la muestra, se 

generan distintos procesos como se muestra en el recuadro a la derecha en la 

Figura 7. Los electrones transmitidos pasan por lentes objetivas y finalmente forman 

una imagen de la muestra en la pantalla fluorescente.   

Generación de rayos X 

En el microscopio electrónico de transmisión, cuando los electrones acelerados por 

la diferencia de potencial impactan en la muestra, pueden provocar la pérdida de 

electrones en las capas internas de los átomos que la conforman. Como resultado, 

se produce una transición de un electrón de las capas más externas hacia una capa 

más interna para ocupar la posición del electrón perdido. Cuando este electrón pasa 

a un estado de menor energía, se forma un fotón (rayos X) con una λ que se 

corresponde con la diferencia de energía entre los dos niveles. Como cada elemento 

 

Figura 7 Esquema de los principales elementos del TEM. A la derecha se muestran los 

resultados de la interacción del haz de electrones con la muestra. 
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tiene una distribución única de sus niveles de energía, los rayos X son 

característicos de cada elemento, por lo que brindan información sobre la 

composición del material.  

Por lo general, el microscopio electrónico de transmisión tiene acoplada una unidad 

de espectroscopía de dispersión de energía de rayos X (EDS, siglas del inglés: 

Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) que permite determinar la composición de 

la muestra por la detección de los rayos X. 

1.1.5.4 Micro-espectroscopía Raman  

En el micro-espectroscopio Raman, el sistema de excitación y colección de la señal 

Raman se encuentra acoplado a un microscopio óptico, lo cual permite el análisis 

de un volumen muy pequeño de la muestra (ver Figura 8). 

 

En este equipo se emplea un láser de excitación (monocromático) cuya intensidad 

se puede atenuar mediante filtros. Como se muestra en el esquema de la Figura 8, 

el camino óptico del láser se traza con la ayuda de espejos. El láser se enfoca en la 

 

Figura 8 Esquema del sistema óptico de un microespectrómetro Raman. 
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muestra mediante un objetivo y por esta misma vía se colecta la señal de dispersión 

Raman. Para evitar que la señal de dispersión Rayleigh interfiera con la señal de 

dispersión Raman que es más débil (ver ecuaciones 5a-d), los espectroscopios 

Raman disponen de un filtro ¨Notch¨ o espejo dicroico que bloquea, por reflexión, el 

paso de la señal de dispersión Rayleigh al monocromador. Luego, la señal pasa por 

una rejilla de difracción que separa las diferentes longitudes de onda de los fotones 

dispersados inelásticamente, los cuales son detectados por una cámara CCD.  

Para incrementar la intensidad de la señal Raman que se colecta en este sistema, 

en nuestros experimentos se emplearon obleas de silicio pulidos, que funcionan 

como un espejo. En estas obleas el pico intenso y estrecho de la señal Raman del 

silicio cristalino a 520 cm-1 se puede emplear para calibrar el equipo. Sin embargo, 

el óxido de silicio que se forma sobre la oblea de silicio tiene un pico de menor 

intensidad y ancho entre 900 y 1000 cm-1 que interfiere con el espectro Raman de 

las celulas, el cual generalmente se colecta entre 600 y 1800 cm-1.  

1.2 Nanopartículas metálicas  

1.2.1 Definición y propiedades  

En un átomo, los electrones se mueven en orbitales atómicos que se ubican en 

determinados ̈ niveles de energía¨. En un metal, los átomos se encuentran formando 

una red cristalina y los electrones pueden encontrarse en ¨bandas¨ que representan 

la superposición de niveles de energía atómicos del mismo tipo muy cercanos entre 

sí. En este sentido, se definen dos bandas importantes que ayudan a clasificar un 

material en términos de su capacidad para conducir la corriente eléctrica: la banda 

de valencia y la banda de conducción. En un metal, siempre habrá electrones en la 

banda de conducción. Estos electrones, pueden moverse en el metal y conducen la 

corriente eléctrica (aunque con determinada resistencia debido a interacciones 

electrón-fonón). 

Al comparar una partícula que presenta propiedades de bulto, con una 

nanopartícula (<100 nm), se observa que la densidad electrónica de estados ¨casi-
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continuos¨ en la banda de conducción cambia drásticamente y se produce un 

desdoblamiento de la banda en sub-bandas de mayor energía. 

Una nanopartícula se define como un material con dimensiones menores de 100 nm 

en al menos una de sus dimensiones, cuyas propiedades físico-químicas cambian 

con respecto a las de partículas del mismo material pero de un mayor volumen 

(propiedades de bulto) (Sapsford et al., 2013). Este trabajo se enfoca en las NPs 

metálicas, por lo que a continuación describiremos brevemente algunas de las 

bases físicas que dan origen al surgimiento de las propiedades ópticas 

características de estas NPs.  

Cuando en un metal el movimiento de los electrones de conducción se encuentra 

restringido a una región muy pequeña del espacio (del orden de los nanómetros), 

se dice que los electrones están confinados. En una NP metálica, la oscilación de 

los electrones de conducción se encuentra restringida (confinada) a un volumen 

muy pequeño. Como consecuencia del confinamiento electrónico, en las NPs se 

manifiestan propiedades ópticas, electrónicas, electromagnéticas, magnéticas y 

eléctricas, diferentes a las partículas de mayor tamaño (mayores que 1 µm) del 

mismo material (bulto).  

Las propiedades ópticas de las NPs metálicas varían con la forma y el tamaño de 

las mismas, ya que dependen de la frecuencia de plasmón de estas NPs (que se 

describirá en los próximos párrafos). Esta dependencia de las propiedades físicas 

de las NPs con su tamaño es lo que se conoce como efecto de tamaño cuántico.  

1.2.1.1 Plasmón de nanopartícula y su resonancia (LSPR)  

Las dimensiones de una NP son mucho menores que la longitud de onda (λ) de una 

radiación en el rango visible del espectro EM. Por esta razón, cuando incide una 

radiación EM en una NP de plata esférica, con diámetro (d) tal que d < λ/10, los 

electrones de conducción de la NP se mueven de manera coherente y colectiva en 

la dirección (pero en sentido contrario) del campo eléctrico, mientras que los ¨iones 

positivos¨ (formados por los núcleos y los electrones internos) permanecen 

relativamente inmóviles. Durante la oscilación del plasmón, se produce un 

desplazamiento de las cargas negativas (de la nube de electrones de conducción) 
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hacia un extremo de la NP, predominando una densidad de carga positiva (iones 

positivos) en el extremo contrario de la misma. Esta distribución de cargas es solo 

¨transitoria¨ ya que las fuerzas de Coulomb (fuerzas de atracción entre las cargas 

opuestas) provocan el movimiento de la nube de electrones en sentido contrario (ver 

Figura 9). De esta manera, se produce una oscilación del plasmón de la NP con 

una frecuencia que depende de la densidad de electrones, la masa efectiva de los 

electrones, la forma y el tamaño de la distribución de carga. Si la frecuencia de la 

radiación EM incidente es diferente de la frecuencia del plasmón de la NP, se 

producen mayormente eventos de dispersión de la radiación EM. En cambio, 

cuando la frecuencia de la radiación EM es igual a la frecuencia del plasmón, la NP 

absorbe la radiación EM y se produce una oscilación coherente y colectiva de los 

electrones de conducción con igual frecuencia pero con una amplitud máxima (ver 

Figura 9). Este fenómeno es conocido como resonancia del plasmón de superficie 

localizada (LSPR, siglas del inglés: Localized Surface Plasmon Resonance). (Kelly 

et al., 2003) 

  

La excitación del plasmón en las NPs metálicas se produce por la absorción 

selectiva de fotones. La longitud de onda que produce la LSPR depende del tamaño, 

la forma y la composición de las NPs metálicas presentes en el coloide, de efectos 

de acoplamiento de plasmones (en el caso de conjuntos de NPs) y de las 

propiedades dieléctricas del medio donde se encuentran dispersas dichas NPs (ver 

Figura 10). De esta forma, la espectroscopía de absorción en el UV/vis, permite la 

 

Figura 9 Representación esquemática de la oscilación del plasmón de superficie en una 
nanopartícula metálica esférica. Los círculos verdes muestran el desplazamiento de la nube de 
electrones con relación al núcleo de la NP metálica en presencia de un campo electromagnético. 
(Kelly et al., 2003) 
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detección de NPs metálicas en una suspensión coloidal por la banda de absorción 

asociada a la LSPR (Lim et al., 2013). 

  

La absorción del plasmón de las NPs de plata es más fuerte y estrecha (menor 

rango de λ) que en las NPs de oro (NPAus). La LSPR de NPAus esféricas entre 10 

y 100 nm, se encuentra en longitudes de onda entre 515-575 nm mientras que en 

NPAgs esféricas de igual tamaño, la LSPR se desplaza hacia longitudes de onda 

más cortas (400-525 nm) (ver Figura 10B, C). En el espectro de extinción UV/vis 

de NPs esféricas de igual composición, el desplazamiento del máximo del pico hacia 

menores longitudes de onda suele estar relacionado con la presencia de NPs más 

pequeñas (ver Figura 10C). (Sapsford et al., 2013)  

 

Figura 10 Espectros de extinción y absorción UV/Vis de NPs de oro y plata con diferentes formas 
y tamaños. A) Nano-varillas de oro con diferente relación de aspecto (Jain et al., 2008). B) NPs 
esféricas de plata en agua y etilenglicol (Slistan-Grijalva et al., 2005b). C) NPs esféricas de oro 
de diferentes tamaños (Link, Mohamed y El-Sayed, 1999). D) Espectros teórico y experimental 
de nano-prismas de plata (Kelly et al., 2003). 
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Las NPs esféricas presentan un único pico en el espectro de absorción (ver Figura 

10B, C) mientras que las NPs anisotrópícas (como nanovarillas y prismas) muestran 

más de un pico (ver Figura 10A, D). La posición del pico depende de la composición 

y tamaño de las NPs (ver Figura 10B, C). Las propiedades dieléctricas del medio 

también influyen en el ancho y posición del pico (ver  Figura 10B). 

Como se explicó anteriormente, la LSPR determina la aparición de propiedades 

ópticas en las NPs metálicas que no están presentes en un volumen mayor del 

mismo material. La LSPR en NPs de plata y NPs de oro (NPAu) provocan una fuerte 

absorción y dispersión de la luz, que permite su aplicación en el área biomédica 

entre otras. (Sapsford et al., 2013) 

1.2.1.2 Algunas aplicaciones biomédicas  

Uno de los efectos del LSPR, es que provoca una amplificación del campo eléctrico 

en la superficie de la NP metálica con efecto en moléculas muy cercanas a su 

superficie. Esto aumenta la sensibilidad en técnicas de obtención de imágenes por 

efecto SERS o fluorescencia (Schatz, Young y Van Duyne, 2006; Willets y Van 

Duyne, 2007; Feng et al., 2015). 

El fuerte campo EM generado en la superficie de las NPs metálicas por efecto del 

LSPR, puede apagar la fluorescencia de cromóforos ubicados a 5 nm (o menos) de 

la superficie de la NP por el efecto de transferencia de carga (el cromóforo dona 

electrones excitados a la NP metálica). En cambio, la fluorescencia de cromóforos 

ubicados a 10 nm (o más) se incrementa hasta 100 veces, pues a esta distancia no 

ocurre transferencia de carga pero el campo EM aún es fuerte y aumenta la 

probabilidad de fluorescencia. De esta forma, empleando ¨ligandos¨ de un tamaño 

adecuado se pueden unir fluoróforos moleculares a NPs metálicas para incrementar 

su fluorescencia. (Stewart, 2008)  

Por otro lado, la señal Raman de moléculas cercanas a la superficie de la NP 

metálica se ve incrementada (SERS). Uno de los mecanismos que explica esto es 

el efecto electromagnético. La amplificación del campo EM en la superficie de la NP, 

incrementa la probabilidad de que ocurran eventos de dispersión Raman en 
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moléculas cercanas a su superficie (ver Figura 11A). (Jain et al., 2008; Lane, Qian 

y Nie, 2015) 

El espectro de absorción del LSPR es sensible a las propiedades dieléctricas del 

medio que la rodea, más importante que el medio en que se encuentra son las 

moléculas adsorbidas en la superficie de la NP. Esto se emplea para la detección 

de moléculas y es una herramienta muy versátil que requiere de la funcionalización 

de la superficie de la NP para su unión a la molécula de interés (Haynes et al., 2005). 

En esta aplicación los cambios en el espectro de absorción (ancho, posición, 

intensidad) dependen de la concentración de la molécula de interés y la naturaleza 

de la misma.  

Además, el tamaño de estas NPs favorece su aplicación en el estudio de sistemas 

biológicos. Algunas de estas NPs podrían entrar a la célula, lo cual no depende solo 

de su tamaño sino también de su carga y la presencia de ciertas moléculas en su 

superficie. El área superficial de estas NPs favorece la obtención de NPs 

multifuncionales (ver Figura 11B) que tengan en su superficie moléculas que le 

confieran especificidad por un tejido o célula en particular (ejemplo: fragmentos Fab) 

(Giljohann et al., 2010). Estas NPs pueden transportar fármacos (nanocarriers). En 

cambio, otras NPs pueden servir para la destrucción del tejido maligno, como las 

NPs de oro que pueden absorben energía y la disipan en forma de calor. Las NPs 

también se emplean como biosensores, por ejemplo, las NPs con propiedades 

plasmónicas que tienen en su superficie una molécula de señal Raman conocida, 

permite el seguimiento de dicha NP por la colección de dicha señal empleando 

técnicas adecuadas. Entre las aplicaciones biomédicas de las NPs se define el 

término teranóstico = terapia + diagnóstico, para referirse al diseño de NPs 

multifuncionales que favorezcan el diagnóstico y tratamiento de enfermedades (Yu 

et al., 2012; Cole y Holland, 2015).  
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1.2.2 Mecanismos de formación de nanopartículas 

Un cristal o sólido cristalino consiste en el arreglo ordenado de átomos o iones en 

un sólido. Las NPs de plata son estructuras cristalinas donde se pueden encontrar 

diferentes tipos de arreglos de los átomos de plata que se corresponden con fases 

cristalinas. En un cristal, se forman núcleos (o semillas) a partir de los cuales 

comienza a crecer la estructura cristalina para formar la NP. De esta manera, en la 

formación de NPs metálicas están involucrados procesos de nucleación y 

crecimiento del cristal.  

Aún no se conoce con exactitud cómo se forman los núcleos cristalinos estables 

dentro de un fluido homogéneo, pero existen varias teorías sobre los procesos de 

nucleación y crecimiento de las NPs. Un núcleo cristalino estable puede estar 

formado por decenas o miles de átomos (o moléculas). Debido al pequeño tamaño 

de los núcleos y el breve tiempo en que estos permanecen como tal, resulta difícil 

estudiarlos. Se piensa que pueden ser cristalinos o podrían ser una disposición 

dispersa de átomos (Mullin, 2001). Durante la formación de los núcleos, existen 

fuerzas que tienden a re-disolverlos cuando estos no han alcanzado el ̈ radio crítico¨ 

(ver Figura 12A). Según la teoría de LaMer (que se describe en la sección 1.1.2.3), 

 

Figura 11 A) Representación de algunas propiedades de las NPs de metales nobles como NPs 
de oro y NPs de plata que favorecen sus aplicaciones biomédicas en técnicas de detección y 
diagnóstico. Imagen de (Jain et al., 2008). B) Representación de una NP multifuncional que en 
su superficie presenta: moléculas de un agente estabilizante que le confiere biocompatibilidad, 
moléculas para la unión especifica al blanco, moléculas que favorecen su detección (ejemplo: un 
fluoróforo o un reportero Raman), fármacos. (Ferrari, 2005) 
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una vez que se forman núcleos con un radio mayor al radio crítico (núcleos estables 

sean o no cristalinos), se favorece el crecimiento de los mismos formando NPs 

cristalinas.  

1.2.2.1 Nucleación de nanopartículas 

Teniendo en cuenta que el término ¨nucleación¨ se ha empleado para describir 

diferentes procesos, en el Esquema 1 se clasifican los distintos tipos de nucleación 

y a continuación definiremos cada una de estas clasificaciones. 

 

La nucleación se refiere al proceso de formación de núcleos a partir de los cuales 

crece una estructura cristalina. La nucleación primaria es aquella donde se forman 

núcleos a partir de la fase primaria, es decir, en ausencia de materia cristalina. En 

cambio, la nucleación secundaria ocurre en soluciones sobresaturadas en la 

vecindad de cristales (semillas) presentes en la solución. Como se observa en el 

esquema anterior, la nucleación primaria puede ser homogénea o heterogénea. La 

nucleación homogénea ocurre cuando los núcleos se forman uniformemente en la 

fase primaria de manera espontánea mientras que la nucleación heterogénea se 

forma en las in-homogeneidades estructurales (superficies de los recipientes, 

impurezas, límites de grano). (Mullin, 2001; Thanh, Maclean y Mahiddine, 2014)  

En los métodos empleados en nuestro estudio para la obtención de NPs de plata, 

se formaron mayormente NPs casi esféricas. En las síntesis se emplearon 

soluciones con bajas concentraciones del precursor de plata (0.1 - 0.2 mM de 

AgNO3) y se crearon condiciones para partir de una fase primaria (solución del 

precursor de plata en el medio reductor y/o estabilizante) libre de cristales. Como 

nuestro sistema es cercano a lo que se describe como nucleación homogénea, 

Esquema 1: Clasificación de los diferentes tipos de nucleación  
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decidimos incluir en este capítulo de estado del arte, aspectos teóricos relacionados 

con procesos de nucleación homogénea.  

Teoría clásica de nucleación (TCN)  

La teoría clásica de nucleación fue desarrollada por varios investigadores, entre los 

que destacan los trabajos publicados por Volmer y Weber en 1926 y el de Becker y 

Doring en 1935. Estos autores, siguiendo el trabajo fundamental de Gibbs, 

modelaron la cinética de los grupos sub-críticos y la velocidad de nucleación 

resultante. En sus enfoques, estos autores asumieron que la formación de núcleos 

no disminuía localmente la disponibilidad de monómeros y que la velocidad de 

nucleación permanecía estable. Sin embargo, lo anterior no es consistente con la 

rápida formación de cristales nucleados en solución. Este fenómeno de nucleación 

en ráfaga encontró una explicación plausible en los trabajos de LaMer (1950-1952) 

(ver teoría de LaMer más adelante). (Robb y Privman, 2008) 

La TCN se aplica a procesos de nucleación primaria homogénea que tiene bases 

termodinámicas y en la cual se forman núcleos a partir de la fase primaria. La 

termodinámica ayuda a predecir si un proceso puede ocurrir de manera espontánea, 

y esto depende del valor del cambio de energía libre o energía libre de Gibbs (Δ𝐺 ) 

del sistema. Si la energía libre de Gibbs en el estado final es menor que su valor en 

el estado inicial, entonces Δ𝐺 <0 y el proceso puede ocurrir de manera espontánea. 

Durante la síntesis de una NP esférica en solución, la energía libre de Gibbs varía 

en función del radio (r) de la NP (ΔG(r)). La ΔG(r) se define como la suma del cambio 

de la energía libre en la superficie Δ𝐺 S y la variación de la energía libre de volumen 

Δ𝐺 V (ver ecuación 12).   

(12)  ∆𝐺(𝑟) = ∆𝐺𝑆 + ∆𝐺𝑉  

Asumiendo que la partícula que se forma es esférica, su área superficial y su 

volumen estarían dados por las ecuaciones 13a y 13b, respectivamente. 

(13)  a) 𝐴 = 4𝜋𝑟2              b) 𝑉 =
4

3
𝜋𝑟3 

En la formación de NPs esféricas, las ΔGS y ΔGV de la ecuación 12, estarían dados 

por las ecuaciones 14a y 14b, respectivamente. 
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(14)  a)∆𝑮𝑺 
= 4𝜋𝑟2𝛾         b)∆𝑮𝑽 =

4

3
𝜋𝑟3 ∆𝐺𝜈 

De las expresiones 14 a-b  resulta evidente que Δ𝐺 s y Δ𝐺 v tienen una dependencia 

diferente con respecto al radio de la NP. La ΔGS  es el exceso de energía libre entre 

la superficie de la NP y el volumen de la NP, depende del radio (r2) y de la tensión 

de interfase por unidad de área (𝛾 ) que es la tensión entre la superficie cristalina 

que se forma y la solución sobresaturada en la que se encuentra la NP. En cambio, 

el ΔGV es el exceso de energía libre entre una partícula y el soluto en la solución, 

varía proporcionalmente con r3, y depende del cambio de energía libre de Gibbs por 

unidad de volumen de la fase sólida (∆𝐺𝜈).  

Como muestra la ecuación 15, ∆𝐺𝜈 (note que ΔGV ≠ ∆𝐺𝜈) depende de la temperatura 

absoluta (𝑇 ), la constante de Boltzman (𝑘𝐵 = 1.38x10−23 J/K), el volumen molar 

(𝑉 𝑚 >0) y el logaritmo neperiano de la sobresaturación de la solución (𝑆 ). A su vez, 

S = C/Co, donde C es la concentración del soluto, Co es la concentración de 

equilibrio o solubilidad del soluto. Sin sobresaturación (S=1), ∆𝐺𝜈 = 0 y no se 

produciría la nucleación. Cuando C>Co, ∆𝐺𝜈 < 0 y ΔGv < 0.  

(15)  ∆𝐺𝜈 =
− 𝑘𝐵 𝑇 𝑙𝑛 𝑆

𝑉𝑚
=

− 𝑘𝐵 𝑇 𝑙𝑛(
𝐶

𝐶0
)

𝑉𝑚
      

La ecuación anterior es válida para T>0ºK (en todos los procesos de formación de 

NPs T>0ºK), soluciones saturadas o sobresaturadas, S>1 que favorecen la 

formación de un núcleo, pues el ln(n<0) no existe en el dominio de los números 

reales. Por tanto, ∆𝐺𝜈 ≤ 0.   

Para que la nucleación se produzca de manera espontánea, debe cumplirse que 

|𝛥𝐺𝑠| < |𝛥𝐺𝑉| (módulos de ΔGV y ΔGS). Cuando comienza el proceso de nucleación 

primaria homogénea, el radio del núcleo es muy pequeño (r<<<1 nm), y por tanto, 

r2 > r3, por lo cual para algunos valores de r se cumple que |𝛥𝐺𝑠| > |𝛥𝐺𝑉|, y entonces 

ΔG(r) sería positivo, por lo que las partículas que forman el núcleo tienden a re-

disolverse. En cambio, para r > rc, (rc: radio crítico), |𝛥𝐺𝑠| < |𝛥𝐺𝑉|, y entonces 

ΔG(r) < 0, por lo que el proceso de formación del núcleo ocurre de manera 

espontánea y ya no se va a re-disolver en la solución. De esta forma, cuando el 
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tamaño de un núcleo alcanza el valor del radio crítico (rc), llega a un punto de 

inflexión en el gráfico de ΔG(r) (ver Figura 12A). El rc se define como el tamaño 

mínimo que debe alcanzar un núcleo en solución para sobrevivir sin re-disolverse 

(ver ecuación 16). Este rc corresponde a un valor de energía crítica (ΔGc), la cual se 

define como la variación de energía libre mínima necesaria para la formación de 

núcleos estables (ver ecuación 17a).  

Para determinar el rc podemos buscar el punto donde ΔGv = ΔGs y por tanto ΔG(r)=0. 

En estas condiciones, al derivar, vamos a obtener la pendiente (m) de la curva, y en 

este punto de inflexión: m=0 (ver líneas discontinuas en la Figura 12A). Es por ello 

que para hallar el rc se calcula la derivada de ΔG(r) en función del radio y se iguala 

a cero. Los cálculos para determinar rc y ΔGc se muestran a continuación.  

ⅆ(∆𝐺(𝑟))

ⅆ𝑟
 = 0 

ⅆ

ⅆ𝑟
 (∆𝐺𝑠 +  ∆𝐺𝑉) = 0 

𝑑

𝑑𝑟
 (4𝜋𝑟2𝛾 + 

4

3
𝜋𝑟3∆𝐺𝑣) = 0      

(Como ∆𝐺𝑣 no depende de r, se considera constante al derivar.)  

8𝜋𝑟𝛾 + 4𝜋𝑟2∆𝐺𝑣  = 0 

4𝜋𝑟2∆𝐺𝑣  = − 8𝜋𝑟𝛾 

(16)   𝑟𝑐  =
− 2𝛾

 ∆𝐺𝑣
 

Luego, conociendo el rc, se puede calcular ∆𝐺𝑐: 

∆𝐺𝑐 =  4𝜋𝛾𝑟𝑐
2 + 

4

3
𝜋𝑟𝑐

3∆𝐺𝑣 = 𝜋𝑟𝑐
2  (4𝛾 +  

4

3
∆𝐺𝑣 𝑟𝑐) 

Sustituyendo la ecuación 16 en la siguiente expresión obtengo la ecuación 17 

∆𝐺𝑐 =   𝜋𝑟𝑐
2  (4𝛾 +  

4

3
∆𝐺𝑣  (

− 2𝛾

 ∆𝐺𝑣
)) =  𝜋𝑟𝑐

2  (4𝛾 − 
 8𝛾

3
 ) = 𝜋𝛾𝑟𝑐

2  (4 −  
 8

3
 ) 

(17)  a) ∆𝐺𝑐 =  
 4

3
𝜋𝛾𝑟𝑐

2          b)  ∆𝐺𝑐 =  
 16𝜋𝛾3

3 ∆𝐺𝑣
2 =  

 16𝜋𝛾3 𝑉𝑚
2

3 𝐾𝐵
2𝑇2 (ln 𝑆 )2  
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Los parámetros experimentales que influyen en la velocidad de nucleación de N 

partículas se pueden describir por la ecuación 18b, la cual se obtiene al sustituir la 

ecuación 17a en la ecuación 18a. En la ecuación 18a, A es el factor pre-exponencial 

y las variables son la sobresaturación (S), la temperatura (T) y la energía libre de 

superficie por unidad de área (γ). Los parámetros experimentales que varían en esta 

ecuación son la sobresaturación (S), la temperatura y la energía libre de superficie. 

La variación de la energía libre de superficie está dada por el empleo de diferentes 

surfactantes. Un  incremento de S=2 a S=4, o sea, al duplicar la relación C/Co 

(anteriormente se explicó quiénes eran C y Co) provoca un aumento de ~1070 en la 

velocidad de nucleación. Un incremento de S=2 a S=4, o sea, al duplicar la relación 

C/Co (anteriormente se explicó quiénes eran C y Co), provoca un aumento de ~1070 

en la velocidad de nucleación. Cuando S=4, esto significa que la concentración del 

soluto C=4Co, siendo Co la concentración de equilibrio o solubilidad del soluto. En 

la ecuación 18b se observa que un incremento en la temperatura o en la 

sobresaturación, reducen exponencialmente el valor del exponente de e, por lo que 

es mucho menor el denominador incrementándose la velocidad de nucleación.  

(18)  a)  
𝑑𝑁

𝑑𝑡
= 𝐴 𝑒

(−
∆𝐺𝑐

𝑘𝐵 𝑇
)
          b) 

𝑑𝑁

𝑑𝑡
= 𝐴 𝑒

(−
16 𝜋𝛾3𝑉𝑚

2

3 𝑘𝐵
3 𝑇3  (ln 𝑆)2

)
=  

𝐴

 𝑒
(

16 𝜋𝛾3𝑉𝑚
2

3 𝑘𝐵
3 𝑇3  (ln 𝑆)2

)

 

 

Algunas limitaciones en la aplicación de la TCN 

Merikanto J y colaboradores (2007) plantean que a veces no se observa en la 

práctica la dependencia de la velocidad de nucleación con la temperatura que se 

plantea en la TCN. En esta teoría, se asignan propiedades termodinámicas 

macroscópicas a sistemas moleculares que obedecen a los principios de la 

mecánica cuántica, lo que puede conducir a cálculos inexactos. El grupo de 

Merikanto realizó simulaciones moleculares por el método de Monte Carlo para 

calcular el trabajo de formación de grupos moleculares. Estos autores demostraron 

que la TCN puede predecir el trabajo relacionado con la adición de un monómero a 

un grupo que ha alcanzado un tamaño determinado (umbral de tamaño) entre 8 y 

50 moléculas. Este umbral depende de la temperatura y la naturaleza química de la 

molécula. Sin embargo, en los efectos microscópicos relacionados con la formación 
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de los grupos pequeños, dado por la TCN, es preciso introducir un término de 

corrección para el trabajo de formación del grupo total. El valor del término de 

corrección es constante para todos los grupos por encima de dicho tamaño del 

umbral. (Merikanto et al., 2007) 

Por otro lado, Kim y colaboradores (2011) opinan que el principal error de origen 

microscópico de la TCN, es asumir una interfase plana para estructuras con 

superficie curva en el orden de los nanómetros. En esta escala, las moléculas de 

polímeros en una superficie curva tienen más grados de libertad que los posibles en 

una superficie plana. Por ejemplo, los polímeros en el exterior de una superficie 

curva en una partícula menor de 100 nm, pueden adoptar más conformaciones que 

en una interfase plana. Esto reduce la energía libre de la interfase curva, lo que 

conduce a una menor energía de barrera para la nucleación y, por tanto, la velocidad 

de nucleación es mucho mayor. (Kim et al., 2011) 

Teoría de LaMer 

La teoría de LaMer describe los mecanismos de nucleación y crecimiento para la 

formación de coloides o nanocristales a partir de un medio sobresaturado 

homogéneo en soluciones de sulfuros. En la Figura 12B se representa 

esquemáticamente el mecanismo de LaMer en un gráfico de concentración de 

soluto en función del tiempo. Este proceso de nucleación y crecimiento puede 

dividirse en tres partes como se ilustra en la Figura 12B. 

Esta teoría sugiere que en la síntesis del coloide la concentración (C) del monómero  

aumenta rápidamente (por encima de la concentración de saturación (Co)) durante 

un breve período de tiempo (etapa I en la Figura 12B). Cuando se alcanza una 

concentración crítica (Ccrit) de monómeros, se produce una nucleación en ráfaga, 

que consiste en la formación de un gran número de núcleos en un corto período de 

tiempo. Esto está asociado a un descenso de la concentración de monómeros en 

solución (etapa II en la Figura 12B). Luego, se produce una reducción más lenta de 

la concentración del monómero donde es mínima la nucleación (la concentración de 

monómero es muy baja impidiendo la formación de nuevos núcleos) y prevalece el 

crecimiento de las partículas a una velocidad más lenta en comparación con la 
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nucleación. De esta manera, se observa una separación en el tiempo de los 

procesos de nucleación y crecimiento de las partículas.  

A partir del mecanismo descrito por LaMer se deduce que para lograr coloides 

monodispersos, es necesario alcanzar rápidamente una concentración crítica de 

monómeros que favorezcan una nucleación en ráfaga. Las velocidades de 

crecimiento que se grafican en la Figura 12B, reproducen consideraciones teóricas 

previas que permitieron estimar el valor del coeficiente de difusión del azufre. La 

aplicación de este método a la estimación de coeficientes de difusión será válida 

para cualquier sistema coloidal con baja dispersión de la distribución de tamaño de 

partículas en todas las etapas de su crecimiento. El mecanismo de LaMer se ha 

aplicado en los intentos de preparar varias partículas casi monodispersas en 

soluciones homogéneas, pero esto requiere ajustar cuidadosamente parámetros 

tales como la concentración de los reactivos.  

 

 

Figura 12 A) Diagrama de energía libre en el proceso de nucleación que explica la existencia 

de un radio crítico. En el gráfico Δ𝐺S es la variación de la energía libre en la superficie de la NP 
y Δ𝐺V es la variación de la energía libre de volumen. B) Representación esquemática de la 
teoría clásica de LaMer. El proceso de nucleación y crecimiento a través del mecanismo de 
LaMer puede dividirse en tres partes: (I) La concentración de monómeros libres en solución 
aumenta rápidamente. (II) Se produce la "nucleación en ráfaga" de los monómeros presentes, 
lo que reduce drásticamente la concentración de monómeros libres en solución. Después de 
este punto, casi no se produce nucleación debido a la baja concentración de monómeros. (III) 
Por último se produce el crecimiento de los núcleos por la difusión de monómeros a través de 
la solución. (Thanh, Maclean y Mahiddine, 2014) 
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1.2.2.2 Crecimiento de nanopartículas 

El crecimiento de las NPs depende de dos mecanismos: la reacción en la superficie 

de la NP y la difusión de los monómeros a la superficie. A partir de la primera ley de 

Fick (ver ecuación 20) para la difusión, se obtienen las ecuaciones que describen 

los procesos donde el factor limitante del crecimiento de la NP es la difusión del 

monómero a la superficie de la NP (ver ecuación 21) o la velocidad de reacción de 

los monómeros en la superficie (ver ecuación 22). En estas ecuaciones se expresa 

la relación entre el radio de la partícula (r), el flujo total de monómeros que pasa a 

través de un plano esférico con radio x (J), el coeficiente de difusión (D) y la 

concentración a una distancia x (C). Luego, Cb es la concentración total de 

monómeros dentro de la solución, Ci la concentración de monómeros en la interfase 

sólido / líquido, Cr la solubilidad de la partícula y k es la velocidad de reacción en la 

superficie de la NP. 

El número de Damköhler K (ver ecuación 19) indica si la reacción depende de la 

difusión o la reacción en la superficie del monómero. Si K<<1, entonces la difusión 

(D) domina sobre la velocidad de reacción en la superficie (k). Dependiendo del 

factor limitante del crecimiento de la NP, la velocidad de crecimiento de la NP (
𝑑𝑟

𝑑𝑡
) 

se calcula empleando la ecuación 21 (cuando D es limitante), la ecuación 22 

(cuando k es limitante) o la ecuación 23 cuando ninguno de los factores 

mencionados controla el crecimiento de la NP.  

(19)     𝐾 =
 𝑘𝐵 𝑇 

2𝛾𝑉𝑚

𝐷

𝑘
     

(20)    𝐽 = 4𝜋𝑥2𝐷
𝑑𝐶

𝑑𝑥
 

(21)  a)  𝐽 = 4𝜋𝐷𝑟 (𝐶𝑏 − 𝐶𝑖)    b)  
𝑑𝑟

𝑑𝑡
=

𝐷𝑉𝑚

𝑟
(𝐶𝑏 − 𝐶𝑟)     

(22)  a) 𝐽 = 4𝜋𝑟2𝑘(𝐶𝑖 − 𝐶𝑟)     b) 
𝑑𝑟

𝑑𝑡
= 𝑘𝑉𝑚(𝐶𝑏 − 𝐶𝑟) 

(23)  
𝑑𝑟

𝑑𝑡
=

𝐷𝑉𝑚 (𝐶𝑏−𝐶𝑟)

𝑟+𝐷/𝑘
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La solubilidad de las NPs (Cr) depende de su tamaño (r) según la relación de Gibbs-

Thomson (ecuación 24), donde μ es el potencial químico de una partícula esférica 

(μ = 2γ𝑉𝑚/r). 

(24)  𝐶𝑟 = 𝐶𝑏 𝑒
(

µ

𝑘𝐵 𝑇
)

= 𝐶𝑏 𝑒
(

2γ𝑉𝑚
𝑟 𝑘𝐵 𝑇

)
   

El potencial químico (μ) de la NP y su solubilidad (Cr) influyen en la distribución de 

tamaño de las NPs en la solución como se explicará en la teoría de crecimiento por 

el mecanismo de maduración de Ostwald. 

Maduración de Ostwald  

El mecanismo de crecimiento conocido como maduración de Ostwald (en inglés 

Ostwald rippening) es causado por el cambio en la solubilidad de las NPs 

dependiente de su tamaño (ver ecuación 24). Este proceso se favorece 

termodinámicamente por lo que ocurre de manera espontánea. En las partículas 

más grandes es menor la relación superficie/volumen, su estado energético es 

menor (su energía superficial es más baja) siendo más estables enérgicamente que 

las partículas más pequeñas. Los átomos en la superficie de una partícula son 

menos estables enérgicamente que los átomos en el interior. Los átomos en la 

superficie de una partícula grande son más estables que en la superficie de una 

partícula pequeña (enérgicamente desfavorable). Por esta razón, en la partícula 

pequeña, que es más soluble, los átomos de su superficie tienden a re-disolverse y 

difundir a través de la solución, uniéndose a la superficie de partículas más grandes. 

Como resultado, las partículas más grandes continúan creciendo a expensas de la 

reducción de las partículas pequeñas que se reducen (y pueden desaparecer) (ver 

Figura 13A). Este mecanismo explica las diferencias en los tamaños de las 

partículas durante el crecimiento y la formación de grandes partículas que precipitan 

de la solución con el tiempo. 

Coalescencia y Acoplamiento orientado  

La coalescencia y la unión orientada son procesos de crecimiento de NPs muy 

similares, que difieren en la orientación de la red cristalina en el límite del grano. En 

la coalescencia, no existe una preferencia particular por el punto de unión, mientras 

que para la unión orientada, se produce una alineación de los planos cristalinos en 



Capítulo 1. Estado del Arte 

43 
 

la unión, formándose planos cristalográficos continuos. De esta forma, en las NPs 

formadas por coalescencia los planos están orientados aleatoriamente, mientras 

que las NPs formadas por fijación orientada, presentan una alineación perfecta de 

los planos cristalinos (ver Figura 13B y C). 

 

1.2.3 Síntesis de nanopartículas de plata 

En la síntesis de NPs de plata se requiere de un agente reductor (AR) y un agente 

estabilizante (AE). En ocasiones un mismo reactivo cumple ambas funciones como 

es el caso del citrato de sodio y del PEG. Durante la reacción, el AR se oxida y 

pierde un electrón (o más de uno) mientras que el agente oxidante, en este caso el 

ion Ag+ se reduce a Ag0. Al formarse los átomos Ag0, desaparecen las fuerzas de 

repulsión presentes entre los cationes Ag+, lo que favorece la agrupación de los 

átomos de plata en la formación de núcleos y luego su crecimiento formando NPs 

de plata. Cuando una NP rebasa el radio crítico (descrito anteriormente) se favorece 

su crecimiento de manera espontánea.  

Las NPs metálicas son inestables y tienden a aglomerarse y coalescer debido a las 

fuerzas de atracción (electrostáticas o de van der Waals) entre ellas. Este 

 

Figura 13 Representación esquemática de diferentes mecanismos de crecimiento e las NPs 

A) Maduración de Ostwald., B) Acoplamiento orientado, C) Coalescencia. 
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incremento del tamaño conlleva a la pérdida de las interesantes propiedades ópticas 

presentes en el coloide de NPs. Lo anterior puede evitarse mediante la 

estabilización electrostática o estérica de las NPs metálicas (Polte, 2015). Los AE 

electrostáticos y estéricos se adsorben a la superficie de la NP, lo que reduce la 

energía en la interfase NP-solvente (tensión superficial) deteniendo el proceso de 

crecimiento de las NPs y evitando la agregación de estas. La relación entre las 

concentraciones del AE/precursor de plata, es importante para lograr una 

estabilización adecuada de  las NPs. La interacción entre el AE y los átomos en la 

superficie de la NP son débiles, lo cual favorece el desplazamiento del AE por otras 

moléculas. Esto puede representar una ventaja ya que permite introducir otras 

moléculas de interés en la NP. Sin embargo, dichas interacciones débiles 

determinan que ante determinadas condiciones (ejemplo: elevada fuerza iónica) el 

AE se separe de la superficie de la NP lo que provoca que esta sea inestable.  

La influencia de los AE en el crecimiento de las NPs no está del todo clara, en 

especial, para los AE estéricos como el PEG (Polte et al., 2012). Cuando las 

moléculas de PEG recubren completamente la NP, crean un impedimento estérico 

que dificulta la interacción entre las NPs metálicas, lo cual detiene el crecimiento de 

NPs por coalescencia y/o maduración de Ostwald. En el caso de los agentes 

electrostáticos como el citrato de sodio, los iones citrato se adsorben a la superficie 

de la NP creando una capa de cargas negativas. Entre las NPs cubiertas de aniones 

citrato existen fuerzas de repulsión que evitan su agregación. (Polte et al., 2012; 

Polte, 2015)  

Existen varias vías de síntesis que emplean la reducción de sales de plata en 

solución para la obtención de NPs de plata. Uno de estos métodos consiste en la 

reducción de la sal precursora (por ejemplo: AgNO3) con agentes reductores como 

el NaBH4, hidracina o citrato de sodio. Este último es un AR débil que además actúa 

como AE. La hidracina es particularmente eficaz como AR, sin embargo, su uso 

debe evitarse debido a su carcinogenicidad, riesgos ambientales e inestabilidad 

(especialmente en su forma anhidra). Existen otros métodos en los que se emplean 

como AR moléculas orgánicas (ejemplos: glicerol y poli-etilenglicol) que no son tan 

dañinos al medio ambiente (métodos verdes). (Gomes et al., 2015)  



Capítulo 1. Estado del Arte 

45 
 

En la síntesis de NPs de plata, parámetros como la temperatura de reacción, la 

concentración del precursor de Ag+ y la relación molar AE/Ag+ influyen en el tamaño 

y forma de las NPs metálicas (Sun y Xia, 2002; Polte et al., 2010), así como en los 

mecanismos de nucleación y crecimiento que intervienen en la formación de las 

NPs. 

El estudio de los mecanismos de formación de las NPs de plata es posible mediante 

técnicas como TEM, espectroscopía de absorción UV/vis y la dispersión de rayos-X 

en ángulos pequeños (SAXS: siglas del inglés small angle X-ray scattering). Estas 

técnicas han permitido tener idea de cuál de las teorías anteriores o combinaciones 

de las mismas explican mejor la síntesis de NPs en una condición determinada.  

1.2.3.1 Síntesis de NPs de plata con PEG  

El PEG actúa como AR y AE en la síntesis de NPs de plata (Luo et al., 2005; Popa 

et al., 2007). En la literatura se emplean PEG de distintos pesos moleculares para 

obtener NPs de plata empleando diferentes temperaturas de reacción (25 - 100ºC) 

(Luo et al., 2005; Popa et al., 2007; Li, Guo y Zhang, 2010; Nam et al., 2011; Stiufiuc 

et al., 2013). Como resultado, se producen NPs de plata cubiertas con PEG (NPs 

AgPEG) mediante una reacción de un solo paso. 

En las síntesis de NPs AgPEG a altas temperaturas y en presencia de oxígeno, un 

incremento de la temperatura de reacción o el empleo de PEG de mayor peso 

molecular mejora la actividad reductora de PEG (Luo et al., 2005; Nam et al., 2011). 

Estas observaciones no pueden explicarse mediante los mecanismos de reducción 

que aparecen en la literatura. Dichos mecanismos consideran que solo los grupos 

terminales de las moléculas orgánicas están involucrados en la reducción de los 

iones plata (Fievet, Lagier y Figlarz, 1989; Luo et al., 2005; Jeong y Park, 2014; 

Gomes et al., 2015). 

Degradación térmica oxidativa del PEG 

A altas temperaturas (mayores de 70ºC) y en presencia de oxígeno se favorece la 

degradación térmica oxidativa (DTO) del PEG. Este es un proceso ampliamente 

descrito en estudios que emplean PEG como material de almacenamiento de 

energía térmica y en cromatografía gaseosa (Glastrup 1996; Han et al. 1997; Jin-
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Quan et al. 2009). Sin embargo, dicho proceso suele ignorarse en otras aplicaciones 

de PEG como la síntesis y estabilización de nanopartículas metálicas (Glastrup, 

1996; Fleitas-Salazar et al., 2017). En los pliegues de la estructura laminar de la 

molécula de PEG se produce un incremento de la tensión que reduce la energía de 

activación de la abstracción del H (Han, Kim y Kwon, 1997). Esto influye en la 

susceptibilidad del PEG al ataque oxidativo por radicales libres (este proceso se 

describirá en detalle en el capítulo 2). Durante la DTO, el PEG se degrada a 

complejos productos oxigenados de menor peso molecular mediante un proceso de 

escisión aleatoria de la cadena del polímero.  

En este estudio proponemos que el incremento de la acción reductora de PEG 

observado (a altas temperaturas y presencia de O2) en nuestros experimentos y 

también por otros autores (Luo et al., 2005; Nam et al., 2011), está relacionado con 

la DTO del PEG. Adicionalmente, discutiremos cómo se ajustan las teorías de 

nucleación y crecimiento de NPs a las síntesis realizadas en las distintas 

condiciones. 

1.2.3.2 Mecanismos de formación de las nanopartículas de plata  

En diversos métodos de síntesis de NPs de plata se han estudiado los mecanismos 

de nucleación y crecimiento. En algunos casos se describe una clara separación 

entre la nucleación y el crecimiento de las NPs, mientras que en otros, ambos 

procesos ocurren de forma simultánea. En general, los autores describen una 

nucleación en ráfaga de LaMer en la síntesis NPs de plata, pero no está claro cómo 

se produce. En el 2011 Takesue et al. mediante SAXS, detectaron agrupaciones de 

Ag13 en las primeras etapas de la formación de las NPs de plata (Takesue et al., 

2011). La poca información que se tiene sobre el proceso de nucleación se debe 

probablemente a lo rápido que ocurre este proceso y/o problemas de resolución de 

las técnicas analíticas empleadas. En cambio, los procesos de crecimiento de las 

NPs de plata han sido muy estudiados. Dependiendo de las condiciones de síntesis, 

el incremento en el tamaño de las NPs puede estar dado por reacciones 

autocatalíticas en la superficie de la NP, coalescencia entre NPs y/o la maduración 

de Ostwald. A continuación, describiremos algunos ejemplos de síntesis de NPs y 
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los mecanismos propuestos para la formación de las mismas. (Thanh, Maclean y 

Mahiddine, 2014) 

Irradiación-γ de AgClO4 en propanol. AE: citrato de sodio  

En 1999, Henglein y Giersig estudiaron el proceso de síntesis de NPAgs por 

irradiación γ del AgClO4 (0.1 mM) en presencia de propanol, N2O y citrato de sodio. 

Estos autores proponen que se produce una reducción y nucleación autocatalítica 

lenta donde los radicales propanol formados por la radiación-γ reducen Ag+ a Ag0 

(ver Figura 14A). Los Ag0 se agrupan (Agx) y la unión de estas agrupaciones 

cubiertas de citrato (ver Figura 14B) forma agrupaciones entre 10-20 átomos (Agm) 

(otros estudios indican la presencia de intermediarios Ag13), que son cubiertas 

parcial o totalmente por citrato.  

  

Henglein y Giersig propusieron dos mecanismos de crecimiento de NPs de plata 

dependientes de la concentración del AE (citrato): 1) A concentraciones intermedias 

(0.1-0.5 mM) de citrato de sodio, se produce la reducción de iones Ag+ en la 

superficie de las NPAgs formando partículas monodispersas. 2) Al emplear una baja 

concentración de citrato, las NPs de plata no están suficientemente cubiertas con 

citrato y se produce la coalescencia (ver Figura 14C). Concentraciones muy altas 

 

Figura 14 Mecanismo de síntesis de NPs de plata propuesto por Henglein y Giersig en 1999.  

(Henglein y Giersig, 1999) 
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de citrato provocan agregación de la NPs por la elevada fuerza iónica del 

medio.(Henglein y Giersig, 1999) 

Irradiación-UV de AgClO4 en presencia de benzoína. AE: PVP  

Harada y Katagiri estudiaron la foto-reducción de iones plata (AgClO4 x H2O) usando 

benzoína como foto-activador, en una solución de poli(N-vinil-2-pirrolidona) (PVP) 

en agua/etanol (V/V: 1/1). La reacción se siguió mediante SAXS in situ mientras que 

se emplearon espectroscopía de absorción UV/Vis y TEM como estudios 

complementarios. En la Figura 15A, se representa un mecanismo de varias fases 

para la síntesis de NPs de plata propuesto por estos autores.  

Durante los primeros 10 min ocurre la fase (1), una reducción-nucleación 

autocatalítica rápida que produce núcleos o NPs pequeñas con diámetros de ~5 nm 

(ver Figura 15A). 2) Entre 10 y 20 min aumenta el tamaño de las partículas y se 

reduce notablemente el número de las mismas. Los autores explican este resultado 

por el mecanismo de maduración de Ostwald. Cuando se emplea de 10 a 40 mM 

de Ag+, a los 90 min de síntesis las partículas continúan creciendo por el mecanismo 

de maduración de Ostwald hasta alcanzar el estado estacionario, dando como 

resultado la precipitación de las partículas de Ag (ver Figura 15B). 3) Para síntesis 

que emplean 5 mM de Ag+ se observa una tercera etapa (30-90 min) donde se 

produce un crecimiento de las partículas por coalescencia con la presencia de un 

régimen transitorio de crecimiento de la maduración de Ostwald a la coalescencia 

(20-30 min). (Harada y Katagiri, 2010) 
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Reducción de Ag+ con AIBN a 130ºC. AE: PHD-co- PVP  

Richards et al (2010) obtuvieron nanopartículas de plata por reacción del precursor 

de plata con Azoisobutironitrilo (AIBN) en solución a 130ºC en presencia de poli (1-

hexadeceno)0,67 -co- (1-vinilpirrolidona)0,33 (PHD-co-PVP) como un polímero 

estabilizador. El proceso de síntesis se siguió por espectroscopia UV/Vis y TEM. Los 

autores propusieron para esta síntesis un proceso de tres pasos: 1) ¨nucleación en 

ráfaga¨ según la teoría clásica de LaMer, 2) Crecimiento por coalescencia de las 

 

Figura 15 Mecanismo de síntesis de NPs de plata propuesto por Harada y Katagiri en el 2010. 
A) Reducción-nucleación auto-catalítica: (I) La irradiación UV de la benzoína produce radicales 
benzoil (BR) y α-hidroxibenzil (α-HBR). (II) El α-HBR reduce iones Ag+ a Ag0 y se obtienen 

radicales H. y benzaldehído (BA). (III) Los átomos Ag0 se agrupan (Ag0)n y nuevos Ag0 reducidos 

se unen en la superficie de estas agrupaciones (Ag0)n+1. (IV) La acumulación de BA bajo la acción 
de irradiación UV genera nuevos radicales α-HBR favoreciendo la reducción de otros iones Ag+ 
por un proceso autocatalítico. (V), B) El crecimiento de las NPs se produce por el mecanismo de 
maduración de Ostwald y/o coalescencia, dependiendo de la concentración de Ag+ empleada. 
(Harada y Katagiri, 2010). 



Capítulo 1. Estado del Arte 

50 
 

partículas que explica tanto la distribución bimodal del tamaño como la distribución 

poli-cristalina de las partículas observadas en TEM. 3) Siguiendo al proceso de 

coalescencia, se observa una maduración de Ostwald que corresponde a la porción 

lineal por encima de 60 minutos de tiempo de reacción (ver Figura 16). 

 

Reducción de Ag+ con citrato de sodio. AE: Citrato de sodio  

Estudios SAXS realizados por Takesue et al. (2011) confirman que la reducción de 

iones Ag+ conlleva a la formación de agrupaciones Ag13 de 0.7 nm que por 

coalescencia forman NPs de 3,36 nm. En el estudio descartan la reducción de iones 

Ag+ en la superficie del Ag13 pues no se detectaron formas Ag55 que tendrían un 

tamaño de 1,20 nm. Este grupo propone un mecanismo de tres etapas que se 

describe en la Figura 17 (Takesue et al., 2011). 

La formación de intermediarios de 13 átomos también se ha propuesto en el 

mecanismo de crecimiento de NPAus. Yao et al. (2010) propusieron la formación de 

 

Figura 16 Mecanismos de nucleación y crecimiento en la síntesis de NP-Ags propuesto por 
Richards et al. (2010). A) Reducción de Ag+ con AIBN, B) Cinética de nucleación y crecimiento 
de NPs de plata. kOR: constante de crecimiento por maduración de Ostwald (OR: Ostwald 
Ripening), Vlim: volumen máximo que se alcanza a los 60 min de reacción. (Richards, Rath y 
Buhro, 2010) 
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un intermediario Au13 en la síntesis de NPAus con PVP y la posterior coalescencia 

de estas agrupaciones de átomos. En presencia de PVP, se forman dímeros Au2Cl6 

que luego pasan a formar trímeros. Después de esto, se produce un proceso de 

reducción que conduce a la formación de racimos de oro tales como Au13 con 

átomos en su superficie como iones de oro clorados. Finalmente, se forman 

partículas más grandes por coalescencia. (Yao et al., 2010) 

 

En los estudios anteriores, los límites de resolución del TEM y SAXS dificultan el 

estudio de la fase de nucleación. Los cortos tiempos requeridos para la detección 

de las NPs sugieren que la nucleación ocurre por el mecanismo de ¨nucleación en 

ráfaga¨ descrito por LaMer. 

1.3  Molécula de hemoglobina  

Como se mencionó en la sección 1.1, cuando una radiación EM incide sobre una 

molécula covalente, pueden ocurrir diferentes fenómenos producto de la interacción 

entre los fotones y dichas moléculas. Los procesos de absorción y dispersión de 

fotones por moléculas se describieron en las secciones 1.1.2 a 1.1.4. En esta 

sección solo nos referiremos al caso particular de la molécula de hemoglobina.  

 

 

Figura 17 Mecanismo de formación de nanopartículas de plata a través de aglomerados Ag13 
propuesto por Takesue et al. (2011). Las NPs de plata se forman a través de (I) un período de 
inducción durante el cual los iones Ag+ se reducen a átomos Ag0; (II) un periodo dominante de 
nucleación durante el cual los grupos Ag13 forman un núcleo y simultáneamente se consumen 
en la formación de NPs de plata; y (III) un período de crecimiento durante el cual se forman NPs 
de plata más grandes por agregación y coalescencia de NPs de plata más pequeñas. (Takesue 
et al., 2011) 
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1.3.2 Espectro de absorción de la hemoglobina 

La porfirina es un anillo de 24 miembros con 11 dobles enlaces conjugados y 

deslocalizados. Diferentes iones metálicos como Fe+2, Zn+2, Cu+2 y Co+2 pueden 

insertarse en el centro del anillo porfirina por la aceptación de un par de electrones 

por átomos de N en el centro del anillo. De esta manera se forman metaloporfirinas 

como el grupo hemo de la Hemoglobina (ver Figura 18A). El espectro de absorción 

del grupo hemo muestra varias transiciones: la banda Q (490-650 nm) y la banda 

de Soret (400-436 nm). Estas transiciones se interpretan como transiciones 

electrónicas π→π* en el modelo de cuatro orbitales de Martin-Gouterman. En el 

modelo de Gouterman estas bandas se consideran transiciones electrónicas de dos 

orbitales HOMO (siglas del inglés: Highest Occupied Molecular Orbital), a1u (π) y 

a2u (π), a dos orbitales LUMO (siglas del inglés: Lowest Unoccupied Molecular 

Orbital), e.g. (π*). Una transición fuerte del estado basal al segundo estado excitado 

S2 da lugar a la banda de Soret (420 nm) de mayor intensidad (ver Figura 18B). En 

las metaloporfirinas la transición débil del estado basal S0 al primer estado excitado 

S1 resulta en dos bandas Q de baja intensidad: α (541 nm) y β (576 nm). Se ha 

encontrado que la unión del ligando a la hemoglobina y al entorno circundante afecta 

el patrón del espectro.(De Groot et al., 1988; Dayer, Moosavi-Movahedi y Dayer, 

2010)  

La función biológica de este grupo en la Hb es el transporte de oxígeno mediado 

por cambios conformacionales en la estructura cuaternaria de la Hb. En la molécula 

de Hb, el residuo de histidina proximal proporciona el enlace directo al grupo hemo. 

También la naturaleza del enlace Fe-N depende de la conformación de la estructura 

cuaternaria de la Hb. Teniendo esto en cuenta, resulta lógico pensar que la 

adsorción de la Hb a una superficie SERS activa puede afectar su actividad 

biológica por cambios en su estructura. Sin embargo, De Groot et al. (1987,1988) 

demostraron que moléculas de Hb adsorbidas a NPAgs muestran una unión 

reversible a O2 y CO2, observándose la transición reversible entre los estados R 

(relajación) y T (tensión). Además, la vibración del estiramiento Fe-NH no se 

perturba por la adsorción a la superficie de la NPAg, lo que indica que el entorno del 

grupo hemo se conserva intacto y se mantiene la estructura tetramérica. De Groot 
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et al. sugieren que los grupos propianatos unidos al macrociclo de la porfirina (ver 

círculo rojo en la Figura 18A) median la adsorción de la hemoglobina a la superficie 

de la NP de plata cargada positivamente. De esta manera, se espera que la 

absorción de moléculas de Hb a NPs de plata no cambie su espectro de absorción. 

(De Groot y Hester, 1987; De Groot et al., 1988) 

  

1.3.3 Espectro Raman de la hemoglobina 

En la Figura 19 se muestran los espectros Raman de eritrocitos vivos obtenidos por 

Wood y McNaughton (2002) empleando el láser de 488 nm. Entre los espectros de 

eritrocitos oxigenados y desoxigenados (ver Figura 19A y B) se aprecian 

diferencias en el número, posición e intensidad de algunos picos. La asignación de 

estos picos a distintos modos vibracionales se observa en la Figura 19C. Un análisis 

detallado de ambos espectros muestra un corrimiento de los picos y la aparición de 

otros picos en el espectro de células oxigenadas con respecto al espectro de células 

desoxigenadas. Se conoce que casi todos los picos en el espectro Raman de 

eritrocitos corresponden a las vibraciones de enlaces en el grupo hemo de las 

moléculas de hemoglobina (Figura 18A). Estas vibraciones dependen de cambios 

en la conformación del grupo hemo por la unión a un ligando (O2, CO2, o NO), la 

 

Figura 18 A) Estructura del grupo hemo formado por la porfirina y el ion Fe. Se señalan los 
grupos metilo (verde) vinilo (azul) y propianato (rojo) (De Groot et al., 1988) B) espectro de 

absorción de metaloporfirinas.  
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posición del ion Fe 2+ con respecto al anillo porfirina y la conformación de la 

hemoglobina. (Brazhe et al., 2009) 

En el espectro Raman de la hemoglobina se definen cuatro regiones principales (ver 

Figura 19): (I) región de bandas que marcan el estado del espín (1650-1500 cm-1), 

(II) región de vibraciones de estiramiento del anillo pirrol (1400-1300 cm-1), (III) 

región de deformación del grupo metino C-H (1300-1200 cm-1), (IV) región de bajo 

número de onda (1200-600 cm-1). En esta última, las células desoxigenadas 

presentan bandas en 1172-1169 y 1125-1121 cm-1 que están asignadas a 

vibraciones de estiramiento asimétricas del medio anillo pirrol. Las bandas que 

aparecen a 998-993 y 977-973 están asociadas a vibraciones de estiramiento 

asimétricas C-C del macrociclo de la porfirina. Las bandas en 755-753 cm-1 y 678-

668 cm-1 se asignan al modo de respiración del anillo pirrol y al modo de 

deformación simétrico del anillo pirrol, respectivamente. 

Al excitar la molécula de Hb con un láser cuya λ se encuentre en las regiones de la 

banda de Soret o bandas α/β, se obtiene un mayor número de picos en el espectro 

Raman y de mayor intensidad. Estas frecuencias activan modos de vibración 

asimétricos que de otro modo no se detectarían en el espectro Raman donde, 

generalmente, las bandas de mayor intensidad se corresponden con vibraciones 

simétricas que cambian la polaridad de la molécula. Esto es posible por diferentes 

mecanismos de dispersión de la resonancia. (Spiro y Strekas, 1974; De Groot et al., 

1988)  
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Figura 19 Espectros Raman de eritrocitos vivos usando láser de 488 nm. A) Oxigenados y 
B) desoxigenados. C) Asignación de modos de vibración a los picos del espectro s: simétrico, as 
asimétrico. (Wood y McNaughton, 2002)  
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1.4 Efecto de la interacción de la luz con moléculas ubicadas en la vecindad 

de NPs metálicas  

1.4.1 Conceptos generales del efecto SERS 

Como consecuencia de la excitación del LSPR en las NPs metálicas, se produce 

una absorción selectiva de fotones y se genera una amplificación del campo 

electromagnético localizada en la superficie de la NP  (Haynes y Van Duyne, 2001). 

Este es uno de los mecanismos que contribuyen al efecto SERS. Entre las 

diferentes superficies metálicas (Ag, Au, Cu, Na, Li, Pd, Pt) que sirven como 

sustratos activos en SERS, los mejores resultados para aplicaciones biomédicas se 

han obtenido con NPs de plata y oro (Brazhe et al., 2009; Sapsford et al., 2013). 

SERS es una de las herramientas espectroscópicas más sensibles para la detección 

de moléculas, permitiendo la detección de moléculas a concentraciones de 10-6 M 

y los llamados estudios de una sola molécula. En la literatura se describen ensayos 

SERS con incremento de la señal Raman en el orden de 103-1014. El efecto SERS 

sólo se produce cuando la molécula estudiada se encuentra muy cerca de la 

superficie de la NP. Algunos estudios indican que la mayor intensidad de la señal se 

alcanza a distancias óptimas de ~ 15-20 nm de la superficie NP y disminuye 

significativamente para distancias mayores. (Brazhe et al., 2009)  

El factor de amplificación (EF, siglas del inglés: enhancement factor) se calcula por 

la ecuación 25, donde se relacionan la intensidad del espectro SERS (ISERS), la 

intensidad del espectro Raman (IRS), el número de moléculas en la superficie del 

metal (Nsup) y el número de moléculas totales (NTotal) en el volumen de excitación. 

No siempre es posible conocer el número de moléculas que contribuyen al espectro 

SERS y el número de moléculas total en el volumen de excitación, lo que dificulta el 

cálculo del EF. (Lane, Qian y Nie, 2015)  

(25)     EF =
𝐈𝑆𝐸𝑅𝑆/𝐍𝑠𝑢𝑝

𝐈𝑅𝑆 /𝐍𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙
   

En algunos estudios se emplean concentraciones muy bajas de moléculas en el 

control de manera que no se observa el espectro Raman. En estos casos, la 

aparición del espectro en presencia de NPs es lo que se interpreta como SERS. 
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1.4.2 Mecanismos de SERS  

Se han realizado numerosas investigaciones para comprender el origen del efecto 

SERS. La mayoría de las teorías afirman que la mayor contribución a este efecto se 

debe al mecanismo electromagnético (EM) y en menor medida al mecanismo 

químico de transferencia de carga (CT). Estos mecanismos pueden contribuir 

simultáneamente al factor de incremento de SERS. Otros factores que influyen son 

las condiciones experimentales, la composición, forma y tamaño de las NPs 

metálicas así como la composición de la muestra en particular.  

1.4.2.1 Mecanismo electromagnético  

La LSPR de NPs metálicas provoca un fuerte aumento local del campo eléctrico 

tanto de la radiación incidente como de la radiación dispersada. Al incidir una 

radiación EM con determinada frecuencia sobre una NP metálica esférica, provoca 

que esta emita su propio campo dipolar, amplificando el campo EM local. Al 

amplificarse el campo eléctrico incidente en la zona cercana a la NP, aumenta la 

probabilidad de dispersión Raman de las moléculas próximas a la superficie de la 

NP. La intensidad de la radiación de dispersión Raman producida en esta zona 

también se incrementa. Algunos estudios indican que el SERS de una sola molécula 

no está fuertemente relacionado con el LSPR, y los sitios activos para SERS se 

encuentran en las uniones entre dos NPs de plata. Trabajos teóricos con partículas 

aisladas, indican que el EF máximo que se puede alcanzar por la influencia del 

campo EM es de 1011. Este incremento solo se alcanza en determinados puntos 

entre partículas o en los bordes de partículas anisotrópicas. (Qian y Nie, 2008; Lane, 

Qian y Nie, 2015) 

1.4.2.2 Mecanismo de transferencia de carga 

El mecanismo de transferencia de carga (CT) surge de los cambios estructurales 

electrónicos que ocurren cuando una molécula libre se adsorbe en una superficie 

de metal. El mismo implica la transferencia de electrones entre la molécula y el 

sustrato de metal o NP metálica. A diferencia del mecanismo EM, en la CT se 

requiere del contacto directo entre las moléculas y la superficie metálica. Este 
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mecanismo fue propuesto por Albrecht y Chreighton en 1977 y luego confirmado por 

datos experimentales. Además, la contribución a la amplificación de la señal Raman 

por CT se encuentra en el rango de 102 a 103, siendo menor que la contribución del 

mecanismo EM. (Lane, Qian y Nie, 2015) 

1.4.2.3 Resonancia de la molécula 

Las señales Raman más intensas se obtienen cuando la molécula entra en 

resonancia con el láser de excitación. En una molécula, cada modo vibracional 

tendrá una única frecuencia pero puede tener diferentes amplitudes. Cuando una 

molécula recibe energía, ya sea por colisión con otras moléculas o por transferencia 

de energía a partir de un fotón, aumenta la amplitud de la vibración. Dependiendo 

de la frecuencia de la radiación incidente, se puede obtener una mayor o menor 

amplitud de la vibración. (En física, la resonancia es la tendencia de un sistema a 

oscilar con mayor amplitud en determinadas frecuencias. Las frecuencias en las que 

la amplitud de la respuesta es un máximo relativo se conocen como frecuencias de 

resonancia del sistema, o frecuencias resonantes.) Algunas proteínas contienen 

centros activos o grupos funcionales (como el anillo de porfirina en las moléculas de 

hemoglobina) que pueden detectarse incluso a nivel de una sola molécula en 

condiciones de resonancia (Lane, Qian y Nie, 2015). 

1.4.3 Ensayos SERS en glóbulos rojos  

La molécula de Hb es el componente principal de los GR. Parte de estas moléculas 

se unen por interacciones electrostáticas a la cara interna de la membrana del 

eritrocito, de manera reversible. Esta unión puede ser directamente a los lípidos de 

la membrana o al intercambiador iónico AE1 (ver Figura 20).  
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A partir de datos experimentales reportados en la literatura, calculamos que cada 

eritrocito contiene aproximadamente 2.8 x 108 moléculas de Hb. De estas, 1.4 x 106 

(~ 0.6% de la Hb total) se encuentran asociados a la membrana del GR (Hbm). Esta 

gran diferencia de 

concentración entre la Hb 

libre en el citoplasma del 

eritrocito (Hbc) y la Hbm, 

favorece el estudio de la Hbc 

en el espectro Raman o el 

espectro Raman resonante 

del eritrocito, pues la 

contribución de Hbm a 

dichos espectros es 

insignificante. En cambio, 

las moléculas de Hbm son 

las que contribuyen al 

espectro SERS por la distancia entre estas y NPs unidas a la superficie externa de 

la membrana del GR (ver Figura 20). (Shaklai, Yguerabide y Ranney, 1977; Lew 

et al., 1995; Brazhe et al., 2009)  

La importancia del estudio del espectro Raman de glóbulos rojos consiste en la 

diferenciación del estado de oxigenación de la molécula de Hb y la posibilidad de 

relacionar estos espectros con patologías asociadas a cambios en esta molécula.  

 

Figura 20 Representación esquemática de las distancias 
entre NPs unidas a la membrana del eritrocito y moléculas 
de hemoglobina en el citoplasma (HBc) y en la membrana 
(Hbm) del eritrocito. AEI: Intercambiador iónico. 
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CAPÍTULO 2: Efecto de la temperatura en la síntesis de nanopartículas de 

plata con polietilenglicol 

El presente estudio se realizó con el doble objetivo de establecer condiciones de 

síntesis reproducibles para la obtención de un coloide estable de NPs AgPEG y 

evaluar el posible efecto de la DTO-PEG en esta reacción. Para ello, evaluamos 

concentraciones entre 0,1 - 1 mM de AgNO3 (2091397/Sigma-Aldrich) en las 

síntesis de NPs AgPEG empleando como agente reductor y estabilizante el PEG200 

(P3015/Sigma-Aldrich), a temperaturas y condiciones atmosféricas que favorecen 

(100ºC/aire (O2)) o no (60ºC/aire (O2) y 100ºC/N2) la DTO-PEG.  

2.1 Metodología  

Para nuestros experimentos, realizamos modificaciones al método descrito por 

Stiufiuc et al. (2013), empleando en todas las reacciones una solución al 0,6 % de 

PEG200 y 0,005 % de NaOH (S318-1/JT Baker).  

El material de vidrio y las barras magnéticas empleadas en la síntesis se lavaron 

con ¨agua regia¨ antes de cada reacción. Las soluciones para la síntesis de 

nanopartículas se prepararon con agua desionizada.  

Todas las reacciones se realizaron en la oscuridad a partir de que añadimos la 

solución de AgNO3. Al final de cada experimento, los coloides o suspensiones de 

nanopartículas se dejaron enfriar a 25±4ºC en la oscuridad, conservándose en estas 

condiciones. Para facilitar la comprensión del texto, definimos códigos para las 

diferentes condiciones de reacción y las NPs correspondientes (ver Tabla 1). 

 

Tabla 1 Condiciones de reacción  

Reacción 
Código de las 

Temperatura Atmósfera  
Concentración 

nanopartículas AgNO3 

R1 R1-AgPEG 

60ºC Aire (O2) 

0,1 mM 

R2 R2-AgPEG 0,5 mM 

R3 R3-AgPEG 1,0 mM 

R4 R4-AgPEG 

100ºC Aire (O2) 

0,1 mM 

R5 R5-AgPEG 0,5 mM 

R6 R6-AgPEG 1,0 mM 

R7 R7-AgPEG 
100ºC N2 

0,1 mM 

R8 R8-AgPEG 0,5 mM 
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2.1.1 Síntesis de AgNPs a 60ºC en aire (O2) (R1-R3) 

Calentamos a 60ºC un Erlenmeyer con agua desionizada y añadimos PEG200 al 

0,6% y NaOH al 0,005% agitando durante 30 minutos. Luego añadimos rápidamente 

el volumen correspondiente de la solución de AgNO3 10 mM para obtener la 

concentración deseada de AgNO3. Estas reacciones se realizaron durante 5 horas 

con agitación moderada. 

2.1.2 Síntesis de AgNPs a 100ºC en aire (O2) (R4-R6) 

Calentamos a 60ºC un Erlenmeyer con agua desionizada y añadimos PEG200 al 

0,6 % y NaOH al 0,005 %. Después de agitar la solución anterior durante 30 minutos 

elevamos la temperatura, cuando la solución comenzó a hervir, añadimos 

rápidamente el volumen correspondiente de la solución de AgNO3 10 mM (para 

alcanzar la concentración final de 0,1, 0,5 o 1 mM). Estas reacciones se realizaron 

durante 5 minutos para evitar cambios en el volumen por evaporación. 

2.1.3 Síntesis de AgNPs a 100ºC en N2 (R7-R8) 

Para este experimento, se empleó nitrógeno para desplazar el oxígeno disuelto en 

500 ml de agua desionizada. Para ello cubrimos con ¨parafilm¨ un frasco de cristal 

casi lleno de agua desionizada dejando un pequeño orificio (una aguja de jeringuilla 

en el ¨parafilm¨) para liberar el O2 desplazado y el exceso de N2. Burbujeamos 

nitrógeno durante 45 minutos, agitando vigorosamente, a una temperatura de 25ºC.  

Estas síntesis se realizaron siguiendo un procedimiento similar al descrito para 

R4-R6, con las siguientes modificaciones. El experimento se realizó en atmósfera 

de N2 usando una cámara de guantes de atmósfera controlada (Labconco). 

Empleamos agua desionizada y desoxigenada para preparar soluciones de NaOH 

al 1 % y AgNO3 a 10 mM, así como las soluciones de PEG al 0,6 % y NaOH al 

0,005 % para las reacciones R7 y R8. Solo se evaluaron dos concentraciones de 

AgNO3 (0,1 mM y 0,5 mM).  
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2.1.4 Caracterización de NPs de plata  

Para la caracterización de las nanopartículas obtenidas en las diferentes 

condiciones empleamos diferentes técnicas. El tamaño de las NPs de plata se 

determinó por DLS y TEM. El diámetro hidrodinámico (DH) de las NPs en DLS se 

midió usando un Zetasizer Nano–ZS (Malvern), equipado con un láser de 633 nm y 

un ángulo de detección de 173º. Las propiedades ópticas de los coloides de NPs se 

evaluaron en cubetas de cuarzo empleando un espectrofotómetro UV/visible Perkin 

Elmer Lambda 2 (UV/Vis). Los coloides que mostraron absorción del plasmón en 

los análisis UV/Vis se analizaron por TEM. Para preparar las rejillas con las 

muestras de NPs, colocamos una gota de 10 µL del coloide en una película de 

carbón soportado por rejillas de cobre u oro. La gota se dejó secar por unos minutos 

y luego las rejillas se colocaron en viales para secarlas durante toda la noche al 

vacío. Al día siguiente se realizaron las mediciones en un equipo JEOL, JEM 2010 

F operado a 200 kV. También analizamos la composición en las NPs por EDS. 

Además, las imágenes de alta resolución (HR-TEM) facilitaron el análisis de la 

estructura cristalina de las nanopartículas, mediante la medición de las distancias 

interplanares.  

2.2 Resultados y Discusión  

2.2.1 Resultados de las síntesis de NPs AgPEG a 60ºC 

En la Figura 21A y en la Tabla 2 se muestran los resultados de la caracterización 

de nanopartículas obtenidas en las reacciones R1-R3 (ver en la Tabla 1 las 

condiciones de cada reacción). El espectro de extinción de NPs R1-AgPEG mostró 

un pico a 416 nm con un ancho a la altura media (FWHM, siglas del inglés: Full 

Width at Half Maximum) de 94 nm (ver Figura 21A). Este espectro coincide con lo 

reportado para la absorción del plasmón de superficie de NP-Ags esféricas (Luo 

et al., 2005). En dicho espectro se observa un hombro izquierdo a aproximadamente 

350 nm, el cual puede estar relacionado con la presencia de algunas NPs 

anisotrópicas (ver flecha en Figura 21B). El color amarillo y transparente del coloide 

sugiere la presencia de NPs de plata esféricas menores de 30 nm, producto de la 



Capítulo 2. Síntesis de NPs AgPEG: Efecto de la Temperatura 

63 
 

absorción del LSPR alrededor de 400 nm (Nam et al., 2011). De manera 

consistente, las micrografías de TEM mostraron nanopartículas casi-esféricas con 

diámetros de 7±4 nm, 25±5 nm así como algunos prismas y nanovarillas (ver Figura 

21B y Tabla 2). En DLS detectamos dos poblaciones de NPs R1-AgPEG con DH 

de 4 nm y 52 nm.  

 

En cambio, R2 produjo una suspensión turbia y grisácea que luego formó un 

precipitado gris en el fondo del Erlenmeyer quedando un coloide transparente y 

anaranjado que se caracterizó por las técnicas antes mencionadas (ver Figura 22). 

Con respecto al espectro de extinción de NPs R1-AgPEG, el de NPs R2-AgPEG 

mostró un pico más ancho (FWHM: 185 nm) con desplazamiento hacia el rojo 

(447 nm) y un hombro izquierdo más evidente a 350 nm. Estas características 

sugieren la presencia de NPs más grandes y poli-dispersas en forma y tamaño. 

Dicho espectro mostró una elevación de la línea base, lo cual es consistente con la 

dispersión de la luz incidente por partículas grandes (>100 nm) presentes en el 

 

Figura 21 Evaluación de diferentes parámetros en la síntesis de NPs de plata con PEG200. 
Los gráficos a la izquierda muestran los espectros de extinción de A) NPs R1-R3-AgPEG y 
D) NPs R4-R6-AgPEG Las imágenes de MET de NPs B) R1-AgPEG, C) R2-AgPEG, E) R5-
AgPEG. F) La imagen de AR-MET de NPs R5-AgPEG muestra una NP esférica cubierta por 
el polímero (ver flecha).  
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coloide (Dispersión Mie). En el análisis DLS detectamos NPs R2-AgPEG con DH de 

10 nm y 76 nm. Las imágenes de TEM revelaron NPs con diferentes tamaños y un 

mayor porciento de NPs anisotrópicas (prismas, varillas, hexágonos) además de 

NPs casi esféricas y agregados.  

En R3 se obtuvo una suspensión oscura y gris que con el tiempo formó un 

precipitado gris, quedando un coloide transparente y ligeramente gris (ver Figura 

22) que se caracterizó por espectroscopía de absorción UV/Vis y DLS. El espectro 

de extinción de este coloide es plano, lo que sugiere la ausencia o baja 

concentración de NPs de plata. En DLS detectamos una población con DH 

alrededor de 146 nm que pueden ser partículas grandes o agregados de NPs los 

cuales carecen de absorción relacionada con el plasmón de superficie. 

  

De manera similar a lo observado por otros autores (Sun y Xia, 2002; Zielinska et al., 

2009), en estas reacciones se observó el incremento del tamaño de las NPs al 

aumentar la concentración de AgNO3. Los espectros de extinción de NPs R1-

R3-AgPEG son coherentes con los resultados de DLS y TEM  (ver Figura 21A-C y 

Tabla 2). Las imágenes de alta resolución de TEM (HR-TEM) de NPs AgPEG 

mostraron que las NPs estaban recubiertas por un material amorfo, lo cual indica la 

 

Figura 22  Resultados de las reacciones R1-R6. Después de reposar 3 días en la oscuridad, los 
agregados y partículas grandes precipitan dando lugar a coloides transparentes que se 
caracterizaron por DLS y UV/Vis. 
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formación de una capa de PEG alrededor de estas NPs (ver Figura 21F). Este 

recubrimiento con PEG incrementa el diámetro de las NPs AgPEG y en ocasiones 

puede afectar la nitidez de las imágenes TEM. En las imágenes TEM de baja 

magnificación no se observa la cubierta de PEG en las NPs AgPEG (ver imágenes 

TEM en la Figura 21). Por esta razón, en las mediciones del tamaño de las NPs 

AgPEG en TEM, se midió el centro de plata sin considerar el recubrimiento de PEG 

(ver Tabla 2). En imágenes HR-TEM, observamos que el grosor de la capa de PEG 

que recubre las NPs de plata varía de 1,7 a 6,0 nm (ver Figura 21F). De esta forma, 

el tamaño de NPs medido en TEM es de 4 a 12 nm menor que el tamaño real de las 

NPs AgPEG. Además, la moléculas orgánicas (PEG) en la superficie de NPs 

AgPEG forman capas de solvatación que incrementan el diámetro hidrodinámico 

que detectamos en DLS (Shkilnyy et al., 2009). Lo antes expuesto explica por qué 

el DH medido por DLS es mayor que el diámetro determinado por TEM para estas 

NPs.  

2.2.2 Posibles mecanismos de crecimiento de NPs AgPEG. 

En el capítulo 1, se describen los mecanismos de nucleación y crecimiento de NPs 

de Ag (sección 1.1.3.2). No es objetivo del presente trabajo estudiar dichos 

mecanismos en la síntesis de NPs AgPEG. No obstante, el análisis de estos permite 

comprender mejor los resultados obtenidos en dicha síntesis. Al inicio de la síntesis 

de NPs AgPEG, la alta concentración del precursor de plata favorece la ¨nucleación 

en ráfaga¨ descrita por LaMer. En la síntesis de NPs AgPEG, empleamos la misma 

concentración de PEG (AR y AE) y diferentes concentraciones de Ag+. Al aumentar 

la concentración de iones Ag+, se formará un mayor número de núcleos en la fase 

inicial de la síntesis (mientras no se sature la capacidad reductora de las moléculas 

de PEG presentes). La formación de estos núcleos alcanza su máximo cuando se 

reduce la concentración de Ag+ en la solución. A partir de este momento, se favorece 

el crecimiento de las NPs por diferentes mecanismos. La coalescencia entre núcleos 

para formar NPs reduce la concentración de núcleos en la solución por lo que en 

determinado momento se reduce la velocidad de crecimiento de las NPs. Es posible 

que además de la coalescencia, se produzca un crecimiento por el mecanismo de 
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maduración de Ostwald. Este mecanismo explica a) la presencia de dos poblaciones 

de NPs R1-AgPEG, unas muy pequeñas y otras de mayor tamaño, b) la formación 

de un precipitado en R2. El proceso de crecimiento se ve limitado por la 

estabilización de NPs con el agente estabilizante que en esta reacción es el PEG.  

2.2.3 Análisis estequiométrico de las síntesis a 60ºC  

En nuestros ensayos, el PEG200 actúa como AR y AE (estérico). Para asegurar la 

estabilización de las NPs de plata con PEG, se requiere determinado número de 

moléculas de PEG en la superficie de la NP (Cruje y Chithrani, 2014). Por otro lado, 

varios autores han planteado que los grupos terminales del PEG son los intervienen 

en la reducción de iones Ag+ (Fievet et al. 1989; Luo et al. 2005; Gomes et al. 2015; 

Khodashenas & Ghorbani 2015). De esta manera, cada molécula PEG puede 

reducir un número finito de iones Ag+.  

En las reacciones R1-R3 hay un exceso de 300 a 30 moléculas PEG con respecto 

al número de iones Ag+ (ver Tabla 2) que debe ser suficiente para reducir todos los 

iones Ag+ presentes en la solución. Sin embargo, en las reacciones R2 y R3 no se 

obtienen coloides estables de NPs, se obtuvieron grandes partículas y aglomerados 

de NPs que formaron un precipitado en el fondo del matraz. 

Lo anterior puede deberse a i) la superposición o agrupamiento de moléculas PEG 

en la superficie de las NPs de plata (acción estabilizante) podría representar un 

impedimento estérico que afecta la acción reductora de dichas moléculas. En este 

caso, solo las moléculas PEG libres en la solución pueden reducir iones Ag+. Si el 

número de iones Ag+ sobrepasa la capacidad reductora de las moléculas de PEG 

disponibles, entonces no todos los iones Ag+ serán reducidos a Ag0. En estas 

condiciones decimos que se satura la acción reductora de las moléculas PEG. La 

presencia de iones Ag+ podría afectar la estabilidad coloidal de las NPs AgPEG. 

Otra posibilidad es que ii) debido a las altas concentraciones de Ag+, es mayor el 

número de NPs formadas y su tamaño. Esto impide la estabilización de todas las 

NPs por las moléculas de PEG disponibles contribuyendo a la formación de NPs 

anisotrópicas y de grandes agregados. 
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Todo lo antes expuesto evidencia la importancia de la relación estequiométrica entre 

los reactivos durante la síntesis para garantizar la estabilidad coloidal de las NPs de 

plata.  

La interpretación de los resultados de las síntesis de NPs AgPEG a 60ºC se realizó 

mediante el análisis estequiométrico de las reacciones R1-R3 y teniendo en cuenta 

las teorías de nucleación y crecimiento de NPs. Como empleamos la misma 

concentración de PEG (0,6 %) en todas las reacciones, la relación PEG200/Ag+ fue 

de aproximadamente 300, 60 y 30 cuando añadimos concentraciones de 0,1, 0,5, y 

1,0 mM de AgNO3, respectivamente. También calculamos la relación PEG200/Ag+ 

usada por otros autores (Popa et al., 2007; Li, Guo y Zhang, 2010) que emplean 

PEG200 en condiciones similares (temperaturas entre 25 y 60ºC), con el fin de 

comparar resultados (ver Tabla 2).  

Evidencias experimentales indican que una relación PEG200/Ag+ > 2400 produce 

NPs AgPEG menores de 4 nm (Li, Guo y Zhang, 2010). En cambio, la relación 

PEG200/Ag+ ~ 300 que empleamos en la reacción R1 condujo a la formación de 

NPs R1-AgPEG casi esféricas de 25±5 nm y 7±4 nm. En el experimento realizado 

por Popa et al. (2007) en la matriz polimérica de PEG200 con una relación 

PEG200/Ag+ ~ 106 produjo un resultado muy similar al que obtuvimos en R1. De 

manera interesante, en el estudio realizado por Popa et al. (2007), al aumentar la 

temperatura de reacción de 30ºC a 60ºC se obtuvo un mayor número de NPs de 

20 nm (ver Tabla 2).  

Cuando en la reacción se emplea una mayor concentración de Ag+ en el límite que 

pueden ser reducidas completamente por el AR (reducción de la relación 

PEG200/Ag+ de 2400 a 106), se forma un mayor número de núcleos. Como 

consecuencia, se obtienen NPs más grandes, pues es mayor la probabilidad de 

coalescencia entre núcleos antes de que las moléculas de PEG200 en exceso 

estabilicen completamente las NPs AgPEG. Esto explica la formación de NPs de 20 

a 25 nm obtenidas con relaciones PEG200/Ag+ de 300 en R1 y de 106 en el estudio 

de Popa et al. (2007). Otro factor que favorece la coalescencia entre núcleos o NPs 

pequeñas antes de que sean estabilizadas por PEG, es el incremento de la 
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temperatura (para temperaturas menores a 70ºC). Una mayor temperatura, 

incrementa la entropía del sistema, es mayor la velocidad de las NPs aumenta el 

número de colisiones entre estas lo que favorece la coalescencia y con ello la 

obtención de NPs de mayor tamaño.  

 

Cuando en la reacción se incrementa aún más la concentración de Ag+ reduciendo 

la relación PEG200/Ag+ a 60 (R2), se obtiene una mayor poli-dispersión de las NPs 

en forma y tamaño formándose partículas grandes y agregados (ver Figura 21C y 

Tabla 2). Una explicación plausible es que al haber una mayor concentración de 

Tabla 2 Variación de la forma y tamaño de las NPs AgPEG con la relación PEG200/Ag+ 
empleada en la síntesis.  

Reacción 

Conc. Relación Temp. Diámetro  MET  

AgNO3 PEG200/Ag+ 
 

 Hidrodinámico Tamaño* Forma % / N 

(mM) (ºC) Diámetro ± Desv.Estd. (nm)     

Li et al. 0,005 9800 

RT ND 

 2,8  

Esférica 

 

2010 0,01 4900  3,3   

 0,02 2450  3,5   

Popa et al. 

2,4 106 

30 
ND 

20 ± 4 

c-esférica 

Pocas 

2007 4 ± 2  

60 
ND 

20 ± 4 Muchas  

4 ± 2  

R1 0,1  300 

 51,77 ± 20,13 25 ± 5 c-esférica 65 / 307 

60 

3,76 ± 1,02 7 ± 4 c-esférica 30  / 307 

     3,6 ± 0,9 varilla 3 / 307 

     25 ± 7 Prisma 2  / 307 

R2 0,5  60 

75,68 ± 33,58 38 ± 8 c-esférica 57 / 184 

9,94 ± 2,61 10 ± 2 c-esférica 5 / 184 

     2,4 ± 0,9 varilla 17 / 184 

     42 ± 8 Poligonal 19 / 184 

     28 ± 5 Prisma 2 / 184 

      82 ± 20 Agregado   

R3 1,0  30 146,30 ± 62,31 ND  Agregado   

R4 0,1  300 

100 

148,98 ± 73,94 
ND 

    
24,69 ± 5,19     

R5 0,5  60 

55,12 ± 25,09 26 ± 4 c-esférica 76  / 384 

2,82 ± 0,67 7 ± 2 c-esférica 18  / 384 

    2,8 ± 0,76 varilla 4  / 384 

      22 ± 6 Prisma 2  / 384 

R6 1,0  30 170,73 ± 74,69 ND     

R7 0,1 300 

100 

99,08 ± 50,7 29 ± 5 c-esférica 84  / 280 

13,86 ± 4,10 7 ± 3 c-esférica 11  / 280 

     2,1 ± 0,47 varilla 3  / 280 

     29 ± 11 Prisma 2  / 280 

      76 ± 16 Agregado   

R8 0,5  60 
   29 ± 6 c-esférica 100 /32 

106,70 ± 42,81 221 ± 31 Agregado   

      88 ± 20 Agregado   

N: Número de nanopartículas aisladas, c-esférica: casi esféricas,  
* Las medidas representan el diámetro promedio de NPs c-esféricas, la relación largo/ancho de 

nanovarillas o la longitud de la base de prismas.  
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iones Ag+, se produce un mayor número de núcleos, aumentando la probabilidad de 

coalescencia entre dichos núcleos y NPs R2-AgPEG pequeñas. Como 

consecuencia, las moléculas de PEG disponibles no son suficientes para estabilizar 

todas las NPs formadas. De esta forma, algunas NPs de plata quedan parcialmente 

cubiertas por PEG (NPs no-estabilizadas) y pueden crecer como varillas u otras 

formas anisotrópicas debido a la adsorción preferencial de las moléculas PEG a 

determinados planos cristalinos (Karakoti et al., 2011). Este efecto se ha estudiado 

ampliamente en el uso de poly (N-vinyl-2-pyrrolidone) como agente estabilizante de 

NPs de plata (Wiley et al., 2005). Además, las NPs no-estabilizadas pueden crecer 

(las más grandes) o reducirse (las más pequeñas) por el mecanismo de maduración 

de Ostwald, formando agregados o partículas más grandes que explican la turbidez 

de la suspensión de nanopartículas con la posterior formación de un precipitado. 

Siguiendo este razonamiento, es lógico esperar en la reacción R3 (PEG200/Ag+ ~ 

30) una mayor cantidad de precipitado debido a la agregación, coalescencia y/o 

crecimiento ilimitado (mecanismo de Ostwald) de un mayor número de NPs no 

estabilizadas.  

Del análisis anterior podemos concluir que una relación PEG200/Ag+ entre 100-300 

y una temperatura de 60ºC favorecen la formación de NPs casi-esféricas entre 20-

25 nm completamente estabilizadas por moléculas de PEG. En estas condiciones, 

la presencia de algunas NPs muy pequeñas 4-7 nm en el coloide, a pesar de largos 

tiempos de reacción (1-5 horas), puede explicarse por mecanismos iniciales de 

maduración de Ostwald unido a la reducción del número de núcleos y NPs 

pequeñas (por coalescencia) que reducen la probabilidad de coalescencia de las 

NPs pequeñas restantes, antes de que sean estabilizadas todas las NPs de plata 

presentes, por moléculas de PEG en exceso. El incremento de la relación 

PEG200/Ag+ y/o la reducción de la temperatura favorecen la formación de NPs más 

pequeñas (ver Tabla 2). En nuestras condiciones experimentales, la relación 

PEG200/Ag+ mínima necesaria para reducir todos los iones Ag+ y/o estabilizar las 

NPs AgPEG (evitando la formación de precipitado) se encuentra entre 60 y 300. 

Cuando PEG200/Ag+ < 100 (30-60), las moléculas PEG disponibles no pueden 
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reducir todos los iones Ag+ y/o estabilizar todas las NPs AgPEG formando NPs poli-

dispersas en forma y tamaño, así como grandes agregados. 

2.2.4 Resultados de las síntesis de NPs AgPEG a 100ºC en aire (O2) 

Las reacciones R4-R6 se realizaron a 100ºC durante 5 minutos (ver acápite 2.2.1 y 

Tabla 1). A diferencia de las reacciones R1-R3, en R4-R6 no se observó la misma 

relación entre la concentración de AgNO3 y el tamaño de las NPs (ver Figura 21A, 

D y Tabla 2). A 100ºC, solo la concentración media de 0,5 mM de AgNO3 (R5) 

produjo un coloide estable, mientras que en las otras reacciones (R4 y R6) se 

obtuvieron suspensiones grises y turbias que luego formaron un precipitado. En R6 

(1 mM) observamos la formación de una suspensión turbia y oscura en pocos 

segundos. En cambio, en R5 (0.5 mM) se formó un coloide anaranjado y 

transparente (ver Figura 22). Inesperadamente, en R4 (0.1 mM), inmediatamente 

se observó la formación de un coloide amarillo y transparente el cual se tornó turbio 

y grisáceo en pocos segundos (ver Figura 23). Cuando dejamos reposar en la 

oscuridad y a 25±4ºC las suspensiones de R4 y R6 durante 3 días, ambas formaron 

un precipitado en el fondo de los Erlenmeyers dejando ver coloides transparentes e 

incoloros (ver Figura 22). El análisis de estos coloides reveló partículas con 

DH > 149 nm y un espectro de extinción plano (ver Figura 21D y Tabla 2). La 

ausencia de color y la formación del precipitado sugieren la ausencia o una baja 

concentración de NPs en estos coloides así como la presencia de partículas 

grandes y agregados de NPs.  

Por otro lado, el espectro de extinción de NPs R5-AgPEG mostró un pico intenso y 

estrecho (FWHM: 80.8 nm) con un hombro a 350 nm. La posición de este pico a 

420 nm sugiere la presencia de NPs más grandes que las obtenidas en R1. Sin 

embargo, las imágenes TEM mostraron NPs esféricas de un tamaño similar a las 

NPs R1-AgPEG: 26±4 nm (79%) y 7±2 nm (19%) además de algunas nano-varillas 

y prismas (6%). El hombro que se observa a 350 nm podría estar relacionado con 

la presencia de las NPs anisotrópicas antes mencionadas (ver Figura 21D, E y 

Tabla 2). Mediante DLS detectamos NPs R5-AgPEG con DH de 3 nm y 55 nm. En 
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R5, se obtuvo un incremento del 15% en el número de NPs con diámetro de 25 nm 

con respecto a R1, lo que podría explicar el desplazamiento hacia el rojo del pico 

R5 (420 nm) comparado con el pico R1 (416 nm). En R5, la coalescencia de NPs 

para formar NPs de 26 nm es favorecida por la influencia de la temperatura en la 

reducción de Ag+, como explicaremos más adelante detalladamente. La mayor 

intensidad del pico R5 sugiere una mayor concentración de NPs que en R1 y R2 

(ver Figura 21D, E).  

A 60ºC, la relación PEG200/Ag+ de 300 produce un coloide amarillo y transparente 

de NPs R1-AgPEG, mientras que a 100ºC, las NPs R4-AgPEG pequeñas formadas 

en un inicio (ver coloide amarillo en la Figura 23) se agregan y coalescen 

rápidamente produciendo una suspensión turbia y grisácea (ver Figura 23). Por otra 

parte, la relación PEG200/Ag+ de 60 forma un coloide anaranjado y transparente a 

100ºC con NPs R5-AgPEG casi esféricas pequeñas, mientras que a 60ºC produce 

NPs R2-AgPEG poli-dispersas en forma y tamaño, así como agregados que más 

tarde precipitan (ver Figura 21C, E, Figura 22 y Tabla 2). Aparentemente, PEG200 

puede reducir un mayor número de iones Ag+ y estabilizar más NPs AgPEG a 100ºC 

(0.5 mM) que a 60ºC (0.1 mM) formando NPs casi esféricas de aproximadamente 

25 nm con estabilidad coloidal. 

 

2.2.5 Efecto de la temperatura en la síntesis de AgPEG NPs en aire (O2) 

Los distintos efectos de la concentración de AgNO3 que observamos en la síntesis 

de NPs AgPEG a 60ºC y 100ºC en presencia de O2, sugieren que existen diferencias 

en los mecanismos de reducción de iones Ag+ a cada temperatura. Se conoce que 

a altas temperaturas y en presencia de O2, se produce la degradación térmica 

 
Figura 23 Cinética de la reacción R4 (O2 / 100ºC / 1 mM AgNO3) donde se aprecian los cambios 
de color del coloide en el tiempo (segundos) que se indica sobre cada foto. 
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oxidativa del PEG (DTO-PEG) (Han, Kim y Kwon, 1995, 1997; Glastrup, 1996; Jin-

Quan, Liang-Nian y Cheng-Xia, 2009; Boughen, Liggat y Ellis, 2010). Ahora bien, 

¿por qué estas condiciones conducen a la DTO-PEG? En la Figura 24 se propone 

un esquema de la DTO-PEG tomando en cuenta los productos de degradación 

identificados por varios autores mediante resonancia magnética nuclear (RMN): 

RMN-1H-13C y cromatografía gaseosa (Han, Kim y Kwon, 1995; Glastrup, 1996; Jin-

Quan et al., 2009). A continuación, explicamos cómo se produce este proceso 

degradativo y como puede afectar la síntesis de NPs AgPEG. Los números entre 

paréntesis en los próximos párrafos se corresponden con estructuras representadas 

en la Figura 24. 

A altas temperaturas se produce la excitación de la molécula de O2, un electrón 

puede pasar del estado basal al estado excitado (O2*) se rompe uno de los enlaces 

de O2: O=O quedando O2*: ·O-O· que presenta en cada átomo un electrón no 

pareado. A diferencia del O2, el O2* no es estable y se torna reactivo. Por otro lado, 

en los pliegues de la estructura laminar de la molécula de PEG (1) se reduce la 

tensión, lo cual contribuye a reducir la energía de activación para la abstracción del 

hidrógeno en los carbonos internos ubicados en dichos pliegues. De esta forma, se 

favorece la formación de radicales libres en los grupos oxi-etilenos internos en la 

estructura del PEG. Es posible que en la reacción de abstracción del H por efecto 

del O2*, se forme un radical PEG· y el radical peróxido (uno de los electrones no 

pareados en el O2* forma un enlace covalente con el H). Luego, ambos radicales 

descritos pueden reaccionar formando el peróxido de PEG.  

En las reacciones R4-R6 (100ºC/O2), la presencia de O2 a 100ºC favorece la 

oxidación de los grupos oxi-etilenos de las moléculas PEG (1) (ver Figura 24) a 

hidroperóxidos de PEG (2a, 2b). (Es posible que esto se lleve a cabo de la menra 

que se describió en el párrafo anterior.) De esta forma, las moléculas de PEG 

pueden reducir iones Ag+ mediante esta reacción de oxidación (además de la 

reducción por los grupos terminales de PEG). Los peróxidos de PEG se consideran 

los iniciadores de las reacciones en cadena de los radicales libres, pues la 

inestabilidad del simple enlace entre los átomos de oxígeno en el peróxido genera 

radicales PEG (3b, 3c) y radicales hidroxilo. Este último, es el radical más reactivo 
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dentro del grupo de las especies reactivas del oxígeno, y rápidamente forma otros 

radicales PEG, incluyendo aquellos con un electrón no pareado en el átomo de 

carbono C (3a, 3d). Durante la DTO-PEG, los metales de transición (como la plata) 

pueden catalizar la reacción de descomposición del peróxido de PEG antes descrita 

(Han, Kim y Kwon, 1997; Jin-Quan et al., 2009). Los radicales PEG (3a-3d), pueden 

descomponerse en diferentes moléculas siguiendo un proceso aleatorio de escisión 

de la cadena. Entre los productos de la DTO-PEG se han identificado ésteres (4), 

etilenglicol (5), aldehídos (6), éteres (7, 8), PEG de menor peso molecular (10) o 

ácidos carboxílicos (11), incluyendo el ácido fórmico (9). Muchos de estos productos 

de la degradación de PEG pueden reducir iones Ag+ (Shi et al., 2011; Jeong y Park, 

2014; Gomes et al., 2015). Así, además de los grupos internos y terminales de PEG, 

cada molécula de PEG que es degradada, produce al menos dos moléculas 

diferentes que pueden reducir iones Ag+. Además, la DTO-PEG incrementa el 

número de moléculas que pueden estabilizar las NPs de plata (productos de la 

degradación). Durante la fase de ¨terminación¨ de las reacciones en cadena de los 

radicales libres, se forman algunos productos de mayor peso molecular, 

probablemente, debido a la recombinación de radicales PEG (Han, Kim y Kwon, 

1995).  

Al comparar los estudios de DTO-PEG realizados por varios autores (Han, Kim y 

Kwon, 1995, 1997; Jin-Quan et al., 2009; Boughen, Liggat y Ellis, 2010) se observa 

que el rendimiento de este proceso de degradación depende de la temperatura y el 

peso molecular de PEG. Teniendo en cuenta el bajo peso molecular del PEG200, 

en las reacciones R4-R6 algunas moléculas PEG200 pueden experimentar DTO 

durante el calentamiento a 100ºC. Esto explicaría el incremento de la acción 

reductora del PEG a esta temperatura. Aparentemente, la adición de 0.5 mM de 

AgNO3 en R5 equilibra el incremento en la acción reductora de PEG.  
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Cuando se emplea una menor concentración de AgNO3 (0.1 mM), las NPs 

R4-AgPEG formadas inicialmente (como revela el color amarillo del coloide en la 

Figura 23) se agregan. Durante la fase de propagación de las reacciones en cadena 

de los radicales libres, algunas de las moléculas PEG que estabilizan las NPs R4-

AgPEG iniciales (ver flecha en la Figura 21F) pueden convertirse en radicales PEG 

debido al efecto de radicales hidroxilo y PEG en exceso (3a-d en la Figura 24). Esto 

 

Figura 24 Esquema de la degradación térmica oxidativa (DTO) del PEG. A temperaturas 
por encima de los 70ºC y en presencia de O2, la molécula de PEG (1) es susceptible al ataque 
oxidativo de radicales libres formándose hidroperóxidos de PEG (2a-b) que generan radicales 
PEG (3a-d). Estos radicales dan lugar a distintos productos (4-11) mediante el proceso aleatorio 

de escisión de la cadena. 
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puede explicarse mediante alguno de los siguientes razonamientos: 1) La 

recombinación de los radicales PEG en la superficie de diferentes NPs R4-AgPEG 

provoca la agregación de NPs. 2) La elevada reactividad de los radicales PEG 

puede desestabilizar el arreglo de moléculas PEG que recubren la NP de plata. Esto 

conduce a la formación de NPs no-estabilizadas que pueden agregarse y/o 

coalescer. A 100ºC, la alta entropía del sistema acelera estos procesos. Además, 

teniendo en cuenta que la adsorción de moléculas PEG a la superficie de la NP de 

plata está dada por interacciones débiles, la elevada energía cinética (velocidad) 

tanto de las partículas PEG como de las NPs de plata (a 100ºC), dificulta que se 

produzca la adsorción de moléculas PEG a la NP. De esta manera, se afecta el 

proceso de estabilización de las NPs de plata y se favorece su agregación. 

Por otro lado, al emplear una concentración de 1 mM de AgNO3, el número de 

moléculas PEG y productos de la DTO-PEG aún no es suficiente para la reducción 

y estabilización de iones Ag+ y NPs de plata, respectivamente. Por ello se forman 

NPs no-estabilizadas que pueden agregarse y/o coalescer formando partículas 

grandes y agregados (ver la suspensión gris en la Figura 22). Esta podría ser una 

de las razones que dificulta reproducir el procedimiento descrito por Stiufiuc et al. 

(2013).  

Resumiendo, en la síntesis de NPs de plata con PEG a altas temperaturas y en 

presencia de oxígeno, es crítico emplear la relación PEG/Ag+ adecuada. El exceso 

de radicales libres o el defecto de agentes reductores y estabilizantes podría 

conducir a la agregación y/o coalescencia de las NPs. 

Como precedente podemos mencionar que agentes surfactantes como Brij 97 y 

Tween 80, que contienen múltiples grupos oxi-etilenos se han empleado en la 

reducción de iones Ag+ en etanol (Liz-Marzan y Lado-Tourino, 1996). En dicho 

trabajo, la formación de radicales libres se favorece al emplear etanol como medio 

de reacción. En cambio, en nuestro trabajo, la temperatura de las reacciones R4-R6 

(100ºC) y la presencia de O2 favorecen la oxidación de los grupos oxi-etilenos 

durante la DTO-PEG. Si incrementamos la temperatura de reacción evitando la 

DTO-PEG (por ejemplo, realizando la reacción en atmósfera de N2), entonces 
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podriamos esperar una reducción en el tiempo de reacción sin cambios en la 

actividad reductora del PEG.  

2.2.6 Resultados de las síntesis de NPs AgPEG a 100ºC en N2 

Para confirmar el efecto de la DTO-PEG en las reacciones R4-R6, llevamos a cabo 

las reacciones R7 y R8 a 100ºC en atmósfera de N2 (ver tabla 1 en la sección 

materiales y métodos). Como las reacciones R3 y R6 (1 mM de AgNO3) rindieron 

resultados similares, en este experimento solo evaluamos las concentraciones 

0.1 mM y 0.5 mM de AgNO3 (R7 y R8).  

Al elevar la temperatura a 100°C, se redujo drásticamente el tiempo de reacción. 

Las reacciones R4, R5, R7 y R8 formaron coloides amarillos (R4 y R7) o 

anaranjados (R5 y R8) en pocos segundos. El color anaranjado observado en R5 y 

R8 pudiera estar relacionado con una mayor concentración de NPs comparado con 

R4 y R7 donde es menor la concentración inicial de AgNO3. Para el análisis cinético 

de estas reacciones, tomamos muestras en diferentes momentos de cada reacción 

y las analizamos por UV/vis y DLS (ver Figura 23, Figura 25 y Figura 26). En el 

ensayo de cinética, la reacción R5 se llevó a cabo durante 10 minutos. Los 

resultados de ambas reacciones R5 fueron similares y se comparan más adelante 

(ver al final de este capítulo: reproducibilidad de síntesis).  

En R4, el coloide amarillo y transparente se volvió una suspensión turbia y grisácea 

en pocos segundos. Después de dejar reposar las muestras de la suspensiones 

tomadas a 1 y 5 minutos de la reacción, se observaron coloides transparentes e 

incoloros con un precipitado en el fondo. Los espectros de extinción de estos 

coloides son planos y se detectaron partículas con DH mayor de 100 nm mediante 

DLS (ver Figura 26A, B).  

A diferencia de R4 (0.1 mM/ O2/ 100ºC), la reacción R7 (0.1 mM/ N2/ 100ºC) mostró 

cambios de color que sugieren un crecimiento más lento de las NPs. Los espectros 

de extinción de la cinética R7 muestran una reducción en la intensidad del pico 

alrededor de 416 nm y una elevación de la línea base entre 5 segundos y 2 minutos. 

Esto cambios sugieren una reducción en el número de NPs esféricas pequeñas que 
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puede estar dado por su agregación y coalescencia para formar partículas más 

grandes que dispersan la luz causando la elevación observada en la línea basal. 

Los espectros de las muestras de la reacción R7 colectadas entre 2 y 5 minutos de 

la reacción son muy similares, indicando que las NPs formadas fueron estabilizadas 

por PEG. A los 5 minutos detuvimos la reacción obteniendo un coloide marrón 

transparente (ver Figura 25D (superior)). Las micrografías de TEM muestran NPs 

R7-AgPEG casi esféricas de 29±5 nm (84%) y 7±3 nm (11%), nanovarillas (3%) y 

prismas (2%). También observamos agregados de 76±15 nm con estructuras que 

sugieren la coalescencia entre NPs anisotrópicas (ver Figura 25C). El pico a 416 nm 

es consistente con la absorción del plasmón de superficie de NPs casi esféricas 

pequeñas. El hombro alrededor 350 nm y el incremento de la línea base podrían 

deberse a las NPs anisotrópicas observadas y a la presencia de agregados, 

respectivamente (ver Figura 25A-C y la Tabla 2). El análisis por DLS confirmó el 

incremento en tamaño de las NPs R7-AgPEG entre 5 segundos y 2 minutos, 

mientras que el DH se mantuvo constante (14 nm y 100 nm) de 3 a 5 minutos (ver 

Figura 26F).  

 

 

Figura 25 Síntesis de NPs de plata con PEG200 a 100ºC en N2 (R7 y R8). A) Espectros de 
extinción de NPs R7 y R8-AgPEG. Las imágenes de MET de NPs: R7-AgPEG (B, C) y 
R8-AgPEG (E, F). D) Cinética de las reacciones R7 (arriba) y R8 (abajo) donde se observan los 
cambios de color del coloide en el tiempo (segundos). 
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A diferencia de R4, en R7 el coloide no perdió el color ni se formó precipitado. Las 

NPs R7-AgPEG son más pequeñas que las R4-AgPEG y más grandes que las 

R1-AgPEG. La temperatura de la reacción R7 (100ºC) incrementa la probabilidad 

de colisiones entre NPs, lo que favorece los procesos de agregación y coalescencia 

para formar NPs más grandes antes de que las moléculas de PEG las cubran 

completamente, estabilizándolas. Aunque en R7 se forman NPs de mayor tamaño 

se alcanza la estabilidad coloidal, debido al alto número de moléculas PEG y la 

ausencia de radicales libres (en ausencia de O2 no ocurre la DTO-PEG). En R7, la 

reducción de iones plata puede producirse únicamente por la oxidación de los 

grupos terminales del PEG, como se ha descrito en la literatura (Luo et al., 

2005)(Gomes et al., 2015). 

El coloide anaranjado y transparente de NPs R8-AgPEG se convirtió en una 

suspensión turbia y amarilla a los cuatro minutos de iniciar la reacción (ver Figura 

25D), mientras que el coloide de NPs R5-AgPEG permaneció transparente y 

anaranjado incluso después de 10 minutos (ver Figura 25D (inferior)). En los 

espectros de extinción de la cinética de R8, el pico aumenta su intensidad de 5 

segundos a 1 minuto de reacción y se desplaza hacia menores longitudes de onda. 

A partir de los 4 minutos, momento en que cambió de transparente a turbio el 

coloide, la intensidad del pico disminuye y se eleva la línea base variando la posición 

del pico (ver Figura 26G). Este comportamiento sugiere la agregación y/o 

coalescencia de NPs pequeñas formando partículas grandes y agregados que 

provocan la dispersión de la luz (incremento de la línea base). En DLS se detectaron 

NPs R8-AgPEG de más de 100 nm  incluso a partir de 1 minuto de reacción (ver 

Figura 25E, F y Figura 26H). La alta desviación estándar en el análisis DLS de la 

muestra tomada a 1 minuto de la reacción, podría deberse a la presencia de NPs 

más pequeñas que están agregándose y/o formando partículas de mayor tamaño. 

A los 5 minutos se detuvo la reacción y esta muestra final se analizó por TEM 

mostrando agregados de 80 a 200 nm y algunas NPs R8-AgPEG  de 29±6 nm. Por 

otro lado, en los espectros de extinción de la cinética de R5, la intensidad del pico 

de 420 nm aumentó entre 3 y 10 minutos manteniéndose baja la línea base (ver 
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Figura 26C). En DLS detectamos NPs R5-AgPEG con DH de 50 nm y 3 nm entre 

1-10 minutos de reacción.  

 

 

Figura 26 Cinética de las síntesis de NPs AgPEG a 100ºC en aire (O2) y N2. Se tomaron 
muestras a diferentes tiempos de las reacciones R4, R5, R7 y R8. Los gráficos a la izquierda 
muestran los resultados de los análisis por espectroscopía UV/vis: A) R4, C) R5, E) R7 y G) 
R8. Las leyendas representan el tiempo de reacción y a la derecha se muestra la posición del 
máximo del pico (Pos. Max.). La figura insertada en (A) muestra el coloide R4 incoloro y 
transparente a los 5 minutos de reacción. Los gráficos a la derecha muestran los resultados de 
DLS: B) R4, D) R5, F) R7 y H) R8.  
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Este experimento revela la estabilidad de las NPs R5-AgPEG en el tiempo de 

reacción y la inestabilidad de NPs R8-AgPEG. En las reacciones R2 (0.5 mM/ 60ºC/ 

O2) y R8 (0.5 mM/ 100ºC/ N2), la relación PEG200/Ag+ de 60 no fue suficiente para 

producir NPs estables formándose un precipitado en ambos casos. En cambio, las 

condiciones de la reacción R5 (0.5 mM/ 100ºC/ O2) favorecieron la formación de un 

coloide estable de NPs R5-AgPEG casi-esféricas de 26 nm. Este resultado es 

coherente con el rol de la DTO-PEG que propusimos anteriormente. En R5, la 

DTO-PEG favorece la reducción de todos los iones Ag+ y/o la estabilización de todas 

las NPs R5-AgPEG formadas debido al incremento del número de i) grupos 

funcionales en la molécula de PEG que pueden reducir iones Ag+, ii) moléculas con 

actividad reductora y/o estabilizante (productos de la DTO-PEG). 

Las diferencias observadas entre las reacciones R4 vs R7 y R5 vs R8 indican un 

efecto del O2 en las síntesis de NPs de plata con PEG. Esto es coherente con 

nuestra propuesta de la acción de la DTO-PEG en las reacciones R4-R6. Esto 

podría confirmarse por técnicas como la RMN 1H, y cromatografía gaseosa que 

pueden detectar la presencia de los productos de la DTO-PEG en las diferentes 

condiciones de síntesis. Sin embargo, la baja concentración de PEG que usamos 

en nuestro estudio dificulta realizar este tipo de análisis. En el estudio realizado por 

Luo et al. (2005), encontramos una evidencia de que el PEG se degrada durante la 

síntesis de NPs de plata a altas temperaturas. Estos autores, realizaron un análisis 

de RMN 1H del PEG después de la síntesis de NPs de plata, encontrando picos 

entre 4 y 4.5 ppm. Estos picos indican la degradación del PEG formando productos 

de menor peso molecular con otros grupos funcionales (Han, Kim y Kwon, 1995; 

Boughen, Liggat y Ellis, 2010). 

Luo et al. (2005) y Nam et al. (2011) evaluaron PEG de diferentes pesos 

moleculares en la síntesis de NPs de plata a altas temperaturas y en presencia de 

O2 (sin variar la concentración de AgNO3). Aunque estos autores no tuvieron en 

cuenta la DTO-PEG, sus resultados pueden ser explicados por este proceso (ver 

Figura 24). Estos grupos (Luo et al., 2005; Nam et al., 2011) observaron que la 

actividad reductora de PEG mejora con el incremento de la temperatura o del peso 

molecular de PEG. A mayor temperatura, se degrada un mayor número de 
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moléculas PEG, por lo que es mayor el número de i) grupos oxi-etilenos que se 

oxidan a peróxido (mayor reducción de iones Ag+) y ii) productos de la DTO-PEG 

(moléculas con actividad reductora y estabilizante). De manera similar, una molécula 

PEG de mayor peso molecular posee más grupos oxi-etilenos por lo que i) aumenta 

la probabilidad que se oxiden a hidroperóxidos reduciendo iones Ag+ y ii) cada 

molécula puede dar lugar a un mayor número de productos de la DTO-PEG (en las 

condiciones de síntesis descritas anteriormente).  

2.2.7 Reproducibilidad de las reacciones R1 y R5 

De las condiciones evaluadas anteriormente, solo las reacciones R1 y R5 

produjeron coloides estables de NPs AgPEG. Con el fin de evaluar la 

reproducibilidad de estas síntesis, realizamos réplicas independientes de estas 

reacciones (3 réplicas de R1 y 2 réplicas de R5) (ver Figura 27).  

Tuvimos en cuenta varios factores para lograr la reproducibilidad de estas síntesis. 

La solución de AgNO3 a 10 mM se preparó minutos antes de cada síntesis. El 

volumen necesario para alcanzar la concentración deseada de AgNO3 (R1: 0,1 mM 

y R5: 0,5 mM) se adicionó rápidamente a una solución homogénea de PEG200 al 

0.6% y NaOH al 0.005% a la temperatura deseada (R1: 60ºC y R5: 100ºC 

(temperatura de ebullición)).  

Los resultados de las diferentes síntesis se analizaron por DLS y UV/vis (ver Figura 

27). En el espectro de extinción de NPs R5-AgPEG, el máximo del pico es de 421,5 

± 2,12 nm y el FWHM de 83,4 ± 1,15 nm. En ambas síntesis el promedio del DH de 

las NPs es de 62,3 ± 10,96 nm y también se observaron NPs de 3,0 ± 0,32 nm. La 

posición promedio del máximo del pico en el espectro de extinción de NPs 

R1-AgPEG fue de 418,3 ± 2,52 nm y el FWHM de 96,8 ± 3,01 nm. Las tres síntesis 

de R1 produjeron NPs con DH de 51,5 ± 2,83 nm. Solo en la tercera réplica de la 

reacción R1 (R1 (3)) se detectaron NPs de 3,6 nm por DLS (ver Figura 27ª). No 

obstante, la presencia de una población de tamaño similar se observa en la cinética 

de reacción de las síntesis 1 y 2 a menores tiempos de síntesis. En DLS, la 

presencia de NPs pequeñas puede estar enmascarada por NPs de mayor tamaño 
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debido a que la intensidad de la dispersión es proporcional a la sexta potencia del 

diámetro de la partícula.  

 

2.2.8 Estabilidad en el tiempo de NPs R1 y R5-AgPEG 

Las NPs R1 y R5 AgPEG se conservaron a 25±4ºC en la oscuridad. Monitoreamos 

la estabilidad de estas NPs en el tiempo mediante el análisis de muestras por DLS 

y UV/vis, en diferentes tiempos después de la síntesis (ver Figura 28).  

El coloide de NPs R1-AgPEG no cambió su apariencia ni sus propiedades físico-

químicas durante al menos 12 meses, como refleja el espectro de extinción en la 

Figura 28A. Este coloide, conservado en las condiciones antes descritas, 

permaneció amarillo transparente sin formar precipitado. El DH de la población de 

NPs R1-AgPEG de mayor tamaño se mantuvo con un DH entre 48 - 52 nm hasta 

12 meses después de la síntesis. A partir de los 16 meses mostró un ligero 

incremento entre 55 - 57 nm (ver Figura 28B). Las imágenes TEM tomadas 15 días 

 

Figura 27 Reproducibilidad de las reacciones R1 y R5. A) Resultados DLS y características 
de los espectros de extinción que se muestran en B y C. Espectros de extinción normalizados 
de las NPs AgPEG producidas en B) tres síntesis R1 y C) dos síntesis de R5.  
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y 17 meses después de la síntesis, mostraron NPs con morfología y distribución de 

tamaños similares (ver imágenes insertadas en la Figura 28B).  

 

Por DLS, detectamos poblaciones de NPs R5-AgPEG con DH similares hasta 13 

meses después de la síntesis. Sin embargo, en este tiempo, el espectro de extinción 

muestra un desplazamiento de 7 nm hacia mayores longitudes de onda 

observándose más acentuado el hombro izquierdo alrededor de 350 nm (ver Figura 

28). Esto sugiere un crecimiento lento de la población de mayor tamaño. Teniendo 

en cuenta que el análisis TEM mostró NPs de tamaños similares en los coloides de 

R1 y R5, el color anaranjado del coloide R5 se puede atribuir a una mayor 

concentración de NPs comparado con el coloide R1. Esta conclusión se sustenta 

también por la mayor intensidad del espectro de extinción de NPs R5-AgPEG 

comparado con el de NPs R1-AgPEG (ver Figura 21). Para lograr una mayor 

 

Figura 28 Estabilidad en el tiempo de NPs R1 y R5-AgPEG. Se muestran los espectros de 
extinción de A) NPs R1-AgPEG y C) NPs R5-AgPEG así como los análisis DLS de B) NPs R1-
AgPEG y D) NPs R5-AgPEG. Las imágenes MET insertadas en el gráfico (B), son NPs R1-

AgPEG de la síntesis 2 (ver Figura 28) tomadas 15 días y 17 meses después de la síntesis. 
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estabilidad de coloide R5 podemos realizar una dilución del coloide de al menos ½ 

en agua desionizada, una vez concluida la síntesis.  

2.3 Conclusiones del capítulo 2 

Los mecanismos descritos en la literatura para la reducción de iones Ag+ por 

moléculas orgánicas involucran únicamente, la acción de los grupos terminales de 

dichas moléculas. En el presente estudio, proponemos que en las síntesis de NPs 

AgPEG realizadas a temperaturas mayores de 70ºC en presencia de O2, tiene lugar 

un mecanismo de reducción adicional. En estas condiciones, se produce la 

degradación térmica oxidativa del PEG. Durante este proceso, los grupos 

oxi-etilenos, los radicales libres y productos de degradación del PEG intervienen en 

la síntesis de las NPs AgPEG. Este mecanismo explica el incremento en la acción 

reductora de PEG con el incremento de temperatura de reacción o el uso de PEG 

de mayor peso molecular, a través del incremento en el número de los grupos 

funcionales por molécula, así como del número de moléculas que actúan como 

agentes reductores y/o estabilizantes.  

En este capítulo, también hacemos énfasis en el efecto de la relación PEG/Ag+ en 

las síntesis realizadas a diferentes temperaturas. Este parámetro influye en la 

divergencia de resultados obtenidos por diferentes autores, al emplear PEG de igual 

peso molecular para la síntesis de NPs AgPEG. El análisis comparativo de nuestros 

resultados con los reportados en la literatura en condiciones que favorecen la DTO-

PEG, sugiere que la relación PEG/Ag+ que produce un coloide estable de NPs 

AgPEG depende del peso molecular de PEG y la temperatura de reacción. 

Adicionalmente, este estudio permitió establecer las condiciones óptimas para la 

síntesis reproducible de NPs AgPEG estables en el tiempo (más de 1 año). Esto 

favorece la reproducibilidad y comparación de las aplicaciones de estas NPs en 

diferentes momentos después de su síntesis. También favorecería comparar 

estudios entre diferentes laboratorios que decidan emplear este método de síntesis 

de NPs AgPEG. Otras ventajas de este método (R1) son su sencillez, no daña el 

medio ambiente (verde) y se realiza en condiciones fáciles de reproducir en 

cualquier laboratorio.
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CAPÍTULO 3: Efecto de las nanopartículas de plata en la señal Raman de 

eritrocitos vivos.  

3.1 Metodología  

3.1.1 Síntesis de nanopartículas de plata con NaBH4 (NPAgs) 

Para la síntesis de NPAgs empleamos un método descrito anteriormente (Ciou 

et al., 2009), con algunas modificaciones. El borohidruro de sodio (632287 / Sigma-

Aldrich) se usó como agente reductor primario de los iones plata y el citrato de sodio 

(W302600 / Sigma-Aldrich) como agente reductor secundario y estabilizante. Las 

soluciones de NaBH4, a 20 mM, citrato de sodio a 5 mM y AgNO3 10 mM se 

prepararon minutos antes de la síntesis. En un Erlenmeyer, calentamos agua 

desionizada a 60ºC. Cuando el agua alcanzó la temperatura deseada, añadimos 

0.2 mM de AgNO3 y 0.5 mM de citrato de sodio (en la oscuridad). La reacción se 

agitó vigorosamente durante 15 minutos, y luego se añadió rápidamente 2 mM de 

NaBH4. Inmediatamente, se observó la formación de un coloide amarillo. 

Continuamos agitando vigorosamente a 60ºC durante 30 minutos en la oscuridad. 

Finalmente, el coloide de NPAgs se dejó refrescar y se conservó a 25±4ºC en la 

oscuridad.  

3.1.2 Estabilidad de NPs de plata en presencia de sales 

Para evaluar la estabilidad de las NPs de plata en presencia de sales, realizamos 

diluciones ½ de cada coloide en diferentes concentraciones de NaCl (50-200 mM). 

Como controles, igual volumen de cada coloide se diluyó ½ en agua o tampón 

fosfato salino (PBS: siglas del inglés phosphate buffer saline). Además, se evaluó la 

estabilidad de las NPs en el tiempo, analizando en DLS y UV/Vis, muestras de los 

coloides de NPs de plata tomadas a diferentes tiempos después de la síntesis (1 

día - 2 años). 
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3.1.3 Ensayo de hemólisis  

Evaluamos el efecto de las NPs en la viabilidad de los eritrocitos mediante un 

ensayo de hemólisis. Alícuotas iguales de eritrocitos frescos se incubaron durante 

2 h a 25±4ºC con diferentes diluciones (1:10 a 1:100) de NPs de plata (NPAgs, NPs 

R1 y R5-AgPEG). Como controles de este ensayo, una alícuota de eritrocitos se 

diluyó en agua desionizada (control positivo de hemólisis) y otra en PBS 1X (control 

negativo). Después del tiempo de incubación, las muestras se centrifugaron a 

5000 rpm durante 3 minutos y la presencia de hemoglobina libre en los 

sobrenadantes se midió en un espectrofotómetro de placas en el rango 300 a 

700 nm. 

3.1.4 Obtención de hemoglobina libre 

La obtención de hemoglobina libre, se realizó mediante la lisis de los eritrocitos. 

Centrifugamos 1 ml de sangre total a 6000 rpm durante 2 minutos. Desechamos el 

sobrenadante y completamos el volumen con PBS. Realizamos dos lavados de los 

eritrocitos en PBS. Después de la segunda centrifugación en las mismas 

condiciones, añadimos agua desionizada para completar 1 ml, provocando la lisis 

de los GR. Centrifugamos nuevamente esta muestra a 6000 rpm durante 10 minutos 

para eliminar los restos celulares. El sobrenadante, que contiene hemoglobina libre, 

se separó en otro tubo y se conservó a 4ºC hasta el día del experimento.   

3.1.5 Experimentos Raman  

Para los ensayos Raman en eritrocitos vivos, el mismo día del experimento se 

extrajo sangre por venopunción de un individuo sano. Realizamos una dilución de 

sangre en PBS 1:100 (V:V) y añadimos NPs de plata en una dilución final 1:10 (V:V). 

Como control, empleamos células con la misma dilución en PBS. Los glóbulos rojos 

(GR), se incubaron con (o sin) NPs de plata durante 2 h a 25±4ºC. 

Con el fin de inmovilizar los eritrocitos para las mediciones de los espectros Raman, 

recubrimos obleas de silicio con poli-L-lisina (ver Figura 29). Después del periodo 

de incubación de los eritrocitos con las NPs de plata, añadimos una gota de la 
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suspensión de GR (con o sin NPs), a una oblea de silicio cubierta con poli-L-lisina. 

La muestra se dejó reposar 20 minutos y luego se realizó la medición.  

 

Las mediciones se realizaron con un micro-espectrómetro Raman (LabRam HR 

Horiba) equipado con una cámara CCD, láser de 488 nm. La potencia del láser 

488 nm en la muestra es de 5 mW. No empleamos condiciones confocal, midiendo 

con un objetivo 50X y una rejilla de difracción de 600 orificios. Cada medición se 

realizó con una adquisición de 20 segundos. Analizamos los datos empleando los 

programas LabSpect 6 y Origin 9. En cada experimento, calibramos la frecuencia 

empleando como referencia la banda de vibración del silicio que muestra un 

desplazamiento Raman (∆�̅�) a 520 cm-1.  

3.2 Resultados y Discusión  

Varios estudios emplean NPAgs y NPs AgPEG en estudios Raman de moléculas. 

En este capítulo, evaluaremos las NPs de plata como amplificadores de la señal 

Raman de GR vivos. Para ello, sintetizamos NPs AgPEG (Capítulo 2) y NPAgs y 

 
Figura 29 Representación del diagrama de flujo seguido para la evaluación del efecto de NPs 
de plata en el espectro Raman de glóbulos rojos (GR). Ver detalles de los experimentos en la 
sección materiales y métodos. 
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establecimos las condiciones que no afectan la viabilidad de los GR durante los 

experimentos. 

Las NPs de plata sintetizadas con NaBH4 y citrato de sodio (NPAgs) (ver 

procedimiento en el acápite 3.1.1) formaron un coloide de color amarillo intenso. El 

espectro de extinción correspondiente muestra un pico intenso y estrecho (FWHM 

de 61.2 nm) a 394 nm (ver espectro de extinción en agua en la Figura 30A). Este 

espectro refleja una alta concentración de NPAgs esféricas y pequeñas con poca 

poli-dispersión (en forma y tamaño) (Slistan-Grijalva et al., 2005a; Ciou et al., 2009). 

Las imágenes de TEM de las NPAgs mostraron NPs esféricas de 20 nm (ver 

Anexo 1). 

3.2.1 Estabilidad de las NPs de plata en presencia de sales 

Entre las aplicaciones de las NPs de plata, nuestro grupo tiene especial interés en 

el efecto de estas NPs en la amplificación de la señal Raman de células vivas. Los 

experimentos en células vivas requieren el uso de un medio isotónico, el cual puede 

provocar la agregación de las NPs afectando sus propiedades físico-químicas. Sin 

embargo, se ha visto que la adición de iones haluros o sulfato a las NPs de plata 

puede favorecer el efecto SERS (Doering & Nie 2002; Aroca et al. 2005; Bell & 

Sirimuthu 2006; Ciou et al. 2009). Por lo antes expuesto, decidimos evaluar el efecto 

de sales en las NPs de plata que se emplearán en estudios Raman.  

Para evaluar la estabilidad de las NPs en presencia de sales, realizamos diluciones 

½ de los coloides de NPAgs y NPs R1-AgPEG en PBS y en diferentes 

concentraciones de NaCl (10-200 mM). Las NPAgs son más sensibles al efecto de 

sales que las NPs R1-AgPEG, lo cual coincide con lo reportado por otros autores 

(Shkilnyy et al., 2009). La adición de pequeñas concentraciones de NaCl (10 mM) a 

las NPAgs provocó un incremento de la intensidad del plasmón de superficie y el 

estrechamiento del pico (ver Figura 30ª). En cambio, concentraciones a partir de 50 

mM de NaCl y la dilución en PBS de las NPAgs, provocó la pérdida de absorción 

asociada al LSPR en el espectro de extinción (ver Figura 30A). Esto coincide con 

la detección de agregados mayores de 150 nm en DLS (ver Figura 30C). En 
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cambio, la agregación de las NPs R1-AgPEG mostró una dependencia con la 

concentración de sales. A medida que aumentamos la concentración de sales, 

observamos en el pico del espectro de extinción un incremento en el FWHM, un 

desplazamiento del máximo hacia menores longitudes de onda y una reducción en 

intensidad, así como una elevación en la línea base (debido a la dispersión Mie por 

los agregados). En el análisis DLS, observamos mayores DHs y poli-dispersión 

asociados al incremento de la concentración de sales (ver Figura 30B y D). 

 

Durante los experimentos observamos que los coloides amarillos de NPs de plata 

se volvieron incoloros con la exposición a concentraciones crecientes de sales, 

incluyendo concentraciones fisiológicas. Esto es consistente con la obtención de 

espectros de extinción planos con un incremento en la línea base (ver Figura 30A, 

B), lo cual refleja la formación de agregados (mayores de 100 nm) donde la 

 

Figura 30 Efecto de la adición de sales a NPs de plata. Se muestra la variación de los 
espectros de extinción (A, B) y el diámetro hidrodinámico (C, D) de las poblaciones de NPs de 
plata con la concentración de sales: A, C) NPAgs y B, D) NPs AgPEG. La leyenda mostrada en 
el gráfico A es válida también para B. 
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dispersión Mie contribuye a la reducción de la intensidad del haz transmitido 

contribuyendo al incremento de la línea base del espectro. Además, al formarse 

agregados, se pierden las propiedades ópticas de las NPs asociadas a la absorción 

del plasmón de superficie. Sin embargo, algunos autores inducen la agregación de 

NPs de plata unidas a la molécula de interés mediante la adición de sales para 

favorecer el efecto SERS (Ciou et al., 2009). Teniendo esto en cuenta, decidimos 

evaluar el efecto de las NPs de plata en ensayos Raman de los GR vivos. 

3.2.2 Efecto de sales y NPs de plata en el espectro de absorción de Hb 

Antes de evaluar el efecto de las NPs de plata en la señal Raman de GR, evaluamos 

su efecto en el espectro de absorción de la Hb libre. Estas mediciones se realizaron 

en agua y en presencia de sales (KBr 50 mM).  

Se sabe que la absorción de la banda de Soret (absorción del grupo hemo) es 

sensible al entorno de este grupo (Jones, Balakrishnan y Spiro, 2012). Con el fin de 

conocer si la incubación de las moléculas de Hb con las NPs de plata afecta la 

absorción de las moléculas de Hb, medimos su espectro al ser incubadas con (o 

sin) NPs y en presencia (o no) de sales.  

La adición de sales a la Hb produjo un incremento en la intensidad de la banda de 

Soret (422 nm) (ver Figura 31A). Este efecto también se observó en las muestras 

de Hb incubadas con NPAgs en presencia de sales (ver Figura 31B). En cambio, 

en las muestras de Hb incubadas con NPs R1 y R5-AgPEG se observó una 

reducción en la intensidad de la absorción de esta banda con respecto al control de 

Hb libre sin NPs y no se observaron cambios entre la muestra incubada en agua 

con respecto a las muestras incubadas en presencia de sales (ver Figura 31C y D).  

La presencia de sales puede propiciar un cambio conformacional en la Hb que 

provoque este incremento en la absorción. Se ha reportado que el cambio en la 

estructura cuaternaria de la Hb por la transición entre el estado T y R produce 

cambios en el grupo hemo que favorecen una mayor intensidad en la absorción de 

la banda de Soret. Existen evidencias de cómo se afecta el grupo hemo por la unión 

de iones halogenuros (Ikeda-Saito et al. 1985). Por otro lado, la interacción entre Hb 
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y NPs AgPEG puede reducir la absorción por la presencia del PEG en el entorno 

del grupo Hemo.  

 

3.2.3 Efecto de NPs de plata en la viabilidad de los eritrocitos 

Para evaluar el efecto de NPs de plata en el espectro Raman de GRs, es importante 

determinar la mínima dilución de estas NPs que no afecta la viabilidad de los 

eritrocitos. La toxicidad de NPs en GR puede estimarse determinando el contenido 

de hemoglobina (grado de hemólisis) en el sobrenadante de GR mediante 

espectroscopía de absorción en el rango visible (500-650 nm) (ver Figura 32). En 

este rango, la oxi-hemoglobina muestra picos con máximos de absorción a 541 nm 

y 576 nm. En este estudio solo analizamos las bandas Q del espectro (α y β) de la 

hemoglobina debido a la superposición de la banda de Soret (422 nm) con la 

absorción del plasmón de superficie de las NPs de plata.  

En el estudio de hemólisis por efecto de NPs de plata, los GRs diluidos 1/10 en PBS 

se incubaron con diferentes diluciones de NPs de plata durante 2 horas. En este 

ensayo empleamos como controles de hemólisis, muestras con igual volumen de 

GRs diluidos en agua (medio hipotónico / control positivo) o en PBS 1X (medio 

isotónico / control negativo). Luego centrifugamos las muestras durante 10 minutos 

a 6000 rpm y analizamos el sobrenadante por espectroscopía de absorción para la 

detección de Hb libre.  

 

Figura 31 Efecto de sales y NPs en la absorción de la Hb libre. A) Hb libre B) Hb libre + 
NPAgs, C) Hb libre + NPs R1-AgPEG y D) Hb libre + NPs R5-AgPEG. Las muestras se 

diluyeron en agua desionizada (líneas en rojo) o en KBr 50 mM (líneas violetas). 
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Como se observa en la Figura 32, las diluciones ½ de NPs AgPEG y NPAgs 

provocan hemólisis de los GR. Este efecto está mediado por la alta concentración 

de NPs y no por la reducción en la concentración de sales del medio, como se 

evidencia en otros estudios donde añadimos un volumen de agua igual al de NPs. 

Seleccionamos la dilución 1/10 de NPs de plata para realizar los ensayos Raman 

en GR, pues es la mínima dilución donde no detectamos Hb en el sobrenadante 

(hemólisis) de GRs. 

3.2.4 Efecto de NPs de plata en el espectro Raman de GR vivos 

En los experimentos Raman realizados en eritrocitos vivos tratamos de favorecer la 

interacción entre NPs y los glóbulos rojos durante el proceso de agregación, de 

manera tal que los agregados de NPs se formaran en la superficie de estas células. 

Para ello, homogeneizamos la suspensión de GR diluidos en PBS justo antes de 

añadir las NPs de plata y continuamos agitando suavemente durante los primeros 

minutos de la incubación.  
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Figura 32 Efecto de NPs AgPEG y NPAgs en la viabilidad de los glóbulos rojos. 
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En las mediciones Raman, calculamos el área iluminada por el láser (A). Para ello, 

primero determinamos el diámetro teórico (Dt) del punto iluminado por el láser de 

488 nm (spot), al emplear un objetivo 50X con apertura numérica (NA) de 0.75:  

𝐷𝑡 =
𝜆 𝑥 1.22

𝑁𝐴
=

488 𝑛𝑚 𝑥 1.22

0.75
= 793.8 𝑛𝑚 ≈ 800 𝑛𝑚 

𝐴 = 𝜋𝑟2 = 3.14 𝑥 (0.4 𝜇𝑚)2 = 0.5 𝜇𝑚2 

Lo más probable es que las NPs se unan a la superficie del eritrocito (ver Figura 

20) y no entren al GR durante el experimento, teniendo en cuenta que i) las NPs de 

plata forman agregados en un medio isotónico, ii) los GRs son muy pequeños 

(<10 µm) y iii) las NPs se incubaron con los GRs durante poco tiempo (2h) antes de 

la medición (Lin et al., 2009)(Brazhe et al., 2009). El área de la membrana 

plasmática del eritrocito es de ~147 µm2 (Shaklai, Yguerabide y Ranney, 1977), y 

las moléculas de Hb unidas a la cara interna de la membrana (Hbm) del GR tienen 

una densidad de ~9 500 Hbm/µm2. Se piensa que las Hbm son las únicas que pueden 

contribuir al espectro SERS por su cercanía con NPs ubicadas en la cara externa 

de la membrana del GR (ver Figura 20) (Brazhe et al., 2009). Por tanto, al incidir el 

láser en un área de 0.5 µm2 de la membrana del eritrocito, se estaría colectando la 

señal correspondiente a ~ 4 750 Hbm (como máximo). Además, se ha planteado que 

la desoxi-hemoglobina tiene mayor afinidad de unión a la membrana del eritrocito 

que la oxi-hemoglobina (Tsuneshige, Imai y Tyuma, 1987). Lo anterior explica por 

qué en nuestro experimento, a pesar de no establecer condiciones para la 

desoxigenación de los eritrocitos, el espectro SERS es muy similar al obtenido por 

Wood et al (2002) para eritrocitos desoxigenados (ver Figura 34 y Figura 19).  

A diferencia de lo reportado por Brazhe et al. (2009), en nuestros resultados no 

observamos muchas diferencias en las posiciones de los picos entre los espectros 

de GRs incubados en ausencia y en presencia de NPs de plata. Esto puede estar 

dado por el empleo de condiciones experimentales diferentes. En el estudio 

realizado por Brazhe et al. (2009), emplean el láser 514 nm para excitar la muestra, 

una mayor concentración de NPs (NPs : GR 3:2) y realizan los ensayos en 

condiciones ligeramente hipertónicas. En nuestro ensayo empleamos el láser 
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488 nm, menor concentración de NPs y condiciones isotónicas, pues el volumen 

añadido de NPs (1:10) no afecta la isotonicidad del medio. Por otro lado, estudios 

realizados en células nucleadas, indican que es posible colectar el espectro Raman 

de diferentes zonas de la célula (núcleo, citoplasma, membrana celular) 

(Uzunbajakava et al., 2003; Matthaus et al., 2007). Por esta razón, aunque Brazhe 

et al. (2009) plantearon que la Hbc son las que contribuyen principalmente al 

espectro Raman resonante debido a su mayor concentración, esto puede variar 

dependiendo del punto donde se enfoca el láser. Nuestros resultados sugieren que 

tanto en el espectro SERS como en el espectro Raman resonante, se colecta señal 

proveniente de moléculas Hbm principalmente. Esto explicaría por qué en los tres 

espectros Raman predominan picos que se corresponden con GR desoxigenados 

(comparar Figura 34 con la Figura 19B).  

3.2.4.1 Efecto de amplificación de la señal Raman por NPs de plata 

En la mayoría de los picos del espectro Raman de GRs se observa una diferencia 

de 102  en presencia de NPs AgPEG con respecto al espectro control (sin NPs) y de 

103 en presencia de NPAgs (ver Figura 34). En ambos casos, el mayor incremento 

se observó en el pico de 1357 cm-1 (asignado al modo de vibración simétrico ν4 (1/2 

anillo pirrol)) que fue de 103 al incubar los GRs con NPs AgPEG  y de 104 al incubar 

los GRs con NPAgs (ver Tabla 3). Este pico es el de mayor intensidad en el espectro 

Raman de GRs excitados con un láser 488 nm (ver Figura 19) (Wood y 

McNaughton, 2002). La región I (1650-1500 cm-1) del espectro es la segunda zona 

con mayor amplificación de la señal en los espectros de GR incubados con NPs de 

plata.  

Asumiendo que la molécula de Hb y las NPs se encuentran en diferentes caras de 

la membrana del eritrocito, y dado que no se observan diferencias en la posición de 

los picos entre los espectros, descartamos que el mecanismo de transferencia de 

carga tenga alguna contribución al efecto SERS. En cambio, los mecanismos 

electromagnético y de resonancia influyen en el efecto observado.  

La presencia de NPs de plata contribuye a la variación de la polarizabilidad de las 

moléculas de Hb. La oscilación coherente y colectiva de electrones de la banda de 
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conducción en la superficie de una NP de plata de aproximadamente 25 nm, provoca 

cambios en la polaridad de moléculas de Hb (5.5 nm) que se encuentren cercanas 

(a menos de 20 nm) a la superficie de la NP metálica. Las moléculas de Hb están 

bajo el efecto de polarización inducido por la incidencia del láser (campo eléctrico 

variable) y ¨reforzado¨ por el plasmón de superficie de NPs de plata cercanas. Los 

cambios en la polarizabilidad de la molécula por efecto de las NPs pueden 

incrementar la probabilidad de eventos de dispersión Raman.  

Otro factor que puede aportar a la amplificación de la señal Raman, además de los 

mecanismos descritos en la literatura, es la dispersión elástica de las NPs y 

agregados de NPs de plata. En la Figura 33, se muestra una representación 

esquemática del efecto de dispersión elástica de NPs de plata y agregados de NPs 

en la superficie del GR, al incidir un láser de 488 nm.  

Las NPs de plata se comportan como fuentes puntuales de radiación debido a la 

dispersión elástica. Dependiendo de la relación entre la λ del láser incidente y el 

diámetro de la NP se puede obtener un efecto de dispersión Rayleigh o Mie. En la 

Figura 33, la imagen del centro representa la dispersión Rayleigh en presencia de 

NPs menores de 50 nm y a la derecha la dispersión Mie para NPs mayores de 

50 nm. La intensidad de la dispersión ¨hacia el frente¨ se incrementa al aumentar el 

tamaño de la NP. De esta forma, NPs o agregados más grandes incrementan de 

manera local la intensidad de la radiación incidente en moléculas cercanas a las 

NPs, lo que aumenta la probabilidad de dispersión Raman por dichas moléculas. En 

concentraciones fisiológicas de sales (141 mM de NaCl), las NPAgs forman 

agregados más grandes que las NPs AgPEG (ver Figura 30), por lo que 

probablemente en nuestro ensayo las NPAgs formen agregados más grandes en la 

superficie de los GR que las NPs AgPEG. En este caso, el efecto Mie podría ser 

otro factor que contribuya a que la amplificación de la señal Raman de GRs por las 

NPAgs sea mayor que las NPs AgPEG. 
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Se conoce que la agregación de NPAgs forma ¨puntos calientes¨ donde se 

incrementa la intensidad del campo eléctrico (Kneipp et al., 1999; Otto, 2002; Lin 

et al., 2009; Shkilnyy et al., 2009; Matteini et al., 2015). En nuestro experimento 

dichos puntos calientes pueden formarse en las uniones de NPs agregadas en la 

superficie del GR. En esta zona, aumenta la probabilidad de que las moléculas de 

desoxi-Hb (unidas a la membrana celular) dispersen fotones de manera inelástica 

(Raman), lo que aumenta la intensidad de la señal Raman del GR. Es posible que 

el recubrimiento de PEG en las NPs AgPEG favorezca la interacción con la 

membrana de los GR formándose agregados diferentes, que podrían estar más 

dispersos provocando la amplificación de la señal en un menor número de 

moléculas Hbm. Por otro lado, el efecto de amplificación dado por el mecanismo 

electromagnético depende de la distancia entre la NP (o agregados e NPs) y la 

molécula de interés. La presencia del polímero en NPs AgPEG puede incrementar 

 

Figura 33 Representación esquemática del efecto de dispersión elástica por NPs de plata y 
agregados de NPs en la superficie del GR, al incidir un láser de 488 nm. A la izquierda, se 
representa una sección de la membrana del GR en ausencia de NPs. En el medio, dispersión 
Rayleigh por NPs menores de 50 nm. A la derecha, dispersión Mie por NPs mayores de 50 nm.  
Las NPs se comportan como fuentes puntuales de radiación que aumentan la probabilidad de 
dispersión Raman en moléculas de Hb cercanas. Las moléculas de Hb representadas por los 
cuadrados rojos no están en la escala apropiada. Esta moléculas tienen un diámetro de 
aproximadamente 5,5 nm, siendo 10 veces menores que las NPs de 50 nm.  
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en alguna medida la distancia y reducir la absorción de fotones incidentes. En los 

estudios de NPs incubadas directamente con moléculas de Hb se observó una 

menor absorción de la Hb en las muestras incubadas con NPs AgPEG en 

comparación con las muestras de Hb control y las incubadas con NPAgs (ver Figura 

31). Para una mejor justificación de las diferencias de amplificación de la señal 

Raman observada en presencia de ambas NPs de plata se requieren análisis TEM, 

SEM (microscopía electrónica de barrido) o de AFM (microscopía de fuerza atómica) 

que permitan monitorear la formación o no de agregados de estas NPs en la 

superficie de estas células, en nuestras condiciones experimentales. 

  

 

Figura 34 Amplificación de la señal Raman de glóbulos rojos (GR) vivos por efecto de NPs de 
plata. Experimento realizado empleando un láser de 488 nm a una potencia de 5 mW  
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Como no conocemos el número de NPs y/o agregados involucrados en la 

amplificación de la señal Raman, ni el número de moléculas que se encuentran bajo 

su efecto, es difícil determinar el factor de amplificación. Por otro lado, al emplear 

un objetivo con NA: 0.75, se colecta señal de un gran número de moléculas. Otros 

estudios donde se emplea objetivo de inmersión con NA: 0.9 y condiciones confocal 

posibilitan el estudio de una región más reducida en la membrana del eritrocito. 

Dado que los espectros de la Figura 34 representan el promedio de la señal 

proveniente de varias moléculas en la muestra, el efecto promedio podría 

enmascarar en alguna medida la magnitud real del efecto amplificador de las NPs 

presentes (o sus agregados). En un coloide que contiene NPs heterogéneas, no 

todas las NPs son partículas calientes, por lo que no todas contribuyen a la 

amplifcacion de la señal. La forma, tamaño y estado de agregación de las NPs, 

además de la λ del láser de excitación, influyen en que una NP o agregados de NPs 

formen ¨puntos calientes¨. (Kneipp et al., 1999)  

Al estudiar sistemas biológicos empleando SERS, es importante conocer si la 

adsorción de la biomolécula a la superficie de las NPs metálicas modifica su 

estructura afectando su función biológica. En los espectros Raman de GRs no 

encontramos picos adicionales a los descritos por Wood y McNaughton (2002) (ver 

Figura 34), lo que sugiere que en nuestras condiciones experimentales no se altera 

la estructura del grupo hemo. Esto es coherente con la posible ubicación de las NPs 

de plata en la membrana del eritrocito sin interactuar directamente con las moléculas 

de Hb. 

El incremento de la señal Raman por la presencia de NPs de plata favorece una 

mejor resolución de todos los picos, en especial aquellos con baja intensidad en el 

espectro del control de células. Esto incrementa la relación señal/ruido favoreciendo 

el empleo de esta técnica en la obtención de bio-imágenes.  
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3.2.4.2 Asignación de picos en el espectro de GR 

En el espectro Raman resonante de GRs control (ver espectro rojo en la Figura 35) 

predominan picos presentes en células desoxigenadas, sin embargo, se observan 

algunos picos que corresponden al espectro de células oxigenadas (ver Figura 19). 

En la región I del espectro (1650-1500 cm-1) observamos un pico muy pequeño a 

1507 cm-1 (2ѵ15 respiración del anillo pirrol) en el espectro control de GRs, el cual 

es característico de oxihemoglobina (ver Figura 19A) y no se observó en los 

espectros SERS. Un pico de mayor intensidad a 1547 cm-1 (ѵ11: ѵ(CβCβ)as)  

corresponde a desoxi-Hb y está presente en los tres espectros. Los picos a 

~1586 cm-1 (ѵ37: ѵ(CαCm)as) y ~1567 cm-1 (ѵ2: ѵ(CβCβ)as) corresponden a GRs 

oxigenados (ver Figura 19). En nuestros espectros, aparece un pico a 1586 cm-1 

pero su intensidad en relación a los picos adyacentes se reduce en los espectros 

Tabla 3 Asignación de modos vibracionales e incremento de la señal Raman en GR incubados 
con NPs de plata. Los colores se relacionan con las diferentes regiones descritas en el capítulo 
1 y Figura 19. 

 

Asignación de modos de vibración
GR control GR+NP AgPEG GR+NPAg

Posición Posición 
I(GR+NPs AgPEG)-

I(GR) Posición 
I(GR+NPAgs)-

I(GR)

ѵ7 δ(deformación del anillo pirrol)sim. 673 674 5.96E+02 674 2.82E+03

ѵ15 ѵ(respiración del anillo pirrol)  755 755 2.56E+02 755 1.74E+03

ѵ22 ѵ(1/2 anillo pirrol)asim. 1133 1133 2.07E+02 1133 7.03E+02

ѵ30 ѵ(1/2 anillo pirrol)asim. 1171 1173 2.04E+02 1172 7.91E+02

ѵ5 + ѵ18 δ(CmH) 1213 1213 3.48E+02 1213 2.06E+03

ѵ13 o ѵ42 δ(CmH) 1229 no no

ѵ13 δ(CmH) 1248 no no

ѵ21 δ(CmH)   1303 1303 2.13E+02 1304 1.29E+03

ѵ41 ѵ(1/2 anillo pirrol)sim. no 1337 1339

ѵ4 ѵ(1/2 anillo pirrol)sim.
1357 1357 3.12E+03 1357 1.75E+04

1374 no no

ѵ20 ѵ(1/4 anillo pirrol) 1395 1394 4.57E+02 1394 2.67E+03

ѵ28 ѵ(CαCm)sim 1426 1425 4.09E+02 1425 2.73E+03

–CH2 (tijera) 1471 1473 6.25E+02 3.80E+03

2ѵ15 ѵ(respiración del anillo pirrol)  1507 no no

ѵ11 ѵ(CβCβ)asim. 1547 1549 1.32E+03 1549 6.23E+03

ѵ2 ѵ(CβCβ)asim. 1565 1565 1.39E+03 1567 6.36E+03

ѵ37 ѵ(CαCm)asim. 1585 1586 1.01E+03 1586 4.38E+03

ѵ19 ѵ(CαCm)asim. 1605 1605 1.39E+03 1606 6.27E+03

ѵ(Ca=Cb) no 1619 1619

ѵ10 ѵ(CαCm)asim. 1639 no no
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SERS (ver Figura 35).  En cambio, el pico a 1565-1567 cm-1 está presente en los 

tres espectros con una intensidad relativa similar. El pico de 1605 cm-1 aparece con 

una intensidad relativa similar al espectro reportado para GRs desoxigenados 

(Wood y McNaughton, 2002). En el espectro de GR control se distingue con claridad 

un pico a 1640 cm-1 (ѵ10: ѵ(CαCm)as) característico de células oxigenadas que no 

aparece en los espectros SERS. En los espectros de GRs en presencia de NPs se 

observa un hombro a 1619 cm-1 (ѵ(Ca=Cb) ѵ(C=C)) característico del modo de 

vibración del doble enlace C=C, que puede mostrar la contribución del grupo vinilo 

adyacente al anillo de porfirina o los doble enlaces entre en el anillo de porfirina (ver 

Figura 18).   

En la región de vibraciones de estiramiento del anillo pirrol (II) (1400-1300 cm-1), 

detectamos picos a 1303 cm-1 (ѵ21: δ(CmH)) y a 1394 cm-1 (ѵ20: ѵ(1/4 anillo pirrol)) 

en posiciones más cercanas a las reportadas para desoxi-Hb. El pico de 1337 cm-1 

(ѵ41: ѵ(1/2 anillo pirrol)s) es apenas perceptible en el espectro control y se observa 

en los espectros de GRs incubados con NPs de plata como un hombro similar al 

que aparece en el espectro de Wood y McNaughton (2002) pero en la posición 

1337-1339 cm-1. En experimentos Raman, al emplear el láser 488 nm en eritrocitos 

vivos incubados con NPs AgPEG y NPAgs, se observó el mayor incremento de la 

señal en el pico correspondiente al modo de vibración ѵ4: ѵ(1/2 anillo pirrol)s. Este 

pico es un marcador del estado de oxigenación de la Hb, y aparece a 1357 cm-1 en 

desoxihemoglobina y a 1376 cm-1 para oxihemoglobina. En los tres espectros se 

observa un pico intenso a 1357 cm-1 mientras que en el espectro de GR control (sin 

NPs), aparece además, un hombro en la posición 1376 cm-1. La baja señal de este 

pico en el espectro se explica por el efecto promedio, ya que la oxi-Hb está más 

distante de la membrana o menos representada en el volumen de excitación. Esto 

explica también la ausencia de este pico en los espectros SERS. 
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Figura 35 Espectro Raman Resonante de GR control (rojo) y espectros SERS de GRs incubados 
con NPs AgPEG (verde) o NPAgs (azul). Los colores delimitan las diferentes regiones del 
espectro descritas en el capítulo 1 y Figura 19. 
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Estrategias encaminadas a la diferenciación de células oxigenadas y 

desoxigenadas podrían tomar ventaja del estudio realizado teniendo en cuenta que 

se precisan modificaciones que favorezcan la penetración de las NPs a la célula. 

Experimentos de electroporación se han aplicado exitosamente en líneas celulares 

de carcinomas para asegurar la entrada de NPs a células manteniendo su viabilidad. 

(Lin et al., 2009) 

En la región (III) de deformación del grupo metino C-H (1300-1200 cm-1), 

observamos el pico 1213 cm-1 (ѵ5 + ѵ18: δ(CmH)) característico de desoxi-Hb en los 

tres espectros. En cambio, los picos de oxi-Hb a 1249 cm-1 (ѵ13: δ(CmH)) y 1228 cm-1 

(ѵ13 o ѵ42 δ(CmH)) solo se observaron en el espectro de GR control. 

Por último, en la región de bajo número de onda (1200-600 cm-1), no se observan 

marcadas diferencias entre células oxigenadas y desoxigenadas. En los tres 

espectros de la Figura 35 observamos los picos de 1172 cm-1 (ѵ30: ѵ (1/2 anillo 

pirrol)as), 1133 cm-1 (ѵ22: ѵ(1/2 anillo pirrol)as), 755 cm-1 (ѵ15: ѵ(respiración de anillo 

pirrol)) y 673 cm-1 (ѵ7: δ(deformación del anillo pirrol)s).  

Todo lo anterior indica que el espectro de GR control es el promedio de moléculas 

de desoxi-Hb y oxi-Hb. La señal predominante de picos corresponde a desoxi-Hb, 

posiblemente porque el foco se encuentra en la región de la membrana celular de 

los eritrocitos. En los espectros SERS, desaparece o se reduce la intensidad de 

picos de oxi-Hb, lo cual puede estar dado por la contribución al espectro de Hbm 

como se mencionó anteriormente.  
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3.3 Conclusiones del capítulo 3 

Las NPs AgPEG y NPAgs amplifican la señal Raman de glóbulos rojos vivos. La 

amplificación de picos correspondientes a desoxi-Hb sugiere que estas NPs de plata 

se ubican en la superficie del eritrocito, amplificando la señal de moléculas de Hbm 

unidas a la cara interna de la membrana. Como las moléculas de desoxi-Hb tienen 

mayor afinidad de unión a membrana es lógico que se incrementen picos de 

desoxi-Hb. Las condiciones experimentales empleadas  podrían enmascarar la 

magnitud real del efecto amplificador de las NPs de plata por el ¨efecto promedio¨.  

Los mecanismos que contribuyen al efecto amplificador de la señal Raman de 

eritrocitos vivos son el empleo de frecuencias resonantes (láser 488 nm), efecto 

electromagnético por la formación de puntos calientes en las uniones de las NPs y 

por efecto de la dispersión de Mie que incrementa la intensidad de la dispersión 

hacia delante (hacia la muestra). Todos estos efectos aumentan la probabilidad de 

dispersión Raman por moléculas de Hb en los GRs vivos. 

Las NPs de plata sintetizadas pueden emplearse en condiciones que favorezcan su 

agregación en la membrana celular y de esta forma favorecer el estudio de 

moléculas cercanas a la membrana de diferentes células y los procesos biológicos 

en los que están implicadas. El estudio de procesos intracelulares requieren de otras 

NPs o un recubrimiento de estas NPs que impida su agregación, favorezca su 

entrada a células de mayor tamaño que el eritrocito (>10µm) sin afectar su efecto 

de amplificación. 
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CONCLUSIONES GENERALES DE LA TESIS 

En el establecimiento de las condiciones óptimas para la síntesis de NPs de plata 

con PEG, se estudió el efecto de la temperatura y la atmósfera de O2.  Observamos 

que la actividad reductora del PEG depende de la temperatura y la presencia de O2 

en la reacción. Esto sugiere que la degradación térmica oxidativa del PEG 

desempeña un papel importante durante la síntesis. En los mecanismos de 

reducción de iones plata reportados en la literatura para moléculas orgánicas, solo 

intervienen los grupos terminales de dichas moléculas. Sin contradecir estos 

mecanismos, aquí proponemos un mecanismo adicional que tiene lugar en 

condiciones favorables a la degradación térmica oxidativa del PEG. El mecanismo 

de reducción que proponemos involucra los grupos oxi-etilenos internos del PEG 

así como los grupos terminales de las moléculas formadas por la degradación del 

PEG. En este trabajo aportamos evidencia experimental que sustenta este 

mecanismo, el mismo debe ser comprobado mediante la identificación de las 

especies químicas presentes en cada condición de síntesis. Sin embargo, en la 

literatura encontramos evidencias de la degradación del PEG después de la síntesis 

de NPs de plata con PEG200. El mecanismo propuesto, a diferencia de los 

anteriores, explica por qué, en las síntesis realizadas con PEG a altas temperaturas 

y en presencia de O2, la actividad de reducción de los iones plata aumenta con un 

incremento de la temperatura o el uso de un PEG de mayor peso molecular. 

En este estudio, empleamos un método verde y reproducible que permitió obtener 

NPs R1-AgPEG con estabilidad coloidal por al menos dos años. Esto permite la 

comparación de estudios entre diferentes aplicaciones y laboratorios. Anteriormente 

se había reportado la utilidad de NPs similares para estudios SERS de moléculas. 

Aquí demostramos que las NPs AgPEG sintetizadas pueden emplearse en estudios 

Raman de células vivas sin afectar su viabilidad. Estas NPs son susceptibles a la 

agregación en medio fisiológico por lo que resulta poco probable su entrada a la 

célula pero se puede favorecer la formación de agregados en la superficie celular 

que favorezcan el efecto de amplificación de la señal Raman de moléculas cercanas 

a la membrana celular. Para la aplicación de estas NPs en estudios de procesos 
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intracelulares se deben encontrar condiciones que favorezcan la estabilidad de 

estas NPs en condiciones fisiológicas (como las concentraciones fisiológicas de 

sales en la sangre) y evaluar en qué medida podría afectarse la amplificación de la 

señal en ausencia de agregados. 

Las proteínas de membrana constituyen marcadores biológicos importantes 

involucrados en diferentes procesos celulares. Este trabajo evidencia la utilidad de 

las NPs de plata sintetizadas en la amplificación de la señal Raman de moléculas 

unidas a la membrana celular. De esta forma, estas NPs se podrían aplicar para 

estudiar patrones de expresión diferencial de biomoléculas asociadas o que 

conforman la membrana celular una vez establecidas las diferencias entre los 

espectros Raman para las distintas condiciones. 
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RECOMENDACIONES 

Como estrategia para dar continuidad a esta investigación, tenemos las siguientes 

recomendaciones:  

1. Realizar estudios de termogravimetría, resonancia magnética nuclear (RMN): 

RMN-1H-13C y cromatografía gaseosa con moléculas PEG de diferente peso 

molecular y en diferentes concentraciones que favorezcan: 

a. Identificar la presencia de productos de la DTO-PEG en condiciones 

similares a las empleadas para la síntesis de NPs AgPEG en los trabajos de 

Luo, Nam y Fleitas-Salazar (Luo et al., 2005; Nam et al., 2011; Fleitas-

Salazar et al., 2017) 

b. Determinar la relación entre la concentración de PEG y la temperatura en la 

obtención de productos de la DTO-PEG. 

c. Determinar la influencia de la concentración del iones Ag+ en la DTO-PEG, 

manteniendo constante la concentración de PEG y la temperatura 

2. Evaluar el efecto de las NPAgs y NPs AgPEG en la amplificación de la señal de 

moléculas de Hb libres, en agua y en presencia de diferentes concentraciones 

de sales para evaluar la importancia de la agregación de las partículas en su 

efecto de amplificación. 

3. Obtener NPs de plata anisotrópicas (ejemplo: nanoestrellas, nanovarillas, 

nanocubos) para la amplificación de la señal Raman de células y moléculas. 

4. Estudiar el efecto de las NPs de plata en la señal Raman de otras células como 

Hela, Huh-7 (hepatoma humano), leucocitos sanos y células cancerígenas. 

5. Comparar el efecto de las NPs de plata fuera y dentro de las células en la señal 

Raman de dichas células.
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Anexo 1 

Imagen TEM de las NPAgs obtenidas empleando NaBH4 como agente reductor y 

citrato de sodio como agente estabilizante. 

Se observan NPs esféricas entre 10 y 20 nm. En la esquina inferior derecha se 

muestra una imagen de alta resolución de una NPAgs (HR-TEM) donde se aprecia 

la estructura cristalina de la NP.  

 

 

 


